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INTRODUCTION

Le remplacement de tissus ou d'organes défaill@pi®sente un champ important
de la chirurgie actuelle. Depuis longtemps le resoa des «corps étrangers »
biocompatibles a été le moyen de remplacementug lpkgement utilisé engendrant des
créatures « cyborg » avec une partie synthétiques, Putilisation de greffes fut pendant
un temps la solution a bien des problemes.

Cependant la régénération de l'organe perdu aumijexercé une profonde
fascination au point d'inspirer de nombreux mytipasfois tres anciens (tels que le foie de
Prométhée qui repoussait toutes les nuits). Dergerdésir de régénération pourrait bien

se dissimuler un espoir d'immortalité.

Avant d'atteindre l'immortalité, notre ambitiolu® modeste, serait d'améliorer le
quotidien de patients édentés avec des déficitlsugsgnportants par la pose d'implants
dentaires. Cette proposition de réhabilitation Bnmphire était jusqu' alors permise par
différentes techniques de greffes osseuses ousaitegégies de régénération osseuse. Ces
techniques parfois difficiles de réalisation, prign et patient-dépendantes présentent de

réels résultats qui restent cependant peu préessit reproductibles.

Les avancées réalisées actuellement dans le demeaila médecine régénérative et
notamment dans lingénierie tissulaire ouvrent l@atg a de nouveaux espoirs de
régénération. Avant de pouvoir réimplanter une daéte in vitro a partir des cellules
souches du patient ; notre idée serait « d'appliseprincipes des sciences de la vie et de
l'ingénierie pour développer des substituts tisegaafin de remplacer ou maintenir le
fonctionnement du tissu osseux ». C'est le prindgg&ingénierie tissulaire.

Ce concept fut approché des les années 1970 paralesix de Green et Ferguson qui
cherchaient a régénérer le tissu cartilagineuxstCamsuite les travaux de Langer et
Vancanti en 1993 qui ont permis de révéler au monddical le fabuleux potentiel de ces
techniques. Ainsi est né le terme d'ingénieriautésse osseuse. Ce travail tachera de mettre
en évidence l'application des techniques d'ingéntessulaire pour la régénération osseuse
pré-implantaire, mais également de discuter defeigabilité a court, ou moyen terme en

pratique odontologique courante.
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PARTIE | :

TECHNIQUES ACTUELLES ET LEURS
LIMITES
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I.1: Les déficits osseux :

[.1.1;: Généralités :

La perte de substance osseuse porte sur la agg@aite et s'étend plus ou moins a
'os basal. Son importance est fonction de l'espg@ceccupaient les racines dentaires.
« L'os alvéolaire nait et meurt avec les dents ».
Dans les secteurs molaires maxillaires, elle esvesat totale. Il ne reste alors que I'os
basal, réduit & une fine corticale sous sinusienne.
En antérieur, la perte des dents monoradiculéégegftrincipalement la table externe. En
effet les parois linguales et palatines sont géedrant plus épaisses et donc plus
résistantes. Il en résulte une ostéolyse a prédomehorizontale pour la zone incisivo-

canine, et verticale pour les secteurs postérieurs.

D’aprés Harris (1997), la résorption osseuse peuit guatre origines principale¥?:

Pathologiques (maladies parodontales, kystes...).

Chirurgicales

Congeénitales (micrognathie, oligodontie, fentes...).

Physiologiques (pertes dentaires, age, ancieneetédentement...)

De grandes variations existent d'un individu att&@a et il est impossible de porter
un pronostic sur le devenir de l'os alvéolaire sy@gtraction, a moins d'avoir constaté

d'emblée un délabrement osseux impor4nt

Selon la morphologie alvéolaire, des déficits nsseerticaux, horizontaux ou
mixes sont distingués ; ces derniers étant les pleguents. L'examen clinique peut
orienter le diagnostic en évaluant I'espace octhésaduel et I'aspect de la créte alvéolaire.
Mais c'est seulement la radiographie et plus peéuent la tomographie par scanner qui
permettent de connaitre avec exactitude l'impoeagic le type de résorption de l'os

alvéolaire.

Ces pertes de substance osseuse rendent ifpéalisee mise en place d'implants
tant d'un point de vue fonctionnel qu'esthétique. d¢orrection des déficits osseux

maxillaires ou mandibulaires est nécessaire pdabliéla morphologie osseuse.
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[.1.1.1: Les défauts osseux verticaux :

lls se caractérisent par un affaissement de l& @é€olaire par rapport a la ligne
du collet des dents voisines.

Figure 2 : Reconstructions panoramiques par Derdasc

(avec guide radiologique en place) ou I'on peuteahiyer la perte de

hauteur osseuse verticale sous le secteur sinusien.
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Les déficits osseux verticaux pourront étre trgisrégénération osseuse guidée par :

* Greffe d'apposition :
— autogene
— allogéne
* Distraction osseuse ou ostéotomie segmentaire
* Comblement du sinus maxillaire avec des :
—blocs osseux autogénes ou allogéniques
— particules osseuses autogéenes ou allogéniques
— xénogreffes
— substituts osseux synthétiques

[.1.1.2: Les défauts osseux horizontaux :

lls se caractérisent par un amincissement du rgrajygolaire avec une dépression

vestibulaire appréciable a la palpation (concaxéstibulaire).

Figure 3 : Coupe axiale montrant la disparition

d'une partie de la table vestibulaire apres I'avutsde I'incise centrale.

Différentes formes d'hypoplasies sont décriteqlles avancée étant celle dite en

« lame de couteau ».
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s Tjo 1179 = - as s M pm = =44
Figure4 : Coupes sagittales objectivant une hypoplasie botate
majeure (créte en lame de couteau) due a une agétés incisives.

L'hypoplasie horizontale sera d'autant plus inmgpug que le nombre de dents

manquantes est élevé.

Les déficits osseux transversaux peuvent étregespar :
* Greffe d'apposition :
— autogene
— allogéne
» Régénération osseuse guidée

[.1.1.3 : Les défauts osseux mixtes :

Il s'agit d'une perte osseuse dans les deux diorensombinant un déficit osseux

horizontal et vertical.
[.1.2: Classifications :
I.LA.2.1: En fonction de le densité osseuse :
La densité osseuse peut s’évaluer a I'aide degaalbhies conventionnelles ou de
tomographies. Selon Misch, le seul moyen d'évatwafiable reste le scanner (ou, a

I'heure actuelle, le cone bed}.

Une premiére classification de la qualité/densgigeuse (fondée sur I'histologie) a

été donnée par Lekholm et Zarb en 1985.
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Cette classification a ensuite été reprise pacMen 1993. |l a également classifié

en quatre types 'os des maxillaif@s

Densité 1 os a corticale compacte dense.
- cet os est trés dense.
- il est fortement minéralisé et peut donc suppotes pressions importantes. La
stabilité osseuse est bonne.
La rareté des vaisseaux sanguins dans ce typedftaine une vascularisation par le
périoste, ce qui demande lors de l'intervention préservation maximale de celui-

Ci.

Densité 2 :0s a corticale épaisse et trabéculations laches.
- cet os est une combinaison d’'os cortical compartux a I'extérieur et d'os
trabéculaire lache a l'intérieur.
- C'est I'os le plus favorable a I'implantation chlos cortical compact et I'os
trabéculaire lache assurent un support et un appeculaire adéquats.
- il est principalement retrouvé au niveau de laglyyse mentonniéere et de la partie

postérieure de la mandibule.

Densité 3 :0s a corticale poreuse compacte et a trabécusdtioes.
- la corticale, assez fine, est associée a desposgieux a trabéculations fines.
- il est localisé au niveau antérieur et postérseumaxillaire ainsi que, parfois, dans
les zones postérieures de la mandibule.
- c’est l'indication de comblement sinusien maxiéaafin d’augmenter la surface de
contact osseux avec limplant prévu. Los spongieassure une bonne

vascularisation.

Densité 4 :0s sans corticale a trabéculations fines.
- cet 0s se rencontre fréquemment dans les zorstSrigoires des maxillaires édentés
de longue date.
- généralement les crétes sont larges mais deuraéiduite.
- il s’agit également d’'une indication d’augmertatidu plancher sinusien afin
d’accroitre la hauteur osseuse sous-sinusienneost da surface de contact

os/implant.
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1.1.2.2 : En fonction du volume d’os :

Seibert (1983) distingue trois catégories de psmT osseuse des crétes d’'apres
leur morphologie et leurs composantes verticalémezontales® © :

classe | : perte d'épaisseur des tissus osseuweunaiormale ;
classe Il : perte de hauteur des tissus osseuissépanormale ;

classe Il : combinaison de perte de hauteur giad&Seur des tissus.
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Figure 5 : Classification des défauts osseux s8eitert

Allen et coll. (1985) ont quant a eux proposé diassification faisant intervenir la
sévérité de la résorption alvéolaire sans tenirpterde la morphologi®
- légere (< 3mm),
— modérée (3 a 6mm)
- ou severe (> 6mm).
Le pronostic semblerait meilleur en cas de rdsmrphorizontale (comparé a un

défaut vertical ou mixte), et moins bon si plussedents sont absentes ou si la perte
d’attache est importante au niveau des dents adgs

[.1.3 : Implications cliniques :

Aux différentes densités osseuses correspondfétatites forces exercées sur les
maxillaires. Lorsqu’une dent disparait, et dondna@smet plus aucune force a I'os sous-
jacent, le proces alvéolaire se remodele et I'atisel® contraintes entraine une perte de
masse osseuse (en volume comme en densité). Um@isaisce osseuse, une mauvaise

densité ou qualité de I'os peut compromettre laikté primaire et donc la pérennité d’'un
implant® % 1)
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L'étude de Jaffin et Berman en 1991 rapporte uhtéux d’échecs rencontré avec

des implants posés dans cet os de t{p&4.
.2 : Régénération osseuse : techniques actuelles :

Rappels L'os présente une excellente capacité de régémér@pondant a un processus

complexe associaff) 4

des ostéoblastes (prolifération et maturation)

la synthése de la matrice et la minéralisation

- l'angiogenese (indispensable pour la vascularisaid'apport sanguin des
cellules compétentes)

- la stimulation biologique, biochimique (BMP...)

- la stimulation mécanique (cas de la distractioreoss)

ostéoblaste

matrice osseuse

canalicules

ostéoplaste

bordure en
brosse

lysosomes et
vacuoles de
secretion ostéoclast

Figure 6 : Schématisation du tissu osseux.
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Différentes techniques favorisants la régénératiten I'os alvéolaire ont été

développées ; tous ces procédés reposent sur des pgossibilités fondamentales de
néoformation osseusé®

- Ostéoinduction : c'est la possibilité de néoformation osseusertr ke cellules

mésenchymateuses différenciées en cellules ostgm@tenes sous linfluence
d’agents présents dans la matrice osseuse.

Cette propriété est possible grace a la présentactiurs ostéoinducteurs au sein de
la matrice osseuse, ces facteurs étant communéna@pielés protéines
morphogénétiques osseuses (=Bone Morphogenetieir&mMpP) 2,

Un matériau ostéo-inducteur est, par conséquentatériau contenant des facteurs
(BMP) pouvant recruter et provoquer la différeniciat de cellules
mésenchymateuses pluripotentes en cellules ostgmtenies (ostéoblastes),
induisant de cette fagon une néoformation osse@Bwsi, placé dans un site
ectopigue en absence d'os, un matériau ostéo-ieduest capable d’'induire une

néoformation osseué&™®

- Ostéoeonduction : c'est la croissance osseuse a la surface d'uniaatEstéo-

conducteur, a partir de l'os environnant. Selonuth@t Ginzl (2006), il s’agit de la
repopulation de la partie minérale, du greffon oa servir de support aux
ostéoblastes provenant du site receveur de lae§téf )

Un matériau est donc ostéo-conducteur lorsqu’icemporte comme un support
passif pour la formation osseuse en favorisantpbagion d’'un néo-os sur ses
surfaces, c’est-a-dire lorsqu’il facilite I'invasiodu greffon par des bourgeons
vasculaires et par des cellules mésenchymateud#tianciées qui produiront un

tissu ostéoide (lequel sera ultérieurement rempacée I'os maturéy® 7"

- Ostéménese :il s'agit de la croissance osseuse a partir dislas vivantes et

présentes au sein du greffdft?-.

