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INTRODUCTION

Au cours des derniéres décennies, de nombreux travaux de recherche ont tenté de
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la régénération tissulaire. Les
cellules souches sont un des éléments clés de ce processus nécessaire au maintien de
I’homéostasie. Parmi les différents types cellulaires identifiés dans cette grande famille, les
cellules stromales mésenchymateuses ont suscité un intérét croissant aupres de la
communauté scientifique. Isolées et caractérisées initialement a partir du compartiment
stromal de la moelle osseuse, elles peuvent actuellement étre prélevées au sein de tissus

tels que le cordon ombilical, le tissu adipeux ou la pulpe dentaire, notamment.

Au sein des tissus oraux, isolées en premier lieu dans la pulpe de dents permanentes,
ces cellules stromales mésenchymateuses (CSM) ont par la suite pu étre isolées a partir du
tissu pulpaire de dents temporaires. Les CSM issues de dents temporaires exfoliées ont
pour particularité d’étre contenues dans un organe voué a étre remplacé. Les avantages qui
en découlent nous ont semblés tout a fait intéressants a explorer. Leurs propriétés immuno-
modulatrices, leur potentiel de prolifération et leurs multiples capacités de différenciation
font d’elles des candidates idéales dans le domaine de la médecine régénérative. Dans de
nombreux domaines médicaux, tels que la neurologie, la cardiologie ou encore
I’hépatologie, les traitements pharmacologiques ou chirurgicaux préconisés jusqu’a présent
connaissent certains écueils et nécessiteraient d’étre complétés voire remplacés par de

nouvelles approches, moins invasives et plus prédictibles.

Ayant fait le constat du potentiel de ces cellules pour de futures applications
cliniques, des industriels ont mis en place des infrastructures et dispositifs dans le but de
les conserver dans des conditions optimales permettant leur utilisation ultérieure en
thérapie cellulaire, dans le cadre de greffe autologue. Le cadre juridique en France
n’autorise pas, a ’heure actuelle, le développement de tels systémes, qui ne permettent

qu’une utilisation a des fins personnelles, contre rémunération.

Nous profiterons de 1’occasion qui nous est ici donnée pour faire état des avancées
scientifiques les plus récentes en matiere de recherche sur les cellules souches, la thérapie
cellulaire et la médecine régénérative. Nous détaillerons ensuite les propriétés des cellules
souches issues des dents temporaires exfoliées et les implications cliniques qui en
découleraient. Enfin, les enjeux éthiques et législatifs du développement de telles

techniques seront abordés.
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1. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES (CSM)

1.1. Propriétés fondamentales d’une cellule souche

1.1.1. Définition

Une cellule souche (CS) peut étre définie comme une cellule indifférenciée capable a
la fois d’auto-renouvellement et de différenciation en cellules plus spécialisées dans
certaines conditions. Son mode de division est dit asymétrique : une cellule fille s’engage
dans une voie de différenciation (maturation, spécialisation) tandis que 1’autre conserve la

capacité d’auto-renouvellement pour éviter le tarissement du stock de CS (1,2).

La fonction des CS est de proliférer et de créer chez I’embryon, ou pérenniser chez
I’adulte, la diversité des compartiments fonctionnels d’un tissu durant la vie de I’individu,
en produisant un large spectre de cellules différenciées. Chez 1’adulte, elles contribuent au
maintien de I’homéostasie et a la fonction des structures de supports, en particulier du

stroma (3).

Figure 1 : Propriétés fondamentales d'une cellule souche (4)
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Quelque soit 1’origine embryonnaire des structures tissulaires adultes, I’existence de
CS est nécessaire au renouvellement cellulaire et a la régénération tissulaire. Outre les
cellules souches mésenchymateuses, nous pouvons citer les cellules souches épidermiques,
nerveuses, hépatiques, ou encore hématopoiétiques. Notons que la vitesse de
renouvellement varie selon les structures considérées : pour exemple la peau et le sang se
régénerent bien plus rapidement que le foie et le tissu nerveux. Mais les CS a elles-seules
ne sont pas en mesure d’exercer les roles qui leur sont dévolus ; leur régulation dépend des
composants du microenvironnement local et sont localisées dans des zones bien

spécifiques, dites des « niches ».