Un matériau ostéogénique est donc un matériau @assédes cellules
ostéocompétentes capables de former un tissu assSetrgment dit, un tel matériau
fournit lui-méme les ostéoblastes viables pourdaformation du tissu ostéoide et
son remplacement ultérieur par du tissu osseuxt &osi ostéogéniques les cellules

vivantes d’'un greffon autogéne capables de forritecgment de I'ds® 7.

L'os autogéne est le seul matériau capable d'ieduiire ostéogenese.
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[.2.1 : Régénération osseuse guidée ou ROG:

[.2.1.1 : Principes :

La ROG est un processus biologique par lequelhitecture et la fonction d'un
tissu osseux lésé sont entierement restaurées €eltnique repose sur la compréhension
de la cinétique de la migration cellulaire au codesla cicatrisation des différents tissus.
Les cellules épithéliales migrent plus rapidemare ks cellules du tissu conjonctif et du
tissu osseux. Le concept de régénération osseldéegest fondé sur l'interposition d'une
membrane qui permet de sélectionner et de guidardules osseuses pendant la période
de cicatrisation.

L'os se forme a partir du caillot sanguin par i\eation des ostéoblastes et des cellules

ostéoprogenitrices. La membrane permet de protégeaillof® %)

Les membranes peuvent étre classées en deux greatdgories : les résorbables
(en collagéne bovin ou porcin, ou en polymére diggbgcolC, ou encore en matériau
synthétiques) ; et les membranes non résorbablefstdprafluoroéthylene expansé,

renforcées ou non en titane, ou des membranetaae pury® 2

La régénération osseuse provient alors exclusiaerdes cellules de l'os
alvéolaire avoisinant et du caillot sanguin. Defai¢, la formation d'un espace a

trois dimensions avec des murs osseux est primergaur le succeés de la greffé
(21)

[.2.1.2 : Limites :

Pour la réussite de cette technique avec membtarig,conditions doivent étre
scrupuleusement respectées :
- le maintien d'un espace entre la membrane d@el@ $raiter
- le recouvrement intégral de la membrane pamid&au
- I'immobilisation parfaite de la membrane par seitau lambeau ou par des vis de

fixation®® 1)
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L'absence de stabilité de la membrane, son plissesous le lambeau ou son

contact avec des dents adjacentes entrainent figippade lésions inflammatoires qui

peuvent aboutir & un échec et & une contaminagiotébenne du site greff® 2

L'inconvénient de cette technique membranaireedatdextérité de I'opérateur, est
un délai de cicatrisation supérieur a celui d'urengplantation d'os autologue sans
membrane. En effet, en raison de l'absence detiontpar les vaisseaux du périoste, les
greffons osseux recouverts d'une membrane sontsmeiwascularisés en surface et ont
plus de risque de résorption par la suite, notanihoes de la ré-intervention pour la mise
en place des implaritd.

1.2.2 : Greffes et matériaux greffés :

Faire une greffe, en général, consiste a transf&ue une personne a qui il manque,
un tissu emprunté soit:
- a soi-méme : autogreffe
- a un autre individu de la méme espéce mais deuler génétique différente : allo
ou homogreffe
- a un individu d'une autre espéce : xéno ou hajeetie

Il peut également s'agir d'un matériau de subitititynthétiqué.

En chirurgie pré-implantaire, l'apport osseux aexittaire ou a la mandibule
poursuit deux objectifs principaux :
- la réalisation d'un contour et d'un volume osssafisfaisant,
- la création d'un support mécanique de maniereadditér la mise en place

d'implants dans des conditions permettant leuneisti&gratioff°.

Il faut que le greffon, quel qu'il soit, ait depriétés/capacités particulieres ostéo-
induction ou ostéo-conduction, ou d'ostéogéenese ddirendre possible la néoformation

osseuse.
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[.2.2.1 : Autogreffes :

[.2.2.1.1 : Principes :

Un greffon autogéne est un matériau vivant complise squelette minéralisé qui

emprisonne la matrice organique et la moelle ossewscularisé8. C'est la partie
organique du greffon qui contient les protéinesllggene et BMP ...) et les cellules
spécialisées dans la formation osseuse. La présallules ostéo-inductrices et de
facteurs de croissance va stimuler la proliférates ostéoblastes et I'apposition osseuse.
De ce fait, le greffon autogéne est le seul a alesirtrois propriétés : ostéo-induction,
ostéo-conduction et ostéogénese. Au final, c’espateses nombreuses propriétés que la
greffe osseuse autogene, parmi les différents mat€rmpouvant étre utilisés pour les

comblements et les greffes, s'impose comme la tgakrde choi%? ¢2 23)

Le maxillaire et la mandibule sont souvent utdisomme sites donneurs. Des
prélevements peuvent aussi étre réalisés en evdlaw niveau de la calvaria et de la créte

iliaque.®

e Les sites intra-oraux :
Leurs greffons, d'origine membraneuse, sont esdement spongieux au

maxillaire et corticaux a la mandibule. Les quastitdisponibles dépendent du
développement de la symphyse et des régions aregitdf* °)

Que le préléevement soit au niveau de la tubérosité,ramus ou de la symphyse

mentonniére l'inconvénient majeur reste la quantits prélevé@ 24 9

e Les sites extra-oraux :
En ce qui concerne les prélevements au niveau-erdiasi la quantité osseuse
prélevée est supérieure, le type d’'os n'est pastimiee et les suites opératoires sont plus

lourdes pour le patieff?.



28
Différentes techniques existent :

- La greffe d’apposition de blocs osseux autogenes.

L'os peut étre greffé sous forme de blocs coriicves solides) ou cortico-
spongieux. Ces derniers sont intéressants caroilmaissent une revascularisation plus
rapide et plus dense ; la revascularisation edefadu succeés de la greftd?® @7 @)

Apreés la transplantation du greffon, deux phénoméeeproduisent en alternand¢t’-*®

- le bloc est d'abord reconnu comme élément étraqgedoit étre détruit par
I'activité macrophagique.

- ensuite un processus d'inflammation apparaiafdisuite au traumatisme généré

par la chirurgie elle-méme : libération datelet-Derived Growth Factor (PDGF)

par les plaquettes stimulées pour induire la prdtion cellulaire et I'angiogenese
et du Tansforming Growth Factow (TGF «) qui stimule, la différenciation du
tissu conjonctif. Cette alternance d'activité emdiemacrophages et PDGF et TGF

a ne s'acheve que lorsque la revascularisatioreestriée car c'est la diminution de

I'nypoxie qui inhibe I'activité macrophagique. @etevascularisation peut provenir

du lit osseux receveur ou des tissus mous adjateHtd

- Le soulevé de sinus
En fonction du déficit osseux a corriger il esdlige soit de facon interne (a partir

du site de forage de I'implant) ou externe par crea vestibulaifé&® )

Les différentes études montrent des résultatshlagaen fonction du type et de la quantité
de matériaux alloplastiques utilisés pour comt#esihus. Elles permettent aussi de monter
qué29) (30)-

—la régénération osseuse se déroule plus vite qimids autogéene est utilisé,

—-plus la part de matériau alloplastique est impaetgolus le délai est long jusqu'a la

pose et la mise en charge implantaire.

- Greffes d’apposition d’os particulaire et technige@nembranaires :

Il est possible de créer un espace a l'aide dhemabrane qui sera alors comblé par
de l'os autogeéne broyé aprés son prélevement, susulestituts osseux sous forme de
granulé€t). Ces substituts servent alors de trame pour lanation par les cellules
ostéogéniques provenant du sang du lit receveusdpu y a alors une exclusion des

vaisseaux de périoste). De la méme facon que oURégenération Tissulaire Guidée
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(RTG), la membrane doit étre parfaitement adaptémmobile, elle permet alors d'isoler

le comblement osseux des tissus mous, afin de peenuae ossification plus der{8&?)

- Cas particulier : La distraction osseuse :

Il s'agit d'un processus de néoformation ossense @ segments résultant d'une
ostéotomie, en réponse a l'application progres$ivee tension au travers du cal régénéré.
La distraction osseuse (DO) est une techniquesééii depuis le début du X¥siecle®¥
3% ©8) mais qui est réellement devenue révolutionnaaesdles années 50 grace aux
travaux du célébre orthopédiste russe ILLIZAROV, tavaille alors sur les os longs des
membres. C'est Mc CARTHY qui a été le premier angposer les grands principes
d'lllizarov au niveau de la sphére oro-faciale notent pour le traitement des grands
syndromes polymalformatifs a partir de 1§86®. Les premiéres applications buccales
concernaient alors 'allongement de la branche pigsajue de la mandibule. C'est a partir
de la réussite des travaux de CHIN et TOTH en 168§race aux distracteurs de TRACK
en 1997, que la distraction verticale du rebor@éalrire, permettant 'augmentation preé-
implantaire, est devenue possible. Aujourd'hui, digtraction osseuse est reconnue

mondialement® ¢0) 1)

La DO se déroule en deux phases: la premiére diitalifférenciation et de
prolifération; et la seconde ditde consolidationpendant laquelle, la minéralisation du
tissu créé (lors de la premiere phase) s'achevecdde facon, la réunification des
fragments séparés, par ostéotomie, est alors passib

Pour que la DO soit un succes, il faut respecteaics principe§® ¢
— Respect de la vascularisation du cal de distragtéasrpréservation maximale du
périoste. En effet, la formation du cal conjonest fonction de la vascularisation et
de I'apport en oxygene.
—  Stabilité du cal car son instabilité entraineraitdégénérescence des tissus en
croissance en fibrose cicatricielle.
— Maintenir une fréquence de distraction adaptées; tissus croissent et
cicatrisent proportionnellement & une stimulatitavée et constante.

— respect d'une vitesse de distraction regulée.
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De nombreuses études ont montré qu'une vitesselegpe génere du tissu fibreux,

et a contrario une vitesse trop faible aboutit @ consolidation prématurée du cal osseux.
L'activation de 1 mm/jour moyennant 2 a 3 dist@uwdi dans la journée représente, selon

les résultats des différentes études l'idéal paufigtraction verticalé3® 37 (42) (43) (44) (45)

Le principal avantage de cette technique de régéonarosseuse par distraction est
gu'elle concerne tous les tissus histologiquescadija : vaisseaux, nerfs, muscles, peau,
muqueuse, ligaments, cartilage et périoste. Cepenaalurée des protocoles actuels et le
matériel utilisé peuvent étre améliorés selon daxes de recherche : l'allegement des

matériels, et surtout par l'association aux proséiégénierie tissulaire.
[.2.2.1.2: Avantages et inconvénients :

L'avantage majeur est l'origine du greffon ceperngdaa disponibilité de cet os
autogene peut constituer un inconvénient lors denructions importantes. Il faut dans
ces cas envisager de lourdes interventions (pn&lént cranien, iliaque) nécessitant
l'intervention d'un chirurgien maxillo-facial (ou RL ou neurochirurgien...) et la

disponibilité d'infrastructures compatibles a laligation d’anesthésies générales. Ces

techniques sont aussi trés opérateur dépené?a?h@%

Dans le cas de la distraction osseuse il existererd’autres inconvénients comme

I'encombrement du distracteur, la mise en placeeligi-ci et le risque infectie(® ©2)
[.2.2.2: Allogreffes :
[.2.2.2.1 : Principes :

Les allogreffes sont des tissus d’origine humaine issus d’os Idggaéralement des

tétes fémorales congelées a -197°C dans de I'digpiele), prélevés sur cadavres ou sur
donneurs vivants (allogreffe fraiche, dans le cadieela mise en place de prothéses
orthopédiques) et subissant un certain nombreaiterments.

Apres traitement la matrice osseuse est despécifiéellulaire, mais des facteurs de
croissance et protéines matricielles sont encongrisonnés dans la fraction minérale. lls
seront libérés lors du processus de remodelagenogseysiologique ou par nouveau

traitement chimique de déminéralisatione(@naralized Freeze Dried Bone Allograft,
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DFDBA) conférant alors a ces biomatériaux une péd@r encore discutée

d'ostéoinductiof®) 47 “8)
[.2.2.2.2 : Avantages et inconvénients :

*Avantages :
— Greffon disponible en quantité non limitée.

— Logettes intertrabéculaires libres facilitanst@conduction.

— Facilité de conservation.

— Un seul site opératoire.

— Totalement résorbable aprés néoformation osseuse.

— Forme et taille standardisées des blocs cortmagipux et des particules.

— Manipulation aisée pour obtenir une configuratiwédéfinie pour les blocs

corticospongieux.

* Inconvénients :

— Risque minime de transmission d'agents pathog@nesin cas relaté a ce
jour aprés sécurisation microbiologique)
— Risque minime d'une réaction immunologique.

— Propriétés mécaniques variables selon le traitestd'originé*® ") 48
[.2.2.3 : Xénogreffes :
[.2.2.3.1 : Principes :

Les greffons sont prélevés chez une espéce etntéela chez une espece différente.
En général le greffon correspond a un prélevemeimad, le plus souvent bovidé. Apres
traitements thermiques et chimiques, ils contiehng® matrice inorganique minéralisée
despécifiee, acellulaire et sans facteurs de @woigs |l s'agit donc d'un simple
échafaudage conduisant la migration vasculaireeklaire. Propriété uniguement ostéo-
conductrice.

Aujourd’hui, et en l'absence de tout risque de ammbation, les biomatériaux

d’origine animale, type Bio-Oss® sont les plus emument utiliséd “°)
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[.B.2.3.2: Avantages et inconvénients:

*Avantages :
— Greffon disponible en quantité non limitée.
— Structure poreuse facilitant I'ostéo-inductialigaranulométrie.
— Facilité de conservation.
— Un seul site opératoire.

* Inconvénients :

— Risque minime de transmission d'agents non cdioverels.
— Partiellement résorbable aprés néoformation gsseu
— Risque minime d'une réaction immunologique (pescédés de purification
tendant & faire disparaitre toute antigéni¢tsy®.
[.2.2.4 : Matériaux synthétiques :

[.2.2.4.1 : Principes :

Les matériaux synthétigued a greffe alloplastique correspond a la greffend’u

matériau d’origine chimique ou synthétique. Les ériatix alloplastiques sont donc des
matériaux synthétiques, ou désorganifiés, obterparter de différentes sources possibles
et considérés comme des céramiques bioactiveseadeaphosphate ou de carbonate de
calcium. lls peuvent également étre constituésildmte, comme les bioverres, avec des
proportions de calcium et de phosphate identiqueslas du tissu osseux. Ces matériaux
synthétiques sont soit anorganiques, soit orgasiglle doivent étre biocompatibles,
bioréactifs, autrement dit capables d’établir dasdns chimiques avec le tissu osseux et
ne pas induire de contamination infectieuse ou idgque immunologique™®. Les
matériaux alloplastiques n'ont pas de propriétdémmductrices par eux-mémes, ni de
propriétés ostéogéniques. Ces biomatériaux de gt sont biologiquement inertes et

ne servent que de support passif a la réparatiseuss. lls ne sont qu’ ostéo-conducteurs.
(46) (49) (50) (51).
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Ce sont:

- Les hydroxyapatites d’origine naturelle ou sytitiée (Cerapatite@*>)
- Les phosphates tricalciques (Ceros®, Cerasorf®@y*" ¢

- Les polymeérésh ¢©)

- Les carbonates de calcium, le corail : Biocor&il®

- Les céramiques biphasées (Calciresorb 35®).

- Les composites (Calciresorb-collagen®, Biostit@c)e”.

- Les bioverres (Perioglas®, Biograri®)

[.2.2.4.2 : Avantages et inconvénients :

* Avantages :
— Greffon disponible en quantité non limitée

— Un seul site opératoire

— Aucun risque de transmission d'agents pathogamesonventionnels
— Pas de risque immunologique

— Les matériaux a base de phosphate tricalcigue son

— bio-actifs (leurs macroporosités facilitent lEstonduction)

— biodégradables

 Inconvénients :

— Nombreuses variétés avec des propriétés mécanigiubiologiques tres
diverses :

— les matériaux tricalcium phosphate présentent hiogégradation variable
(résorption lente ou non résorbable) selon leunspasitions

— les matériaux a base d'alumine sont : bioingdesune conduction de la
formation osseuse) et non résorbables

— Fragilité des blocs alloplastiques en zone déraire*®) (49 1) (€0)
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Les greffons, qu'ils soient d'os cortical ou gpeunx, ont gardé les structures

architecturales de l'os en bénéficiant de techsiglee conservation trés élaborées. Des
banques tissulaires assurent la conservatioraafisrmation et la distribution de greffons
humains en garantissant :
1. une biocompatibilité par élimination des élémentsiyant entrainer une réaction
immunologique (sang, moelle, composants cellulpires
2. l'absence de transmission d'agents pathogénes apitesnent actif contre les
virus, bactéries et prioff9“0“9
Les matériaux de substitution peuvent étre réstebabu non, avec des temps de

résorption trés variables.

.3 : Conclusion :

L'autogreffe reste le « gold standard » de la mstaction osseuS@@)®Y En
effet, elle est la seule capable de fournir desetas de croissance ostéo-inducteurs, des
cellules ostéogéniques et un « échafaudage » oset@hicteur et la compatibilité
immunitaire. Mais la quantité d'os disponible estivent limitée et la morbidité du site
donneur n'est pas négligeable.

Le recours a l'allogreffe représente une alteveaintéressante aux autogreffes.
Cependant, et malgré des préparations élaboréasqie de transmission de maladies du
donneur ne peut étre completement évité. Les sutssfiynthétiques quant a eux manquent
de propriétés ostéo-inductrices ou ostéogeniques.

Les limites des autogreffes, allogreffes, hététigs et des différents matériaux
synthétiques ont motivé la recherche d'alternatives
L'ingénierie tissulaire actuelle, pourrait consditwn espoir rationnel de simplification des

techniques de greffes ainsi que de leur démoctatisa
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PARTIE Il :

L' INGENIERIE TISSULAIRE
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[1.1 : Définition- Principes :

Apres une blessure, un tissu Iésé tente de reaeson état physiologique antérieur.
Il peut alors se produire trois phénomeénes :

— Réparation : le processus de « cicatrisation »pgumet de restaurer la fonction
mais pas l'architecture initiale du tissu

— Régénération : c'est un processus conduisantesfiéution de la fonction du tissu
lésé avec une architecture semblable a celle e ifétial.

— La cicatrisationad integrum est le cas idéal : il s'agit d'un retour a |'étatial
permettant la restitution parfaite de I'architeetat de la fonction du tissu lésé. Elle
est a différencier de la cicatrisation excessiveajpouti a une fibrose tissulaire

pouvant laisser une cicatrice.

Cette capacité de régénération ou de cicatrisattbintegrumest présente chez
certaines espéces animales telles que les salagsanck qui laisse présager que nous en
étions également pourvu mais que nous l'avonsigentent perdu au cours de I'évolution
(61)'

En médecine et en chirurgie, de nombreuses sieatégnt employées a des fins
régénératives telles que les autogreffes et legralffes ainsi que I'utilisation de matériaux
synthétiques. Cependant leurs limites ont pousséhercheurs a se poser la question de la
thérapeutique idéale pour le remplacement desgtswilaires.

C'est de l'idée que, l'utilisation du méme tissn paur combler la perte tissulaire, qu'est
né le concept d’ingénierie tissulaire ou régénérdtissulaire.

Lingénierie tissulaire se traduit commel'application des principes et des
méthodes de lingénierie et des sciences du vivantravers les connaissances
fondamentales des structures et des fonctions iggsstnormaux et pathologiques et le
développement des substituts biologiques pour uestamaintenir ou améliorer des

fonctions. »National Science Foundation)

Autrement dit, I'ingénierie tissulaire est I'end#endes techniques utilisées pour
régénérer un tissu ou un organe détruit ou pPEdElle s'attache a «recréer »
I'agencement histologique et fonctionnel de I'oegan du fragment de tissu manquant ou
défaillant®® soit par confection in vitro d'organes ou tisshis-artificiels, ou directement

la régénération in situ par apport de cellules aammtes ou de facteurs bioactifs.
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Figure 7 : Principe de l'ingénierie tissulaire eréedecine régénérative : des cellules

g

compétentes sont prélevées chez le patient lui-@nsemises en culture. Elles sont
ensuite disposées sur un support tridimensionreanstituant leur matrice extracellulaire.
Elles sont alors soumises a des stimuli mécaniqubschimiques permettant leur
différenciation. L'ensemble (cellules + scaffoldignaux) est enfin réimplanté chez le

patient dans le but de régénérer I'organe perdu.

Cette nouvelle discipline, a la pointe des avamdéehnologiques, se trouve au
carrefour de I'essor des biomatériaux, des pratgda biologie cellulaire notamment de la
thérapie cellulaire du fait de la multi-potenti@liles cellules souches, de I'amélioration du
génie des procédés et de la thérapie génique,néty), d'utilisation des facteurs de
croissance.

L'ingénierie tissulaire et la stimulation de lgé&éération tissulaire sont en plein

développement sur le plan expérimental et industides applications cliniques sont déja
nombreusd&? (6% (66)
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L'ingénierie tissulaire comme nouveau moyen théutigue est construite sur le
biomimétisme et repose sur la compréhension deerintion de trois éléments :
cellules, des signaux et un support (ou scaffold®. dernier possede des propriétés

physico-chimiques qui favorisent sa colonisatiorr pi@s cellules, qui guident leur

différenciation et autorisent la transmission dmain®® ©”)

CELLS

ssomatic
sculture method

SCAFFOLDS
*natural
*synthetic
vascularization

*stem (adult, embryonic)

SIGNALS

sproliferation
«differentiation
+drug delivery

Figure 8 : Schéma représentant la Triade de I'ingga tissulaire.

Cette triade d'éléments constituant I'ingéniessuliaire n'est pas sans rappeler la
composition propre de nos tissus et organes quiessentiellement faits de cellules avec

leur matrice extracellulaire (scaffold) et du sysééde signalisation intercellulaif& ©°)
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Figure 9 : Principe de néoformation d’'organe pagémierie tissulaire.

[I.2 : Stratégies de l'ingénierie tissulaire :

Chacun des composants de l'ingénierie tissul#i#és au-dessus représente une des
différentes approches de l'ingénierie tissulamespectivement la transplantation cellulaire,
la conduction et linduction. Elles peuvent étre ptyées individuellement ou en

combinaison, afin d'améliorer la régénération du tigsu fonctionnéi®.
[1.2.1 : Approche conductive :

Elle fait appel a des biomatériaux utilisés defapassive. Leur role est de faciliter
la croissance ou la régénération d'un tissu déglcan.
Dans l'exemple de la régénération tissulaire gui(lf€G), c'est l'utilisation de la
membrane, afin de protéger le caillot sanguin soute cellules intervenant dans la

cicatrisation parodontale, qui constitue le méaagis!' ostéoconductié " 1)
[1.2.2 : Approche inductive :

Cette approche consiste a recruter et activercdibgles compétentes a proximité
du déficit tissulaire par l'utilisation de signabiologiques spécifiques. L'origine de ce
meécanisme vient de la découverte des Bone Morphogeoteins (BMPSs) et de leur effet
« ostéoinducteur » permettant la formation d'osdias sites ectopiques a partir de poudre

d'os déminéralisée. (Urist 19689 (' (/1) (72)
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[1.2.3 : Transplantation cellulaire :

Elle consiste a transplanter directement deslesliayant été cultivées et amplifiées
in vitro, au laboratoire. Apres avoir été prélevydes cellules sont multipliées selon les
principes de la biologie cellulaire, puis ensemescgur un support afin de les réimplanter.
C'est la multipotentialité des cellules souche$isetts qui rend possible et efficace la
transplantation cellulaif&) 1)

Cette approche refléte bien le caractére multigis@ire de I'ingénierie tissulaire.

CONDUCTION
T
= * @
e s al
"5'_:, .,{
f -
TRANSPLANTATION TR
CELLULAIRE |
o i g
Scaffold 31.;;
ﬁ " ;’;t_:'n;:
" o |
= g ,!_5_;. @
| e —— '3
. 4 —~ \ i
/ Néo tissu
%Li_'? Fonctionnel :-.:: ~
J i ““-._ﬂ__‘__— N———" - - ‘, S
Cellules Signaux ‘I

Figure 10 : Schéma représentant les trois élémesgsntiels de I'ingénierie tissulaire et

les stratégies auxqguelles ils conduisent.