1.1.2. Niche cellulaire

Au sein des tissus, le microenvironnement local des CS est composé d’éléments
nécessaires a leur régulation (5). Ces zones bien spécifiques, dites des « niches », au sein
desquelles elles sont retrouvées sont indispensables a leur fonction. L’influence des
composants de ces niches permettrait d’orienter le devenir des cellules — quiescence, auto-
renouvellement, différenciation — assurant ainsi le maintien de I’homéostasie tissulaire (6).
La niche représente un milieu dynamique, nutritif et informationnel dans lequel
I’intégration de multiples signaux permet un controle précis du nombre et de la fonction
des cellules souches.

Elles comprennent : (6)

- Des CS elles-mémes,

- des cellules de support qui interagissent directement avec les CS par I’intermédiaire
de récepteurs membranaires, de gap jonctions ou de facteurs solubles,

- de la matrice extracellulaire (MEC) qui correspond a un réseau de macromolécules
complexe et dynamique présentant diverses propriétés physiques et biochimiques
(7N,

- de vaisseaux sanguins qui conduisent des signaux systémiques et permettent le
recrutement de cellules inflammatoires ou d’autres cellules circulantes dans la
niche mais aussi I’entrée et la sortie des CS (migration et domiciliation),

- de fibres nerveuses communiquant de lointains messages physiologiques aux CS

dans leur microenvironnement.
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Figure 2 : Schématisation des composants d'une niche de cellules souches (6)

La connaissance des mécanismes moléculaires régissant les interactions entre les CS
et leurs niches doit étre approfondie et nécessite encore I’élaboration de travaux de
recherches en vue de I’exploitation des données théoriques a des fins thérapeutiques.

Actuellement, nous assistons au développement d’approches visant a modifier in
vivo les niches cellulaires afin de manipuler I’activité¢ des CS. Ces possibilités ouvrent la

voie a de nouvelles opportunités thérapeutiques en médecine régénérative (6).

1.1.3. Classification

Les CS peuvent étre classées selon le stade d’évolution au cours du développement :

- Anténatales : elles concernent alors les CS issues de 1’embryon et du foetus
- Périnatales : provenant du cordon ombilical ou de la membrane amniotique
- Post-natales : issues notamment de la moelle osseuse, du tissu adipeux ou encore de

la pulpe dentaire, potentiellement tous les conjonctifs
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Il apparait cependant plus pertinent a des fins didactiques de les catégoriser selon

leur potentiel de différenciation :

Figure 3 : Potentiel de différenciation des cellules souches (8)

1.1.3.1. Cellules souches totipotentes

Seules les CS embryonnaires (CSE) issues des premieres divisions de 1’ovocyte
fécondé (jusqu’au stade huit cellules) sont considérées comme telles, puisqu’elles perdent
par la suite la capacité de pouvoir former a elles-seules tous les tissus nécessaires au
développement d’un organisme entier, viable (c’est-a-dire y compris les annexes
embryonnaires). Le génome peut donc, a ce stade, coder I’information nécessaire a

I’¢laboration d’un organisme entier (9).
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1.1.3.2. Cellules souches pluripotentes

Elles correspondent aux cellules pouvant étre récupérées dans la masse cellulaire
interne du blastocyste et ont la propriété de pluripotence, c’est-a-dire de générer n’importe
quelle cellule spécialisée et fonctionnelle de [’organisme puisqu’elles peuvent se
différencier pour donner naissance aux cellules issues de n’importe lequel des trois
feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme) mais ne permettent pas la
formation d’un organisme puisqu’elles ne peuvent coder pour les annexes embryonnaires
(10). En dépit de I’intérét scientifique qu’elles suscitent, de nombreuses questions éthiques
font obstacles a leur utilisation a des fins thérapeutiques, leur prélévement nécessitant la
destruction de I’embryon dont elles proviennent. Ainsi, a I’heure actuelle, il n’existe ni
thérapeutique ni essai clinique appliqués a I’homme basés sur I'utilisation de ces cellules.
Cependant, elles peuvent étre utilisées a des fins de recherche dans un cadre juridique bien

défini.
1.1.3.3. Cellules souches pluripotentes induites

La reprogrammation génique de cellules somatiques différenciées pour 1’obtention de
CS pluripotentes induites (iPSC pour « induced pluripotent stem cells ») a été proposée

initialement en 2006 par Takahashi et Yamanaka en premier lieu chez la souris (11).

En introduisant 4 génes (c-Myc, OCT3/4, SOX2, KIf4) (12) au moyen de rétrovirus
dans des fibroblastes murins adultes, ils ont fait acquérir a ces cellules des propriétés de
progéniteurs embryonnaires. En 2007, Takahashi et coll. sont parvenus aux meémes

résultats a partir de fibroblastes humains (13). Yu et coll. ont mené une étude similaire

chez I’homme en manipulant d’autres génes (OCT4, SOX2, NANOG, LIN28) (14).

L’obtention de ces cellules représente une avancée majeure laissant espérer de
s’affranchir de la plupart des contraintes légales et éthiques associées a 1’utilisation de
CSE. Cependant, en France, I’utilisation chez 1’homme de cellules manipulées

génétiquement n’est pas autorisée a ce jour.

Au Japon, un essai clinique sur 1’utilisation des iPSCs a débuté en 2014 dans le cadre
de dégénération maculaire liée a 1’age (15). Actuellement, le recul clinique permettant de
s’assurer de I’innocuité de telles transplantations cellulaires ne semble pas suffisant pour
étendre ’utilisation des iPSCs a la thérapeutique. En effet, le potentiel tumorigénique n’a

pas été clairement évalué.
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1.1.3.4. Cellules souches multipotentes

Rapidement, au cours du développement, la propriété de pluripotence est perdue et
les cellules prennent alors le statut de progéniteurs, restreints a un groupe d'organes ou

tissus. Elles sont présentes dans de nombreux tissus apres la naissance (16).

Contrairement aux cellules pluripotentes qui ont la capacit¢ de se diviser
indéfiniment, les CS multipotentes (déja engagées dans un programme spécifique) ne le
peuvent que pour compenser 1’apoptose ou en cas de dommages tissulaires. Elles
participent a la régénération des tissus en fonction des signaux envoyés par
I’environnement. Certains signaux inductifs permettraient a une lignée cellulaire de se
développer de fagon prédominante, mettant en lumiére I’existence de sous-populations

cellulaires dans un contingent initial de progéniteurs tissulaires (17).

L’Allemand F.E.C. Neumann a été le premier a postuler a la fin du XIXe siécle
qu’une CS pourrait étre a ’origine de toutes les lignées. Les CS hématopoiétiques (CSH)
par exemple, ont la capacité¢ de donner naissance a toutes les cellules hématopoiétiques
matures circulantes, via la production de progéniteurs qui se différencient a leur tour en
cellules des lignées myé¢loides et lymphoides. Les CSH sont donc a l’origine de la

formation continue et régulée des cellules sanguines (18).

1.1.3.5. Cellules souches unipotentes

Ce sont des précurseurs dédiés a un type cellulaire mais qui ont la capacité de s’auto-

renouveler comme toutes les CS. Nous en exposons ci-dessous deux exemples.

Chez les mammiféres, 1’épiderme se renouvelle continuellement. La desquamation
des cellules a la surface de la peau doit naturellement étre compensée par le
renouvellement de 1’épiderme, assuré par les kératinocytes de la couche basale qui se
divisent activement et se différencient en cellules de la couche cornée (19). En Europe,
Ronfard et coll. ont été¢ les pionniers dans 1’isolement des CS de patients séverement
briilés, suivie par leur expansion et par la transplantation de couches d’épithélium stratifié

produites in vitro (20).

18



Les hépatocytes constituent la population de cellules la plus importante du foie et
assurent 1’essentiel des fonctions métaboliques et de détoxication. Bien que différenciés et
quiescents dans un foie non stimulé, les hépatocytes peuvent, si besoin, proliférer in situ,
dotant le foie de ses capacités régénératives (21). En réponse a une hépatectomie partielle,
le foie régénére principalement par prolifération cellulaire. Toutefois, si une atteinte
hépatique s’accompagne d’une inhibition de la prolifération des hépatocytes, la
régénération implique l’induction de CS (22). Dans un foie adulte en condition
pathologique, les hépatocytes dérivent d’hépatocytes préexistants ou de cellules

progénitrices, selon la nature de I’atteinte hépatique (23).

Le terme générique « souche » reste cependant trop généraliste et simpliste pour
refléter convenablement les fonctionnalités, les propriétés et les caractéristiques des

cellules qui répondent a cette définition.