Approche conductive par interposition d'une membrpassive permettant la croissance
des cellules sélectionnées. Approche inductiveapivation des cellules directement
présentes a l'aide de signaux spécifiques. Transaln cellulaire par apport direct de
cellules compétentes.
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[1.3 : Les outils de l'ingénierie tissulaire :

Comme nous venons de le voir, le principe de €mgrie tissulaire est d'associer
un biomatériau biocompatible ensemencé avec ddsleslappropriées ou chargé de
molécules biologiquement actives afin de favorigerdifférenciation et la maturation
cellulaire vers le tissu a régénérer. C'est la énaifon des différents outils de l'ingénierie

tissulaire qui permet d'induire une régénératissutiaire optimafé®(’®),

Compaosition d'un dii 2y
mp Parométres modulés Qhjectif

matériou cellulorisé

Choix d'une matrice
ostéeocompetente

Optimisation de la
survie cellulaire et de
) |a formation osseuse
des matériaux
Pre-conditionnemeant cellularisés

des cellules

Apport en nutriments

i i [
osteogeniques

Figure 11 : Cahier des charges des éléments dgdhierie tissulaire.

[1.3.1 : Thérapie cellulaire et cellules souches :

11.3.1.1 : Les cellules souches :

L'ensemble de I'organisme est constitué de cdlygimvenant toutes d'une unique
cellule-ceuf elle-méme issue de la fécondationalelle par un spermatozoide. C'est cette
premiere cellule qui, par de multiples divisiongndera vie a n'importe quel type

cellulaird’”,
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Figure 12 : Multipotentialité des cellules souclssbryonnaires.

Une cellule souche est une cellule caractérisée e capacités d’auto-

renouvellement, de différenciation et de prolifémat C'est-a-dire ses capacités de

multiplication a l'identique d'un c6té pour produid'autres cellules souches et sa

différenciation pour engendrer des cellules spiséas constituant les différents tissus de

I'organisme.
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Figure 13: Caractéristiques des cellules soucheseménhymateuses (CSM).

Les CSM sont définies par leurs capacités d’autouerllement/prolifération et de
différenciation.

L'idée de l'existence des cellules souches caewtyon, le foetus et le jeune enfant
indispensables a son développement n'étonne persGependant leur existence dans les
tissus adultes est plus surprenante.

Il existe quatre types de cellules souches :

— Les cellules souches TOTIPOTENTES (« tous pouwsgitsce sont les cellules
capables de former un étre humain dans son ensefétecellules forment
I'embryon dans les quatre premiers jours de soaldgpement.

- Les cellules souches PLURIPOTENTES: ou cellules uckes
EMBRYONNAIRES : elles sont issues de la partie nmée du blastocyste
(foetus au stade de quarante cellules), elles peewgendrer tous les tissus de
I'organisme sauf les tissus embryonnaires annestesqtie le placenta ou le
cordon ombilical. Elles ne peuvent donc pas engandr individu humain dans
son entigf®.

— Les cellules souches MULTIPOTENTES sont a l'origdee plusieurs types de
cellules difféerenciées appartenant a la méme grdigdée dérivée d'un des
trois feuillets embryonnaires (ectoderme, mésodeeméoderme).

— Les cellules souches UNIPOTENTES ne peuvent form&rne seule sorte de

cellule différenciée.
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CELLULES SOUCHES

Développement Humain ———

Embryon
mono-
cellulaire

Embryon
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|[Enfant
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]

Cellules souches
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Cellules Souches Adurltes
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David A. Prentice

Cellules souches PLURI ou
Embryonnaires MyLTIPOTENTES

PLURIPOTENTES Cellules souches du cordon
ombilical et du placenta

TOTIPOTENTES

PLURI ou MULTOPOTENTES

Figure 14 : Schéma récapitulatif des différentseetyde cellules souches humaines

Les principales sources de cellules souches aduftent essentiellement
représentées par les cellules issues de la mosskusghuman mésenchymal stem cells
(hMSC))- les plus connues -, du tissu adipéhyman multipotent adipose derived setm
cells (h(MADSC))des muscles et des germes dentaffés®? (/2

Pour des questions d'éthique évidentes, les eaalesllement menées utilisent des
cellules souches mésenchymateuses (CSM) préleadssdd tissu adipeux plutét que sur
les embryons issus de fécondation in vitro ou fofgions volontaires de grossesse, voire
méme de cordons ombilicaux aprés une nais§4héa
De nombreux espoirs se tournent vers les cellutesh®es adipeuses (CSA) pour la
régénération osseuse. Cela ne devrait pas étreegarni du fait de l'interdépendance qu'il
existe entre adipogénése et ostéogéfféé8 De plus, la récolte du tissus adipeux source
de cellules souches représente une faible morkseitéévelant parfois méme avantageux
pour des patients bénéficiant de liposuc€bf” "

Les cellules adipeuses (CSA) ainsi prélevées sapdhies de se différencier en cellules de

plusieurs lignées notamment les adipocytes, chaytis, et les ostéoblastes.
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[1.3.1.2 : La thérapie cellulaire et I'ingéniengsulaire :

La thérapie cellulaire peut étre définie commeagministration de cellules
autologues, allogéniques, voire xénogéniques,anithe dans le but de prévenir, de traiter

ou d‘atténuer une maladi&3} 8

La thérapie cellulaire couvre de larges domaihésapeutiques et s‘applique a de
nombreux types cellulaires : des cellules les mdifférenciées (cellules embryonnaires
pluripotentes) aux cellules adultes spécialiséeforiction métaboliqgue (hépatocytes,
cellules de pancréas) ou a fonction mécanique @roogtes, fibroblastes, myoblastes,
cellules endothéliales, etc.) en passant par lbslee souches hématopoiétiques (CSH) a
I‘origine des lignées sanguines et par les autedslles sanguines mononucléées. Ces
domaines sont en évolution constante et, réguliéenémde nouvelles applications

thérapeutiques sont envisagees.

La thérapie cellulaire se déroule en trois étapascessives: le prélevement
d‘éléments du corps humain, la préparation et lansfiormation des cellules,
I'administration du produit au patient.

Sa mise en ceuvre doit respecter un certain nomérapes spécifiques visant a assurer la
qualité, la sécurité et I'efficacité des procédésles produits qui seront administrés au

patient.

L'utilisation de la thérapie cellulaire en ingéreetissulaire, pour la régénération
des déficits osseux intra-buccaux consisterait danprélever des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) depuis la moelle ossessgetmes dentaires, ou mieux encore
la graisse abdominale pour les ensemencer surhafatrlage et induire leur croissance et

différenciation vers le tissus a reconstruire awdntes réimplanter sur le site déficit&ite
(75)



46

Harvest bane marrow

Load ells

Celis onto scaffold

regenerate bane

Figure 15 :Application des cellules souches mésenchymateuses

en ingénierie tissulaire pour la régénération osse=u

[1.3.2 : Les supportscaffoldsou « échafaudages » :

Quelle que soit la stratégie utilisée, l'ingémdissulaire fait toujours appel a des

biomatériaux.

[1.3.2.1 : Cahiers des charges :

Les supports correspondent a un réseau tri-diroensi rappelant la matrice extra-
cellulaire. Il s'agit donc de structures poreussorbables servant de « base » (matrice) a
la régénération des Iésions tissulaires.
lIs constituent un réservoir d'eau, de nutrimeetsde facteurs de croissance pour la
prolifération cellulaire. Pour cela, les scaffoldsivent satisfaire a des exigences de
particulieres :

— La biocompatibilité : ils doivent étre non carcigeogs, non immunogenes, et
entierement résorbables par des processus biokgjiqlans le cas de
biomatériaux résorbables.

— Avoir une structure interne (porosité et taille desres) compatible avec
I'attachement et colonisation des cellules, lewlif@ration (conductivité) ;
ainsi que la production d'une nouvelle matrice a&x#llulaire par ces mémes

cellules.
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— La capacité a intégrer des facteurs inducteurs pawvoriser et diriger la

croissance du neéo-tissu (ostéo-induction) sans reerdes qualités
architecturales.

— Le support doit pouvoir transporter et délivrer agesrphogéenes sans les
dénaturer.

— L'architecture et la composition du scaffold doivgermettre I'apport d'une
néo-vascularisation pour le transport de I'oxygétnges biomolécules.

- Avoir une forme adaptée au défaut et une résistamifisante pour soutenir les
tissus dans le but de mimer au plus pres les grig@srphysiques et biologiques
du tissu remplacé.

- Permettre le contrdle, la prévisibilité et la refuotibilité du taux de
dégradation. La vitesse de résorption, les subssaribérées lors de la
dégradation du scaffold, leurs influences sur Idiemnisont a prendre en
considérations.

- Enfin, le biomatériau doit étre fabriqué avec destémiaux agréés par les
organismes nationaux et internationaux de norntaig& ¢ (79 €0)

La grande difficulté de conception des ces suppogside dans la tentative
d'intégration de I'ensemble des exigences ci-ded8as exemple, I'apport de cellules et de
biomolécules est maximisé en augmentant la poroB@é contre cette augmentation du

nombre de pores peut diminuer les propriétés mguanide I' « échafaudage ».

Les supports utilisés en ingénierie tissulaire ense sont organiques ou

inorganiques.
[1.3.2.2 : Les supports organiques :

Il s'agit d'une allogreffe osseuse composée duakeice osseuse déminéralisée ne
contenant plus que les protéines non collagénigtiesllagéniques de type |, ainsi que de
nombreux facteurs de croissances tels qudese Morphogenic ProteilBMP) dont le
taux influence les propriétés d'ostéo-inductioastéo-conduction.

Il existe un risque de transmission de pathologifestieuses inhérent aux allogreffes.
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[1.3.2.3 : Les supports inorganiques :

Les plus frequemment utilisés sont :

- Biocéramiques phosphocalciqgues et les bio-verresec les

phosphates tricalcique$-TCP), les hydroxyapatites synthétiques. Ils sont
caractérisés par leurs excellentes propriétés -astéguctives et d'adhésion
avec les tissus périphériques. Cependant leusatitn en charge est limitée
du fait de leurs faibles propriétés mécaniqueseatdistance aux fractures.

- Les polymeres organigues ou synthétiques :

- organique : collagene

- synthétique : polyester, poly lactic acid (PLAply
glycolic acid (PLGA), polycaprolactone (PCL)
Cependant les produits de dégradation des polymeres
synthétiques engendrent des réactions
d'hypersensibilité ainsi que des modifications [toss

chimiques de I'environnement (acidificatitn)©® 1

(83)
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Pour tenter d'améliorer ces supports, les recksersh tournent vers |'utilisation des

micro- ou nano-technologies. Il s'agit de techngquwi permettent d'agencer les
répartitions cellulaires sur le support, d’intégi nouveaux traitements de surface,
d’augmenter l'adhésion des cellules au support I@abiais de molécules de liaison

intercellulaire (intégrinesy (') (0 82)

11.3.3 : Les signaux :
[1.3.3.1 : Généralités :

La néoformation osseuse est médiée par de nomHemigurs de croissance
provenant de la matrice osseuse ou des tissusoenwgints. Ces signaux spatiotemporels
jouent un rdle central lors de réparations osseulsegeuvent agir sur le recrutement des
cellules mésenchymateuses non différenciées veitelele la |ésion, sur leur prolifération
et leur différenciation en cellules osseuses.

lIs stimulent également la synthése de protéinatricielles spécifiques de I
ostéogenese et induisent I'angiogenése.

Ces facteurs de croissance comprennenflitaasforming Growth Factors Beta
(TFG), les Bone Morphogenetic Proteins (BMP), Fibrobl&rowth Factors (FGF),
Platelet Derived Growth Factors (PDGE} Insulin-like Growth Factors (IGFf3% (%) €6

[1.3.3.2 : LesTransforming Growth Factors Beta ou TGF-

lIs font partie de la superfamille des TGKeont les composants sont les TGHe
1 a5, les BMP, les GDgrowth Differentiation Factors)les activines, les inhibines et les
substances mllériennes). Il existe 5 isoformesT@#=H numérotés de 1 &%),

Le TGF$ est stocké dans de nombreux tissus mais pluspigtement dans les
plaquettes, I'os et le cartilage. De méme que I6RDe TGFB est libéré par les plaquettes
aprés la formation du caillot suite a une fractosseuse. Il s'agit d'un facteur local
important dans le contréle de ostéogenese.