1.2. Cellules stromales mésenchymateuses (CSM)

Parmi les CS adultes, les CSM ont ét¢ décrites dans de nombreux tissus (15, 16, 17).
Il est généralement considéré que les cellules a 1’origine des CSM sont issues du
mésoderme, or une étude publiée en 2007 par Takashima et coll. suggere que la population
CSM pourrait correspondre a une population hétérogene de cellules progénitrices
d’origines embryonnaires différentes avec des potentialités de différenciation dépendantes

de cette origine (27).

Le terme de cellules « souches », désignant a ’origine les cellules embryonnaires
totipotentes (capables de générer toutes les cellules de l’organisme), ne serait pas
totalement admis par la communauté scientifique frangaise qui préfére employer le terme
de cellules « stromales mésenchymateuses » qui serait plus en accord avec la notion de

cellules progénitrices.

Les travaux de Caplan en 1991, ont permis d’introduire le terme de « mesenchymal
stem cell », la traduction littérale étant « cellules souches mésenchymateuses », certains
auteurs ont pris le parti de ’employer (28)(29). En 2017, il a lui-méme proposé¢ de
remplacer ces termes pour les désigner comme « Medicinal Signaling Cells » afin de
refléter davantage leur capacité a sécréter des facteurs bioactifs ayant des effets immuno-
modulateurs et trophiques, en partie responsables de leur role dans la régénération

tissulaire (30).
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1.2.1. Historique

Les recherches menées par Friedenstein et ses collaborateurs dans les années 1970
ont permis de montrer I’existence de CS « non-hématopoiétiques », contenues dans le
compartiment stromal de la moelle osseuse. Leur isolation et leur mise en culture ont
permis de les décrire comment étant des cellules adhérentes au plastique, capables de
cloner et de proliférer rapidement (31). Ces cellules médullaires, d’allure fibroblastique,

forment in vitro des « colony forming units-fibroblastic » (CFU-F).

Les expériences de transplantation in vivo ont confirmé I’existence d’une sous-
population de cellules progénitrices médullaires potentiellement responsables de la
régénération des tissus conjonctifs (32); qualifiées par la suite de cellules souches

stromales de la moelle osseuse (33).

Cette découverte n’a pas eu de répercussion immédiate dans le monde scientifique
puisque ce n’est que dans les années 1990 que des travaux similaires ont été entrepris et
finalement publiés dans des revues de renommée mondiale. Les travaux de Prockop et coll.
et ceux de Pittenger et coll., notamment, ont donné lieu a des articles publiés dans la revue

Science, en 1997 et 1999, respectivement (16,34).

Depuis, d’autres populations cellulaires semblables aux CSM de la moelle osseuse
ont pu étre isolées a partir de diverses sources tissulaires. La compréhension des
mécanismes biologiques régissant la régénération tissulaire est devenue un enjeu majeur
des recherches actuelles et les applications thérapeutiques pouvant en découler sont d’un

intérét certain en terme de santé publique.

1.2.2. Propriétés des CSM

En 2007, ’'ISCT (« International Society for Cellular Therapy ») a défini les CSM
comme des cellules multipotentes isolées a partir de nombreux tissus et qui associent

différents critéres (35) :

- Les CSM doivent étre adhérentes au plastique dans des conditions de culture

standardisées

- Elles forment des clones in vitro : leur nombre témoigne du potentiel multipotent

de la culture
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- Elles doivent exprimer les marqueurs de surface CD105, CD73 et CD90

- Elles ne doivent pas exprimer CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CDI19
ainsi que les molécules de surface HLA-DR (« Human Leukocyte Antigen »,

marqueurs spécifiques hématopoiétiques)

- Elles peuvent se différencier en 3 lignages: chondrocytes, ostéoblastes et

adipocytes

Les CSM sont donc des cellules multipotentes a 1’origine des composants des tissus
conjonctifs du squelette : os, cartilage, tissu adipeux. De fagon plus contestée, elles
donneraient également naissance aux cellules musculaires sarcomériques (squelettiques et
cardiaques) et aux cellules endothéliales, voire a des cellules d’origine non

mésodermique selon un mécanisme de transdifférenciation.

Elles sont destinées a se différencier en cellules conjonctives mais peuvent aussi en
cellules nerveuses, hépatocytes, cardiomyocytes, entre autres ; in vitro selon les conditions
de culture (36,37). Cependant, les conditions expérimentales ne peuvent pas reproduire le
microenvironnement tissulaire réel, c’est la toute la difficult¢é de la transposition des
recherches a I’application clinique. La complexité du vivant ne peut pas étre représentée

dans sa totalité dans le milieu de culture.

Les criteres proposés par I’'ISCT visent a uniformiser la caractérisation et 1’isolation
des CSM in vitro, afin que les investigations dans ce domaine montrent une certaine
harmonisation. L’échange de données au sein de la communauté scientifique est primordial

dans I’intérét de [’avancée des recherches.

L’application de I’ensemble des critéres des cellules souches a 1’é¢tude des CSM
montre que ces cellules constituent une catégorie singuliere, différente, a bien des égards,

des cellules souches classiques de I’hématopoicse.

1.2.2.1. Clonogénicité

Dans des conditions de dilution et de cultures appropriées, variables selon les
especes, des colonies individuelles se forment et correspondent & un précurseur unique.

Ces colonies sont appelées CFU-F (pour « colony forming units-fibroblastic ») (35).
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1.2.2.2. Phénotype de surface

Malheureusement il n’existe pas de marqueur spécifique des CSMs mais certains
permettent de les identifier et les isoler in vitro. Outre les marqueurs CD105, CD73 et
CD90, le marqueur STRO-1 (antigéne de surface résistant a la trypsine) semble faire partie
des marqueurs de sous-populations multipotentes ; il est exprimé précocement et son

expression diminue progressivement en culture.

En 2006, Kerkis et coll. ont publié une étude permettant de montrer la présence de
marqueurs de CSEs a la surface de CSMs issues de tissu pulpaire de dents temporaires
(qu’ils nomment « IDPSCs » pour « immature dental pulp stem cells ») : Oct-4, Nanog,
SSEA-3, SSEA-4 (« stage-specific embryonic antigens »), TRA-1-60, TRA-1-81 (« tumor
recognition antigens ») (38). De ce fait, certains auteurs les qualifieraient de pluripotentes

(39).
1.2.2.3. Multipotence

Les CSM sont destinées a s’orienter vers des phénotypes de cellules des conjonctifs :
ostéocytes, chondrocytes, adipocytes, fibroblastes de la peau et des tendons, myocytes,

entre autres (40,41).

Certains auteurs suggerent qu’elles feraient preuve d’une grande « plasticité » et leur
conférent la capacité a se différencier en hépatocytes, cellules nerveuses, endothéliales ou

encore musculaires cardiaques, comme cela a déja été évoqué (36,37,42).
1.2.2.4. Immuno-modulation

Les progéniteurs mésenchymateux auraient la capacité de moduler la réaction
immunitaire, et ainsi ’inflammation, lorsqu’elles sont transplantées in vivo. Ces propriétés
immuno-modulatrices et anti-inflammatoires ont fait, et font actuellement, 1’objet de

nombreuses études (43,44).

Elles exercent leurs effets via la sécrétion de molécules bioactives, selon des
mécanismes paracrines. L’apport de facteurs solubles dérivés de CSM pourrait ainsi

s’envisager en thérapeutique (45).
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Faisant suite a des études précliniques, montrant 1’efficacité et 1’innocuité de la
greffe de CSM, des essais cliniques ont pu récemment voir le jour afin d’¢laborer de
nouvelles approches thérapeutiques dans le cadre de désordres immunitaires. En
hématologie, dans des essais de phase I-11, la greffe de CSH a été associée a celle de CSM
autologues, pour améliorer la prise de greffe, ou de CSM allogéniques, pour induire une

immunosuppression (29).

Leur effet immunosuppresseur s’exprime par une action inhibitrice sur 1’ensemble
des effecteurs de la réponse immune innée et adaptative (46). Elles ont en outre un effet
inhibiteur sur les lymphocytes T et B en les bloquant en phase GO/G1 du cycle cellulaire
(47,48). Elles agissent ¢également au niveau des cellules dendritiques (cellules
spécifiquement présentatrices de I’antigéne) en bloquant la différenciation des monocytes
en cellules dendritiques et en inhibant partiellement la maturation de ces dernicres ainsi

que leur production de cytokines pro-inflammatoires, in vitro (49).

N’exprimant pas a leur surface de molécules des complexes d’histocompatibilité I et
II, elles n’activent pas de lymphocytes allogéniques ou xénogéniques et sont ainsi

considérées comme non immunogenes (40).