De nombreuses études sur l'effet du Tgadans la réparation osseuse de fractures
ou de défauts de taille critique ont permis de le¥vgue le TGH augmente fortement la
prolifération cellulaire, méme si son potentielémsinducteur est limité. Il faut de fortes

doses de TGB-pour obtenir une augmentation de la formation wse’ 48 €9
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[1.3.3.3 : LesBone Morphogenetic Proteirmal BMP.

Ces glycoprotéines produites par les ostéoblastes les seuls facteurs de
croissance réellement ostéo-inducteurs connus gowe lls jouent donc un role
fondamental dans la croissance du cartilage ebdeinsi que pendant le développement
embryonnaire et la formation précoce du squéfatt@ ¢

s BRERIE A
BMP-6 / Vgr-1

_. L OP-1/BMP-7
QOP-2 / BMP-8
— b Bv
BMP-4
GDF-3

GDF-5
i EEa GDF-6 / BMP-13
fin sl |  GDF-7/BMP-12
Dorsaline
GDF-1

—— BMP-3/ ostéogénine
——— GDF-10/BMP-3b
nodal

Inhibine BA
o Inhibine BB
L Inhibine BC

TGF-B,

) TGF-B;
_: TGF—B‘;

GDF 9

Inhibine o
MIS/AMH

NTN
GDNF

Figure 17 : Représentation schématique des relathylogénigues entre

les membres de la famille des BMP.

Mises en évidence par URIST en 1965, les BMP digpaent a la super famille
des TGFB. Les BMP ont de nombreuses activités in vitro,anmohent la capacité de
stimuler la différenciation des cellules mésenchymses progénitrices en lignée

ostéochondroblastiqfé ©?.



In vivo, elles sont efficaces sur la préparatian gfands défauts osseux et sur

['accélération de

52

la réparation de fractures sur miembreux modeles animaux

expérimentaux®?) 3 (94 (%)

>

BMP Fonctions connues
BMP1 n'appartient pas a la famille du TGF1l s'agit d'une métalloprotéase
BMP1 qui agit sur le procollagene I, II, et lIl. Il asipliqué dans le développement du
cartilage.
Appartient a la TGH superfamile des protéines. Il joue un réle impatrtans le
développement des os et du cartiage en indusaliffdrentiation des
BMP 2 ostéoblastes.. Il est impliqué dans la voie hedgeldans la voie de signalisatio
=——— |des TGF béta, et dans I interaction récepteukingoll est également impliqué
dans la différenciation cellulaire cardiaque etditin épithélio-mésenchymateu
BMP 3 Induit la formation osseuse.
BMP 4 Régule, entre autres, la formation des dents ebsleSlle joue également un role
dans la réparation des fractures.
BMP 5 Exerce ses fonctions dans le développemertudiiage.
Joue un réle dans lintégrité des articulationz @wadultes. Controle
BMP 6 . . . ) . . , .
r'homéostasie du fer via la régulation de 'hepeidi
Joue un role clé dans la différentiation des odétes. Il induit aussi la product
BMP 7 de SMADL. Il s'agit également di autre élement clé dans le développemen
réparation rénale.
BMP8a Impliqué dans le développement des os etrilaga
BMP 10 Peuvent jouer un réle dans la trabéculatioccdur embryonnaire.
BMP 15 Peuvent jouer un role dans la trabéculatioocdur embryonnaire.

Figure 18 : Tableau récapitulatif des principale®B et de leurs fonctions.

Depuis quelques années, des BMP recombinante@HB et rhBMP-7) ont été

mises au point grace a la thérapie génique. L'uekes] la recombinante d'os humain

rhBMP-2 fait I'objet de différents essais et moniree activité ostéogéne trés élevBE™

(113)
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11.3.3.4 : LesFibroblast Growth Factoreu FGF:

Les plus abondants sont les FGF-1 et FGF-2, ildaus la capacité a se lier avec
I'néparine. L'effet anabolisant des FGF sur legaigtstes est indirect car ils agissent par
stimulation des la production des TGFIGF-1 et IGF-2 qui eux stimulent la croissance et
la différenciation des cellules mésenchymateuseasstfoblastes. Plusieurs études, in vivo
réalisées sur des modéles de fractures ou de défaytetite taille ont clairement montré
I'effet potentialisateur du FGF-2 sur la réparati@seuse. Une injection unique de facteur

de croissance au niveau du site accélére la rémarat stimule le remodelage du cal
osseu¥? 0 €7

11.3.3.5 : LesInsulin-like Growth Factorsu IGF:

Les IGF let 2 sont fortement impliqués dans lestiibpement squelettique ce qui
les rend potentiellement intéressants pour acadkeréparation osseuse.
IGF-2 est plus abondant qu' IGF-1 qui est plusf.adtm certain nombre d’études in vivo
montre que l'administration d' IGF-1 amélioreraitfbrmation osseuse et la réparation

osseuse aprés fract(ffe® 0809

11.3.3.6 : LePlatelet Derived Growth Factorsu PDGF

Il est sécrété par les plaquettes lors des presghases de la réparation de fracture
et est fortement exprimé au niveau du site lésé.dtades in vivo, ont montré son effet

mitogénique sur les ostéoblastdd®
[1.3.3.7 : Stratégies d'utilisation :

L'effet de tous ces facteurs de croissance storhaation et la réparation osseuse
dépend de plusieurs critéres :
- le choix de la protéine,
- la dose appliquée

— et le mode d’application.
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Ces facteurs de croissance étant rapidement &émar I'organisme, ils nécessitent

la mise en ceuvre d'un systéme de libération qungitrait de potentialiser leur activité
biologique de facon locale, controlée et durablaigaau du site de réparation. Ce systeme

de libération doit également permettre de limitar uantité de protéine implantée,

réduisant ainsi sa diffusion systémique et leaugsqd'effets indésirables.

Trois stratégies sont alors possibles pour indniggtu une néoformation osseuse :

— par l'apport de biomatériaux ostéo-inducteurs prartés par des matrices adaptées

— ou par thérapie génique in vivo,

— et thérapie génique ex vivo.

Thérapie protéinique

Le facteur de croissance ¢st
libéré in situ via unc matrice
support implantable ou
injectable

Thérapie génique
in vive

:

Transfection des cellules
hétes par le géne de la
protéine thérapeutique.

Le géne est intégré grace
a des vecteurs viraux ou
plasmidiques.

Thérapie génique
ex vivo

™t

cellule

Le géne codant pour la
protéine thérapeutique
est transfecté en culture
dans des cellules
primaires provenant du
patient ou de lignée
cellulaires.

Les cellules sécrétant le
facteur sont implantées
au niveau du site lésé.

Figure 19 : Stratégies de libération des facteussctbissance in situ.
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[1.3.4 : La thérapie génique :

[1.3.4 .1 : Définition — Principe :

La thérapie génique, qui est une branche de leapie cellulaire, a pour but
d'induire chez un individu un géne a des fins théuéiques.
Le principe est d'insérer le gene codant pour ur@éme aux cellules du patient qui
serviront elles mémes de systéeme de libérationxprireant le géne et en produisant de
facon continue la protéine correspondante. Ce ipenepose donc sur le transfert d'une
séquence d'ADN (gene) dans des cellules ciblese Gétjuence transférée, incorporée ou
non a I'ADN des cellules cibles permet de suppdéler séquence native déficiente (mutée

ou délétée...) ou encore d'introduire une nouvelipiséce codanf® ©¢° (70 ©2)

séquence géne de géne de
d’expression des réplication de fabrication de
génes viraux I"ADN viral la capside
_ | '
""'-—-—a—__—v—'“-‘--_"::‘-)-
¥
\ n 1

géne thérapeutique

A protéines
thérapeutiques g
: ©
vecteur viral \ﬁ\‘__é ®e ®
[
®

Fabrication et utilisation
d'un vecteur viral cellule malade
thérapeutique de type AAV.

Figure 20 : Principe de la thérapie génique.

@RC2C
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La réussite de la thérapie génique dépend dedtapes :

- la transduction ou transfection : c'est-a-diréridduction du vecteur et du
génome dans la cellule cible
— latranscription de 'ADN en ARN messager
— latraduction de I'ARN messager en protéine.
Elle permet ainsi produire des molécules intermémans la régénération du tissu

sélectionné.

Lintérét se porte sur les génes codant les fastede croissance et de
différenciation osseuse (FGF, IGF) mais surtoutlearBMP qui sont les seuls facteurs
réellement ostéo-inducteurs.

Cette technique présente l'avantage d'utiliser mo&cule (I'ADN) relativement
stable par rapport aux protéines (et donc moingecs@). De plus, les facteurs de
croissance, libérés au niveau du site par théiggnméque, le sont a des doses plus faibles
que celles provenant d'un systéme de libératiotéjopee traditionnéi® ¢ (19 2)

La transfection des genes utilise des vecteurs,«demnsporteurs ». Bien que le vecteur
idéal n'ait pas encore été décrit, un vecteurrépibndre a certains criteres :
— il ne doit pas entrainer de réaction inflammatoimede risque sanitaire chez le
patient,
— il doit étre stable et facilement produit a un c@isonnable,
— il doit se lier préférentiellement aux celluleslet
- il doit permettre une intégration facile du geriatdrét dans I'ADN de I'héte,

- enfin, il doit permettre un contréle externe dgplession de la protéine.

Les vecteurs utilisés en thérapie génique se ahvien deux grands types: les

vecteurs viraux et les vecteurs non viraux. Le xtau vecteur dépend de la stratégie
choisié’® (92) (100)

[1.3.4.2 : Les stratégies de la thérapie génique :

11.3.4.2.1: La thérapie génique in vivo :
In vivo, le géne est délivré sur le site directamedans la zone d’intérét. Puis,
I'ADN est transfecté dans les cellules du tisslecibans ce cas, les cellules transfectées

sont localisées au site d'injectih®® (101 102
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[1.3.4.2.2: La thérapie génique ex Vivo :

Ex vivo, des cellules sélectionnées, issues diergatsont prélevées, cultivées,
transfectées puis réimplantées chez le méme dan@eumprocédé est plus long que
I'approche in vivo, mais autorise un contréle rigux des cellules cibles sélectionnées.
Cette approche a aussi l'avantage de limiter ldugidn des cellules aux tissus

environnantg® @0 (101) (102)

Transduction Strategies
In wive Ex vive
e
SRS :
i Cedl Blopsy
A - e
direct Trmdum'm\4 Cell Culture
Application :
Implaniation
Lok
R L N
Target tissie | < Regeneration » | Target tssie
Y —

Figure 21 : Stratégies thérapeutiques: dans la sd@urction in vivo, le géne est

directement transféré aux cellules cibles. Daagdroche ex vivo, les cellules sont
récoltées, développées en culture, transfectéeisri et réimplantées dans le site

cible. Le transfert du gene peut étre réalisé g@s vecteurs viraux ou non viraux.
[1.3.4.3 : Les vecteurs de la thérapie génique :

Comme nous l'avons vu, le vecteur doit répondua @&ertain nombre de criteres.
Les vecteurs utilisés actuellement les remplispamtiellement : le vecteur idéal n'a pas
encore été déctip.
Le choix du vecteur dépend :
— de la durée d'expression de la protéine souhaitée,
— de la localisation anatomique et de I'affectioraéer,

— -de la stratégie employée (in ou ex vivdy) 4%
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11.3.4.3.1: Les vecteurs viraux :

Différents virus ont été introduits comme vectedfadministration des génes.
L'avantage majeur des vecteurs viraux est la Haégience de transduction en raison du
leur tropisme naturel pour les cellules vivaftfés

L'inconvénient des vecteurs viraux est leur pogimimunogéng®) %)

Dans ces vecteurs viraux, le géne de la réplicatiale a été supprimé et celui de
la protéine voulue inseré (exemple de la protéinPB Les vecteurs viraux les plus
couramment utilisés sont les rétrovirus, les adiénsylesAdeno-Associated Vir(l@aAV),

le virus de I'herpés et les lentiviftfg) (:08) (109)
11.3.4.3.1.1: Les rétrovirus :

Ce sont de petites particules a ARN qui infecsentiement des cellules capables de
se diviser. lls integrent au hasard et de manigtdesle génome de la cellule héte. Cette
intégration au hasard dans le génome de la cdlidte peut provoquer des risques de
mutations insertionnelles, limitant de ce fait leutilisation. De plus, ces vecteurs
permettent une expression a long terme du trandgtie Or, cette surexpression de BMP

peut entrainer des effets secondaires néfates

lipid envelope

Receptor binding
proteins

RNAse
Viral RNA

capsid: core proteins

fp—i
25 am

Figure 22 : Schéma d'un rétrovirasec la bicouche lipidique qui entoure

la capside virale contenant 'ARN viral et 'ARIdriscriptase.
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11.3.4.3.1.2: Les adénovirus :

Il s'agit de molécules d'ADN double brin linéaigdntégrant dans des cellules en
division ou non. Le virus recombinant pour le gémé&rapeutique se perd donc au fur et a
mesure des divisions cellulaires. Cette expressiansitoire de l'agent thérapeutique

semble étre plus adaptée & la réparation osseiise gure que quelques semaffes®?
(112)

Figure 23:Schéma d'un adénovirus

11.3.4.3.1.3: Les Adeno-Associated Virus ou AAV :

Ce sont des ADN simples brins qui s'integrent, rmenes rétrovirus, dans I'ADN
cellulaire héte mais avec moins de risques d'ilsestmutagenes. lls favorisent ainsi

I'expression & long terme de l'agent thérapeutigtié? 12

11.3.4.3.2 : Les vecteurs non viraux :

Pour palier ces inconvénients des vecteurs virgusques d'insertions
mutationnelles et leur toxicité) des vecteurs naaux ont également été testés pour
libérer les BMP. lIs ne s'intégrent pas a I'ADNIdelire et permettent une expression
transitoire du gene BMP.

Le géne des BMP peut étre introduit dans les @sldl patient par :
— des liposomes cationiques,
- bombardement de particules d'or chargées d'ADN,
— sous forme d'ADN plasmidique,

— par électroporation.
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Les deux derniéres techniques sont utilisées lpahérapie génique in sftf® 12

Le point faible de ces vecteurs non viraux est magivaise efficacité de transfection du
géne thérapeutiqfté® %)

Apres l'insertion du géne, se pose la questiorcahirble de son expression au
cours du temps. Des systémes de régulation modialdranscription du géne permettent
ce contrdle. Enfin, pour obtenir une réponse fiatde cellules transfectées, il faut qu'elles

soient de bonne qualité. Et qu'elles bénéficiamabonne vascularisation.

11.3.5 : Conclusion :

Ingénierie Dentatre o

-

= | |
S
A
-H"'\-\._\_\_\
T gt |

Ingénierie :(" /
Parondontale ., J .'r | i
= (; |
Seqfiold dans |z biorsacteur Ezgensration parcdontals

Ostéointégration ] qﬁ_

WE

uiiie

Ostéotomis Posz de limplant

Figure 24 : Tableau représentant les différentsmpa d'application des procédés de

I'ingénierie tissulaire en odontologie.

La combinaison de I'ensemble de ces techniquesgibrépondre au désir de créer
des solutions plus biologiques a limplantationnpemente de matériaux synthétiques
statiques.

Ces techniques permettent, par la compréhensida ebntrble des interactions
entre les molécules de la matrice extra-cellularedes cellules souches compétentes,
modifiées génétiquement ou non pour favoriser tesgion de certains genes tels que les
BMP, et amenées sur le site via un support adapaéoutir a la différenciation et la

croissance du néo-tissu désiré dans le but de éégrémne lésion osseuse.
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PARTIE Il

L'INGENIERIE TISSULAIRE EN
REGENERATION OSSEUSE PRE-
IMPLANTAIRE : QUELLES PERSPECTIVES
D'AVENIR ?
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[1l.1 : Expérimentations :

Les différents outils de l'ingénierie tissulaie@semble ou indépendamment les uns
des autres, ont éte testés sur I'animal dans deneoses études.
Il en ressort, par exemple, une amélioration dst€ogenése et de I'angiogeneése lors de la
transfection du genpFGF, (ou autres facteurs de croissance tels queBlsiP-2...) dans
des cellules souches de la moelle osseuse, elleeméultivées sur un support de nano-

hydroxyapatites et de polyamine puis réimplantéesz de rdf® %)

Il a également été observé que la livraison lodakefacteurs de croissance tels que
les BMP-2 et BMP-7 recombinantes, approuvees pdfSl&ood and Drug Administration
pour une utilisation clinique en 206%® le PDGF, I'GF-1 et le FGF, améliorera
considérablement la réparation des défauts osdeeérlaires. La rhBMP-2 augmente la
réparation en hauteur d'un défaut osseux alvéaiiains 25% des cas et rend la réparation
totale dans 75% des cas chez le chien. Il s'agiesi@tats équivalents voire supérieurs a

ceux de l'autogreffg” 18

Cependant les succés d'une stratégie d'ingénissidaire dans un modéle animal
de petite taille ne se reproduisent pas nécessamtesur les modeles animaux de grande
taille ou les humains. En effet, le remplissage défuts osseux d'un rongeur est plus
facilement atteint que chez un animal plus grosgoand la taille d'un défaut devient plus
importante et la capacité de construire un appascwlaire devient plus difficile (les
cellules doivent étre & moins de 4@ d'une source d'oxygéne pour survité)®2® (21

S'il existe des études permettant de testercédii€é des outils de l'ingénierie
tissulaire chez les animaux, il n'existe pas ougiétudes testant 'ensemble de ces outils
pour I'ingénierie tissulaire osseuse chez I'HomRe. exemple, en 2001, il n'y avait, dans
la littérature, que deux articles rapportant Fsgiion des cellules souches stromales
génétiqguement modifiées chez 'Homme. Par aillduexiste plus d’études sur l'ingénierie

tissulaire des os longs que des os de la sphérfasiald'?? 23 (124

Une étude a été réalisée, en 2012, sur 23 patgatd des déficits osseux de taille
critique dont la graisse abdominale a été prélaféede récupérer des cellules souches
adipeuses. Le bioimplant constitué des cellulesclsesl adipeuses peuplant les
échafaudages résorbabl@sTCP) combinés avec rhBMP-2 a été réimplanté aveces
dans la machoire de tous les patients. Bien queelises souches adipeugmsssent étre
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utilisées seules pour la reconstruction des tisssseux, cette étude révele l'effet

synergique dans environ 85% des cas de ces cetlafebinées aux échafaudagesCP
ou verre bioactif et les facteurs de croissanceMiBE. Les résultats indiquent une
incidence de 4,3% de défaillance due a une infectibd'environ 9% en raison d'une

formation osseuse insuffisaffte

Cependant, le succes a long terme de cette prarédit Etre vérifié a I'aide d'un

plus large échantillon de patients.

Chez 'Homme, il a également été observé queutaje rhBMP-2 a un substitut
osseux d'origine xénogeénique de type Bio-0ss® diersa réparation d'un défaut de créte
alvéolaire améliorait significativement de la rétioic des défauts verticaux par rapport a

I'utilisation de Bio-0ss® selif®.



64
Rapport de cas d'un patient de 42 ans traité podéficit osseux vertical situé

dans le secteur 3 avec une allogreffe mélangés éetlelles souches adipeuses et la

protéine recombinante rhBMP%).

Figure 25 : Rapport de cas.

a) Radiographie préopératoire révélant le déficitseux vertical siégeant au niveau
postérieur de la mandibule gauche.

b) Réalisation d'un lambeau pour exposer le défaut.

c) La corticale osseuse est perforée sur le site @é permettre I'accés aux cellule
souches mésenchymateuses.

d) La membrane en titane remplie du mélange alffgresseuse minéralisée +
rhBMP-2 +cellules souches adipeuses est mise aredar le site.

e) La membrane est maintenue en place par dee\igation trans-corticales.

f) Sutures du site sans tension.

g) Vue en coupe transversale de la tomodensitoendtila mandibule révélant I'os
régénéré sous la membrane en titane.

h) Vue en coupe transversale de la tomodensitoeéfies la pose de I'implant aprés
6 mois de latence.

i) Exposition des implants pour le placement déerp de cicatrisation apres 2 mois

de cicatrisation
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Rapport de cas d’'une patiente de 37 ans, traibée lp régénération osseuse des

cavités alvéolaires des dents numéros 11, 21 dt @2iste sur ces dents, un antécédent de
traumatisme, de traitements endodontiques et dtiofes chroniques récurrenté®)

Figure 26 : Rapport de cas numéro 2

a) Vue préopératoire des restaurations sur les dentéreeures. La patiente présente
des fistules chroniques au niveau de la muquews®kire.

b) Radiographie rétroalvéolaire préopératoire des asations des incisives
antérieures maxillaires.

c) Coupe transversale de I'imagerie tomodensitométripermettant de mettre en
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évidence I'absence d’os sur la face vestibulaire ideines des dents.

d) Vue des alvéoles apres extraction avec I'absenamdizale osseuse vestibulaire.

e) Le mélange substitut osseux + cellules souchesadegs + rhBMP-2 est placé
dans les alvéoles.

f) Le niveau du mélange greffé est placé a hautela derticale osseuse palatine.

g) Un bridge provisoire est mis en place pendant lagae de cicatrisation.

h) Coupe transversale du scanner aprés 5 mois derisatibn.

i) Vue préopératoire avant la pose des implants.

j) Mise en place de deux implants dans le maxilladgenéré.

K) Vue occlusale de I'implant remplacant l'incisivéélal gauche. Notez la
régénération de la corticale vestibulaire.

l) Vue occlusale de I'implant remplacant l'incisivatrale droite. Notez la

régénération de la corticale vestibulaire.

Il semblerait donc que les stratégies de l'ingénigssulaire osseuse apportent une
réponse avantageuse dans la régénération osseéséamé par rapport aux techniques
conventionnelles. Compte tenu du faible nombreudés réalisées a ce jour et du manque
de recul sur du long terme, une question persigtesiget des effets secondaires et

indésirables pouvant apparaitre.
[11.2 : Les risques assujettis aux stratégies itg€nierie tissulaire osseuse.
[11.2.1 : Généralités - Définitions :

Les risques associés aux protocoles d'ingénisgelaire osseuse, notamment liés a
I'emploi des cellules souches, sont nombreux.

Un risque est défini comme une combinaison de ghilité d’occurrence d'un
dommage et de sa gravite’ **®)

Un facteur de risque est défini comme une souatenpielle de dommage. lIs
peuvent étre, par exemple, le type de cellulestssuatilisées, leur moyen d'acquisition, et
leur site d'injection, etc!*?” 29 pour une bonne analyse du rapport Bénéfice/Rismse
les risques importants doivent étre identifiesg{rss ou évenements indésirables identifiés
dans l'expérience clinique) ainsi que les risquatergiels ou théoriques c'est-a-dire les
probléemes de sécurité non cliniqgue qui n‘ont pamenété observés dans l'expérience
clinique*?),
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Il existe différentes catégories de facteurs dgues :

- les facteurs de risques associés aux propriétédapeds intrinseques du type
de cellules souches utilisées,

- les facteurs de risque extrinseques correspondantn@thode de manipulation,
de culture et de stockage des cellules,

- les facteurs de risques associés aux caractéastigliniques telles que les
interventions chirurgicales, le mode de prélevene¢foiu d'administration ainsi

que les comorbidités associéé¥

[11.2.2 : Les facteurs de risques intrinsequegstrisques associés :

Les facteurs de risque Les risques identifiés

- Origine des cellules (autologue vs

Les facteurs 4
allogénes,donneur malade vs donneur

- R?jet de cellules
ain

- Susceptibilité accrue aux
maladies

- Potentiel tumorigene - Toxicité

- Formation tumeur
(bénigne ou maligne)

- Effets indésirables
biologiques (par exemple
dans la différenciation in
vivo d'un type

- Rythmes de sécretion (facterus de cellulaire indésirable)
croissance, cytokines, chimiokines)

intrinséques :|- L'état de différenciation

Caracteéristiqugs Capacité de prolifération
des cellules |- Durée de vie

- La viabilité a long terme

Figure 27 : Tableau présentant les facteurs deugsgintrinséques et

les risques identifiés associés.