L’apport systémique ou local de CSM pourrait étre une solution permettant de palier
aux écueils des traitements immunosuppresseurs actuels, qui engendrent des effets

secondaires cytotoxiques importants.
1.2.2.5. Migration et domiciliation

Les CSM sont extrémement rares dans la circulation sanguine et lorsqu’elles sont
injectées par voie intra-veineuse elles se logent préférentiellement au niveau de certains
organes, notamment au sein des poumons (50,51). Aussi, leur administration systémique a
permis d’améliorer significativement les fonctions neurologiques apres une ischémie
cérébrale chez le rat. Injectées de fagon systémique, elles ont été capables de migrer dans
les tissus cérébraux endommagés (52). Les études menées sur la migration et la
domiciliation des CSM ont permis de montrer qu’elles restent a un stade quiescent au sein
de leur niche jusqu’a ce qu’elles regoivent des signaux entrainant leur migration vers les
tissus endommagés (53). Apres leur passage passif dans les micro-vaisseaux, elles peuvent
interagir avec les cellules in situ et sécrétent un ensemble de facteurs de croissance et de

cytokines (54).
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1.2.2.6. Effet trophique

De par leur capacité a sécréter des molécules impliquées dans I’homéostasie, telles

des cytokines, des facteurs de croissance et des glycoprotéines de la MEC, les CSM ont un

effet sur la trophicité tissulaire (55). Ces molécules participent a la réduction

I’inflammation et sont impliquées dans la stimulation de la régénération tissulaire.

de

Propriétés des CSMs

In vitro

Clonogénicité

Formation de colonies de type CFU-F

Phénotype de surface

Marqueurs positifs : CD 73, CD90, CD105
Marqueurs négatifs : CD14, CD19, CD31, CD45, HLA-DR

Multipotence

Différenciation en cellules de la lignée mésodermique selon le
microenvironnement.
Phénomeénes de transdifférenciation rapportés mais controversés.

In vivo

Immuno-modulation

- Bloquent les lymphocytes T et B dans la phase GO/G1 du cycle
cellulaire

- Interférent dans la sécrétion de I’interféron y et le TNF o

- Modifient I’activité des cellules dendritiques

Dommage tissulaire > stimulation des CSM restées quiescentes >

Mlgl:a'Fl(‘)l’l et migration vers tissu cible > traversée de I’endothélium > sécrétion
domiciliation

de facteurs solubles

Synthése de :
e renn - Composants della MEC

- Facteurs de croissance

- Cytokines

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des propriétés des CSM in vitro et in vivo

1.3. Sources de CSM

Elles peuvent étre prélevées dans différents tissus tels que le tissu adipeux, les

muscles, le sang de cordon ombilical, le placenta, le liquide amniotique, la membrane

synoviale, notamment (56).
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Bien qu’elles partagent des caractéristiques communes elles peuvent, selon leur
origine, varier en ce qui concerne leur potentiel de différenciation et leur capacité

d’expansion (57). Nous exposerons ci-apres les principales sources de CSM.

1.3.1. Extra-orales

1.3.1.1. Moelle osseuse

La moelle osseuse contient deux grands types de cellules souches distinctes et
interdépendantes : les cellules souches hématopoiétiques (CSH) et les cellules stromales
mésenchymateuses (BMMSCs pour « bone marrow mesenchymal stromal cells »). Les
BMMSCs supportent la différenciation des CSH via des signaux moléculaires spécifiques.
Elles ont été caractérisées a posteriori a partir de prélévements médullaires et par la suite
des cellules similaires ont pu étre isolées de la quasi-totalité des tissus et définies comme

CSM (58).

Bien que la découverte de ces cellules dans la moelle soit un événement d’une
importance majeure, certaines de leurs propriétés ont amené les scientifiques a rechercher
de nouvelles sources de CSMs. En outre, leur expansion ex vivo ne peut aboutir qu’a 30 a
50 doublements de populations et I’expansion cellulaire a long terme risque d’engendrer
des aberrations chromosomiques (59)(60). De plus, leur fréquence est faible et estimée
entre 0,01 % et 0,0001 % des cellules nucléées de la moelle osseuse adulte (16). Enfin, leur
prélevement nécessite une anesthésie générale et la méthode de prélévement est hautement

invasive (aspiration, le plus fréquemment au niveau de la créte iliaque).