Les facteurs de risques intrinséques dépendesdtdiment des caractéristiques des
cellules souches utilisées. Il peut s'agir de leugine (autologues ou issues d'un
prélevement allogénique, issues d'un donneur samalade, etc...) ou de leurs propriétés.
En effet leurs caractéristiques telles que leuglendurée de vie, leur résistance relative a
I'apoptose et leur capacité a se répliquer pendiatdngues périodes rappellent fortement
les caractéristiques des cellules cancéréliSes?

Par conséquent les cellules souches peuvent étsidénées comme de parfaits candidats a

la transformation maligne. La pluri ou multipotentdes cellules souches est un facteur
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essentiel qui contribue au risque de formation deeurs. Cependant, le potentiel

tumorigéne des cellules souches utilisées a dsstligrapeutiques dépend aussi d'autres

facteurs intrinseques et extrinseques tels quelsite d’administration (c'est-a-dire

I'environnement local de la cellule souche cherelgeveur), la culture in vitro, et leur
manipulation génétiqg® (33 (134) (135) (136)

[11.2.3 : Les facteurs de risques extrinsequesatieidation et de manipulation : risque de

transmission d’agents pathogenes :

Les facteurs de Risque

Les risques identifies

Les facteurs

extrinseques

de fabrication

et de

manipulation

- Le manque de renseignements sur les antécéf
du donneur

- Matiéres premieres
- Matériaux dérivés du plasma
- La contamination par des agents pathogenes

champignons, prions, parasites)
- Les procédures de manipulation de cellules

- Durée et conditions de la culture

- Potentiel tumorigéne (par exemple la
transformation induite par la culture, I'éliminatio
incompléte des cellules indifférenciées)

- Les composants non cellulaire

- Mise en commun des populations de cellules
allogéniques

- Conservation (cryoconservateurs, par exemplg

- Conditions de stockage (par exemple, I'échec
tracabilité, I'étiquetage du matériel humain)

- Les conditions de transport

conventionnels (virus / bactéries / mycoplasmes /.

Hdragransmission de
maladies

nQn. . .. ..
-q_a réactivation de
Virus latents

- La contamination d
lignées cellulaires

D

- Mix-up de matériel
autologue du patient

5 Formation tumeur
’()oénigne ou maligne

Figure 28 : Tableau présentant les facteurs deugsjextrinséques et

les risques identifiés associés.
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La fabrication de produits thérapeutiques a baseetlules souches ne permet pas

forcément la stérilisation, la purification et #ictivation virale parfaite. Par conséquent, la
sécurité virale et microbienne est un facteur esgssocié a l'utilisation de cellules non-

autologues, des cellules de culture et des celadashe’$®”.

[11.2.4 : Les caractéristiques cliniques et la rég®immunitaire :

Les facteurs de risque Les risques identifiés
- Indication - La réponse immunitaire indésirable
- Utilisation thérapeutique |- Conséquences physiologiques et
(homologue ou non anatomiques inattendues (par exemple,
homologue) arythmie)
Les - Voie d'administration - Prise de greffe ectopique

caractéristiques

- Initiation des réponses

cliniques . o - Toxicité
immunitaires
- Durée d'exposition - Manque d'efficacité
. . - Formation tumeur (bénigne ou
- La maladie sous-jacente :
maligne)

- Utilisation d'agents
régulateurs immunitaires

- L'irréversibilité du traitement
Figure 29 : Tableau présentant les risques idetgifissociés

aux caractéristiques clinigues.

L'administration de cellules souches peut affetdesysteme immunitaire de I'héte
soit par induction directe d'une réponse immuretaioit par un effet modulateur sur le

systéme immunitaif&® 37

La quantité de données et la connaissance dasesisassociés a l'utilisation des
cellules souches sont en pleine expansion mémexssle une grande variation dans les
études reéalisées (protocoles, moment et lieu dtrage population cellulaire utilisée) qui
rend difficile 'extrapolation des résultats. Ddasplus part des cas, les traitements a base
de cellules souches semblent relativement sdrser@igmt, étant donné le manque de
temps de suivi, le faible nombre de patients, ladatian des préparations cellulaires, et le
mode de livraison, d'autres études sur la sécsoité encore nécessaires notamment sur les

effets a long terme tels que la tumorigénicité. ttansplantation de cellules souches
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autologues est percue comme non dangereuse maig'est valable que pour les cellules

non modifiées génétiqueméht) 39

Les principaux risques liés aux stratégies dedimerie tissulaires sont donc la
formation de tumeurs, les risques associés a lansgpimmunitaire, et les risques de
transmission d'agents pathogenes. Il est clair'gneemble des risques encourus doivent
étre soigneusement analysés et comparés au béegfiompté avant de se lancer dans tout

traitement d’ingénierie tissulaire osseuse.
111.3 : Ethique et |égislation :

La bioéthique est une partie de I'éthique quiaggiarue, en tant que « champ » ou
« discipline » nouvelle, dans le courant des and®é§€. Elle pose des interrogations au
sujet du développement de la biomédecine et dasdsciences.
Si les interrogations éthiques concernant la méeece sont pas neuves, la bioéthique se
distingue de la déontologie médicale classiqueseeque celle-ci constitue davantage un
code éthique fondé par les médecins pour les mésiekca bioéthique, au contraire, fait
intervenir une pluralité d'acteurs et de disciginanédecins, biologistes, généticiens,

philosophes, juristes, sociologues, théologiers, et

Deux orientations principales de la bioéthiquedsstinguent: l'une, davantage
descriptive, s'appuyant sur la philosophie monaike a éclaircir les choix éthiques et les
valeurs présupposées par ceux-ci, en écartantr¢gggnants contradictoires ; l'autre est
davantage prescriptive : elle recherche les normesales qui sont applicables aux
sciences du vivant, y compris la médecine, et pepmrtaines regles et postures face a

d'éventuels dilemmes.

L'éthique médicale, qui remonte au serment d'Hipgde, fait partie intégrante de
I'exercice de la médecine. Toutefois, elle est fdém par les corporations, s'incarnant

parfois dans des codes déontologiques quasi-juiedigDes lors, elle relaie nécessairement

les valeurs inhérentes a la recherche médicalem@hae. Au X)X siecle, la déontologie
meédicale a pris en compte limportance croissargs droits de I'nomme, et les
organisations internationales (L'Association Méldiddondiale (AMM) ou I'Organisation

Mondiale de la Santé (OMS)) se situaient ainsi @aufluent de ces deux traditions. Cette
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convergence s'est concrétisée dans le Code de Rergrde 1947, rédigé a la suite des

expérimentations perpétrées par les nazis surabes/es humains. Elle conduit a légitimer
l'opposition et la résistance des médecins envesprhtiques autoritaires ou des Etats non

démocratiquey’® 4

La loi est une disposition prise par une délibératiu Parlement. C’est une norme
juridiqgue adoptée par le pouvoir Iégislatif, dotatpplication est précisée par des décrets
d’application puis par I'interprétation des tribuxa

[11.3.1 : Les lois de bioéthique :

— Loi n°94-548 du ler juillet 1994, relative au temtent de données nominatives

ayant pour fin la recherche dans le domaine dexdéSet modifiant la loi n° 78-17

du 6 janvier 1978 relative a l'informatigue, awhfers et aux libertés.

Elle impose, pour chaque demande d’expérimentationpnstitution d’'un comité
afin de juger de la méthodologie de I'étude et @endécessité du recours a des

données nominatives, codées par la stfite4?)

— La loi Huriet-Sérusclat (loi n°88-1138 du 20/12/8%8elative a la protection des

personnes se prétant a des recherches biomédialiifiée par la loi 94-630 du
25 juillet 1994.

Cette loi impose d’identifier clairement le promatede la recherche afin de

pouvoir définir les responsabilités de celui-cisHite, elle oblige les laboratoires a
définir les objectifs ainsi que les risques deséexpentations. En dernier, la loi

stipule que : « préalablement a la réalisation el'techerche biomédicale sur une
personne, le consentement libre, éclairé et exgeeselle-ci doit étre recueilli

aprés que linvestigateur ou médecin qui le reprigselui a fait connaitre :

I'objectif de la recherche, sa méthodologie et ggéd ; contraintes et les risques
prévisibles » et I'avis du CCPPRB (comité consifltg protection des personnes
qui se prétent a la recherche biomédicale) actir® (Comité de protection des
personnes). De plus, cette personne a le droitfdeer de participer a la recherche
et celui de s’en retirer. Enfin, un document édoit Etre remis a la personne avant

qu'elle ne consente & la recheréfra 4®
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— Laloi du 29 juillet 1994 relative au respect dupsohumain.

Deux articles retiennent I'attention :

| L'article 16-3 : « il ne peut étre porté atteidgtdintégrité du corps humain qu’en
cas de nécessité thérapeutique pour la personney...]

| L'article 16-4 : « nul ne peut porter atteintd’iatégrité de I'espéce humaine.
Toute pratiqgue eugénique tendant a I'organisateitadsélection des personnes est
interdite. Sans préjudice des recherches tendenpeévention et aux traitements
des maladies génétiques, aucune transformation eng @tre apportée aux

caractéres génétiques dans le but de modifierdaetielance de la personr&3
(143)

— Loi n°96-452 du 28 mai 1996 portant diverses mesdiaerdre sanitaire, social et

statutaire

Elle concerne le statut et le développement deduiiode thérapies géniques et
cellulaires. Ces produits sont rangés dans une afleuclasse de produits
thérapeutiques. lls ne sont pas qualifiés de mawoss en tant que tels mais ils
sont soumis, a quelques points pres, aux mémess.dt@s établissements sont
agrées soit par '’Agence du médicament soit panilgistre chargé de la santé
selon que ces produits sont ou non des spécigitaemaceutiques. Il en va de
méme pour la procédure d’autorisation. En plusqilestions de préparation et de
distribution des produits de thérapies géniquedegte stipule que « la décision
thérapeutique préparatoire a une thérapie géniguoellelaire, le prélevement de
cellules et I'administration de produits de théespigéniques et cellulaires »

nécessite des dispositions particuli€fés*>)

— Loi n°2004-800 de bioéthique du 6 aolt 2004
La loi n° 2004-800 du 6 AoGt 2004 (révision desldu 29 Juillet 1994) relative a

la bioéthique a réorganisé la Iégislation des sigticellules.

i) Autorisation d'établissement :

Art. L. 1243-2. - Peuvent assurer la préparatiamzdnservation, la distribution et
la cession, a des fins thérapeutiques autologueslogéniques, des tissus et de
leurs dérivés et des préparations de thérapielaielu les établissements et les
organismes autorisés a cet effet, aprés avis dgeiée de la biomédecine, par

I'Agence francaise de sécurité sanitaire des prodei santé qui s'assure du respect
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des dispositions du titre ler du présent livre.

L'autorisation est accordée pour une durée dearisqElle est renouvelable.

i) Autorisation de procédés :

Art. L. 1243-5. - Les tissus ainsi que leurs dé&giuélisés a des fins thérapeutiques
et les préparations de thérapie cellulaire forj¢bd'une autorisation de I'Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits déé sapres évaluation de leurs
procédés de préparation et de conservation ainsi dg leurs indications

thérapeutiques aient été bien définis.

iii) Bonnes pratiques :

Art. L. 1245-6. - Les regles de bonnes pratiques@ppliquent au prélevement, a
la préparation, a la conservation, au transporéa dutilisation des tissus, des
cellules et des préparations de thérapie cellukimsi que des produits du corps
humain utilisés a des fins thérapeutiques sontoédas par I'Agence francaise de
sécurité sanitaire des produits de santé apresdavi®\gence de la biomédecine.

Ces régles sont approuvées par arrété du mintsangé de la sarfté? 43

— Décret n° 2008-968 du 16 septembre 2008, relakfcanditions d'autorisation des

activités portant sur les tissus et leurs déridés, préparations de thérapie
cellulaire, de thérapie génique et de thérapieulete xénogénique, et aux

conditions d'autorisation de ces prodtiffa 42

Face a la complexité de sa législation, pouvarfojgaexpliquer son retard dans les
recherches en cours au niveau mondial, la Francd( as'adapter aux directives
européennes.

[11.3.2 : Les directives européennes :

Directive 2004/23/CE
Directive 2004/23/CE du Parlement européen et das€ibdu 31 mars 2004 relative a

I'établissement de normes de qualité et de séquuité le don, I'obtention, le contrdle, la

transformation, la conservation, le stockage elis&ribution des tissus et cellules humains
(114)
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Directive 2004/23/CE

La thérapie tissulaire et cellulaire étant un sactans lequel les échanges a I'échelle

mondiale sont intenses, il convient de se dotenalenes mondiales. C'est pourquoi la
Communauté devrait s'efforcer de promouvoir un auvele protection aussi élevé que
possible afin de sauvegarder la santé publiquesegquc concerne la qualité et la sécurité
des tissus et des cellules. La Commission dewnaltiie dans son rapport au Parlement

européen et au Conseil des informations sur legrgsaéalisés en ce domalftié,

Directive 2006/86/CE
Directive 2006/86/CE de la commission du 24 octobd®6 portant application de la

directive 2004/23/CE du Parlement européen et duas€lb en ce qui concerne les

exigences de tracabilité, la notification des néast et incidents indésirables graves, ainsi

gue certaines exigences techniques relatives addiaation, a la transformation, a la
conservation, au stockage et & la distributiontidsss et cellules d'origine humaf{e.

Le don, I'obtention, le contrble, la transformatita conservation, le stockage et la
distribution de tissus et cellules humaines destiri des applications humaines devraient
répondre a des normes élevées de qualité et datééafin d'assurer un niveau élevé de

protection de la santé dans la Communauté.

Médicaments / Spécialités Pharma Tissus/Cellules

Directive 2004/23/CE

Directive 2001/83/CE Réglement Thérapies 2 Directives ‘filles’
(2003/63) Innovantes Sél.clin/bio donneur (2006/17)
Etablis., BP, tracabilité (2006/36)

e T et _ ) Produ_its ingenierie ) _ _
Entity Biological — tissulaire Préparation cell/tissu
MP MP medicament
Annex 1
AMM AMM EU Autorisation
EMEA / Nationale EMEA / Avis CAT nationale

Directive 2001/20/CE, Essais Cliniques

Figure 30 : Encadrement juridigue en Europe.
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Il convient de mettre en place un systéme adéooat garantir la tracabilité des

tissus et cellules humaines. Cela permettrait adsss'assurer du respect des normes de
qualité et de securité. La tracabilité devrait éssurée par des procédures précises
d'identification des substances, des donneursieteseurs, des établissements de tissus et

des laboratoires, par l'archivage des dossierarairpsystéme d'étiquetage approprié.
[11.3.3 : Exemples d'organismes de contréles :

La CNIL est la Commission Nationale de I'Informate et des Libertés. C'est une
autorité administrative indépendante francaise est chargée de veiller a ce que
I'informatique soit au service du citoyen et queetie porte atteinte ni a I'identité humaine,
ni aux droits de ’'homme, ni a la vie privée, nkdibertés individuelles ou publiques. Elle

exerce ses missions conformément a la loi n°78tl® fanvier 1978 modifiée le 6 Aout
20044

L'ANSM (anciennement AFSSAPS) est I'Agence Natiende Sécurité du
Médicament et des Produits de Santé. Il s'agit dtablissement public francais dont la
mission principale, est d’évaluer les risques sa@i$ présentés par les médicaments et
plus généralement tous les produits de santé ésséin'Homme. Elle est aussi l'autorité

unique en matiére de régulation des recherchesduiimale$*".

Les Bonnes Pratiques Cliniques (B.P.C.)@ood Clinical PracticedGCP) sont
définies par I'ensemble des dispositions a mettrglace pour assurer a des essais la
qualité et l'authenticité de leurs données sciguils d'une part, et le respect de I'éthique
d'autre part. Il s'agit de I'ensemble des normeguadité éthique et scientifique a appliquer
lors de la conception, de la réalisation et dealime d'études cliniques et de la rédaction
du rapport. Le respect de ces normes assure lactimt des droits, de la sécurité et du
bien-étre des personnes recrutées pour |'étuds,cier la crédibilité des résultats de celle-

Ci.

Ce sont des recommandations de nature évolutides Eprécisent les
responsabilités respectives du promoteur et deeBitlgateur, et supposent la mise en place
d'un ensemble de contrdles adaptés.

Les Bonnes Pratiques Cliniques s'intégrent dasgdme d'assurance de la qualité

du médicament, systéme qui recouvre les phasegwdogppement, de production et de
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dispensation. Elles visent a renforcer la maitdeda qualité des essais cliniques réalisés

en France sur le médicament. Elles ne visent pappaécier la valeur scientifique

intrinséque d'une étuté.

Les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF), est not®n d'assurance de la
qualité. Etablies par des Etats ou la Commissiomofgenne dans le cadre du
développement des "démarches qualité”, les BPF lsotraduction francaise déood
Manufacturing Practic(GMP) et s'appliquent a la fabrication de médicats&é usage

humain ou vétérinaife'™.
[11.3.4 : Les biobanques autorisées :

Selon la définition des 'ANSM, les biobanqueststes collections systématiques
d’échantillons de substances corporelles humaseasg( urine, ADN, tissus, cellules, etc.)
et des données personnelles qui y sont associées.

La législation actuelle (loi du 6 Aout 2004 révisge 2010) n‘autorisant pas l'utilisation
des cellules souches embryonnaires a des finspiadigues ou de recherches, certains
établissements se proposent de cryoconserver lass de/ulsées pour des raisons
orthodontiques ou dents de sagesse afin d'y prélemejours les cellules souches

mésenchymateuses présentes a leur surface.

La direction de la biobanque doit s’assurer dipeet des présentes directives
prévues par la loi francaise voire européenne.tAegard, les points suivants doivent tout
particulierement étre observeés:

— la biobanque doit disposer de personnel qualdi,structures et de matériel

appropriés;

— elle doit étre assortie d’'un systeme de contdde qualité adéquat pour la

conservation et l'utilisation des échantillons;

— elle doit garantir la protection des droits dearteurs, en particulier en matiere de
protection des données;

— la transmission des échantillons doit se déroddars le respect des droits de la
personnalité du donneur;

—les points principaux doivent étre formulés dansagiement.
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La complexité de la législation francaise au sdietla bioéthique peut souvent

rendre trop difficile I'acces a la recherche ou aaMveaux traitements, conduisant parfois
les patients au «tourisme de cellules soucheses. patients voyagent a I'étranger
(notamment 'Inde, le Mexique, la Thailande, Isyd@llemagne, 'Amérique latine et la
République dominicaine) afin de recevoir des traéets aux cellules souches
inaccessibles dans leur propre pays et en grandte paon éprouvés. Certains
« fournisseurs » expliquent a leur «clients » Igujparticipent a des traitements
« expérimentaux ». Cependant, payer pour receesitraitements non éprouves n’'est pas
la méme chose que participer & une étude clinifjmey a habituellement pas de données
précliniques établissant la sécurité et I'efficdciti d’examen indépendant sur le plan de
I'éthique assurant un juste équilibre entre leques et les bienfaits. Cela aboutissant la
plupart du temps a des échecs thérapeutiques naree de graves complications (des

tumeurs, la méningite, des incapacités et mémeélesss 46 (147 (148)

[11.4 : Acceptabilité par le patient (bénéficesfu®s) :

Depuis plus d'une décennie, une prise de conscidada part des patients quant a
leur état santé bucco-dentaire semble émerger. mla étre attribué aux différentes
actions de prévention de la Sécurité Sociale aescpdogrammes tels que « M'T dents »
pour les enfants (créé en 2007), ou des actiommuchdion favorisées par les médias et

autres moyens de communication...

Les patients sont aujourd'hui conscients que ggariérale rime souvent avec santé
bucco-dentaire. Au dela de l'esthétique, les pitigaulent pouvoir manger correctement
afin d'éviter, entre autres, des problemes digedts ont également compris I'importance
de prendre soin de leur bouche pour l'intégratemmsda société actuelle que ce soit dans la
recherche d'un emploi ou pour leur propre épanemisst social.

Cependant, aprés avoir énoncé les principalesculitts législatives et les
principaux risques associés a ces thérapeutigugndéatives, une question persiste.
Jusqu'ou peut aller l'acceptabilité des patientse fa ces nouvelles possibilités de
régénération osseuse. Pour chaque cas les patientsnt analyser rigoureusement les
bénéfices et les risques encourus. Seront-ils prétslaisser prélever des cellules souches
dans la graisse abdominale voire dans la moelleusss? Seront-ils préts a payer pour
faire cryoconserver des cellules souches préleypaesexemple sur le cordon ombilical de
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leur nouveau-né, pour éventuellement un jour lekseit & des fins thérapeutiques ?

Comment les patients vont-ils se projeter versnmes/elles possibilités médicales ? Sont-

ils préts a sauter le pas vers la recherche dmbirtalité... ?
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CONCLUSION

La fonte de I'os alvéolaire, phénoméne qui accagnpasystématiquement la perte
des dents, est une des principales difficultés engre en compte lors d’'un projet de
réhabilitation prothétique implantaire. Dans de bognx cas, il est nécessaire de
reconstruire ces pertes osseuses. Les méthodedlesstagouramment utilisées, présentent
des résultats peu prévisibles et reproductiblesdéyiendent de la technique de greffe
choisie, du matériau employé, et de ses propriétdsi que du praticien et du patient.

Ainsi les greffes d’os autogene, encore considéréssne legold standardpourraient étre

supplantées par les nouvelles techniques issukagkmierie tissulaire.

Les perspectives de cette médecine régénératintebimn réelles. Les résultats sont
prometteurs en ce qui concerne la régénératiorusssmais nous devons nous armer de
patience. Bien des voies, sans conteste novaticgsectaculaires, nécessitent de longues
et méticuleuses vérifications et d'indispensabfgsrafondissements du fait du manque de

recherches chez 'Homme et de suivi a long terme.

Quant aux réves dimmortalité ou ceux d’'un mondbairassé du fardeau des
maladies, ils devront rester des mythes. En dffetpoir permis grace a ces recherches
ouvre la porte aux grands débats éthiques et mpeauabes confrontations intellectuelles
entre craintes de dérives et quéte d’espoir pautes. C’est pour cela qu'aujourd’hui, en
France, les lois de bioéthique interdisent lesamavsur les cellules souches embryonnaires
et le clonage des embryons humains pour en fagexdebé-médicaments ». Jusqu’ou ira

donc la Iégitimité de la médecine régénérative giaimt de vue éthique ?

Vu le directeur de thése, le 06/11/2012 Vu le président du jury, le 06/11/2012
Docteur LAURENCIN Sara Professeur ARMAND Sexge
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APPORT DE L’ INGENIERIE TISSULAIRE EN REGENERATION
OSSEUSE PRE-IMPLANTAIRE

RESUME EN FRANCAIS :

La réhabilitation des deficits osseux alvéolaires fait partie intégrante du traitement

prothétique pré-implantaire. Alors que les méthodes actuelles de régénération osseuse,
constituées de greffes osseuses autologues, ou d'allo-, xéno-greffes, ou encore I’utilisation
de substituts osseux synthétiques, atteignent leur apogée freinées par leurs différentes
limites, I’intérét se porte sur les procédés d'ingenierie tissulaire pour aboutir a la
régénération osseuse. En plein essor, ces méthodes prometteuses pourraient étre utilisées
en pratique courante dans un avenir relativement proche. Pour I'heure, il convient de rester
prudent et critiques face au peu d'études réalisées a ce jour.

RESUME EN_ ANGLAIS : CONTRIBUTION OF TISSU ENGINEERING IN
ALVEOLAR BONE REGENERATION BEFORE IMPLANT PROSTHETIC
TREATMENT.

Alveolar bone defect rehabilitation of is part of the implant prosthetic treatment. While

current bone regeneration methods, consisting of autologous bone grafts or allo and xeno
transplantation, and the use of synthetic bone substitutes, reach their peak constrained by
their different limits, focus is set on tissue engineering for bone regeneration. These
promising methods could be used, a relatively close future, in everyday clinical practice.
However, for now, we should remain cautious and critical of the few studies conducted to
date.
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