1.3.1.2. Tissu adipeux

Les CSM issues du tissu adipeux (ASCs pour « adipose-derived stem cells »)
représentent une source trés prometteuse en thérapie cellulaire pour des raisons de sécurité,
d’ergonomie de prélévement et de culture. Le tissu adipeux est de prélevement aisé
puisqu’il se réalise sous anesthésie locale et présente peu de risque de morbidité

(lipoaspiration, dermoplastie) (61).

Le tissu adipeux constitue donc une source de CSM en quantités abondantes et les

ASCs ont montré des capacités de prolifération supérieures aux BMMSCs (57).
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1.3.1.3. Cordon ombilical

I1 a été rapporté que les tissus tels que le sang placentaire, le placenta mais aussi la
matrice ombilicale (appelée gelée de Wharton) contiennent des cellules possédant un
phénotype proche de celui des BMMSCs ayant 1’avantage de constituer une population
cellulaire plus primitive, bien que cette assertion reste contestée. Ainsi elles posséderaient
des capacités de prolifération plus élevées que les cellules issues de la moelle osseuse. De
plus, leur utilisation ne se heurte pas aux problémes éthiques soulevés par 1’utilisation de

CSE (39).

1.3.2. Intra-orales

Ce travail s’intéressant essentiellement aux SHED, il ne s’agit pas dans cette partie
de détailler toutes les données concernant les autres types de progéniteurs retrouvés au
niveau des tissus dentaires et péri-dentaires. Certains éléments semblent cependant

intéressants a des fins de comparaison.

Figure 4 : Schématisation des sources de CSMs orales, adapté a partir du schéma de
Egusa et coll. (62)

TGPCs * : non abordé dans ce travail
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1.3.2.1. Progéniteurs mésenchymateux desmodontaux

Les cellules progénitrices du ligament parodontal (« PerioDontal Ligament Stem
Cells », PDLSCs) peuvent étre prélevées au niveau de la surface radiculaire de dents
avulsées. Elles permettent le maintien de [’homéostasie tissulaire des structures
parodontales de par leur potentiel ostéoblastique et cémentoblastique (63) et possédent les

caractéristiques in vitro des CSM (64),(65),(66).

Une étude publiée en 2008 par Liu et coll. a été conduite dans un modele porcin de
transplantation autologue de PDLSCs qui se sont révélées capables d’induire une

régénération des tissus parodontaux (67).

1.3.2.2. Progéniteurs mésenchymateux folliculaires

Le follicule dentaire, enveloppant les bourgeons dentaires en développement,
contient des cellules progénitrices d’origine ectomésenchymateuse appelées « dental
follicle stem cells » (DFSCs). Elles peuvent étre isolées aprés avulsion de dents de sagesse

incluses ou a I’état de germe.

In vitro elles ont la capacité de se différencier en odontoblastes, cémentoblastes,

ostéoblastes (68), chondrocytes, myoblastes et cellules nerveuses (69,70).

Une étude menée in vivo par Handa et coll. a montré qu’une sous population de
DFSCs bovines était capable de former du cément aprés transplantation chez la souris

immunodéprimée (71).

1.3.2.3. Progéniteurs alvéolaires et périostés

Les sources de CSM doivent étre accessibles et les méthodes de prélevement les
moins invasives possibles. Dans cette logique, il a été¢ proposé¢ de récupérer les cellules
progénitrices alvéolaires (alveolar bone-derived stromal cells ou « ABSCs ») a partir de
résidus de forage implantaire. Elles ont été capables in vitro de se différencier en

ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes (72).

27



Figure 5: Ostéotomie implantaire, foret permettant de récupérer I’os alvéolaire (73)

Les CSM de la couche interne du périoste (« periosteum-callus-derived
mesenchymal stem cells» ou PCDSCs) ont montré un potentiel ostéogénique,

chondrogénique et adopigénique (74).

Aprés transplantation chez la souris, elles permettent une formation osseuse en

quantité plus importante en comparaison des BMMSCs (75).

1.3.2.4. Cellules mésenchymateuses de la papille apicale

Les cellules mésenchymateuses immatures issues de la papille apicale (appelées
SCAP pour « stem cells from apical papilla ») sont retrouvées dans la région apicale de la
racine des dents permanentes immatures et semblent étre localisées préférentiellement au
sein de niches périvasculaires (76). Elles sont les précurseurs de la pulpe radiculaire, se
différencient en odontoblastes primaires responsables de la formation de la dentine

radiculaire (77).

Elles ont la capacité¢ de se différencier en odontoblastes et adipocytes in vitro
(78),(79) et sont capables de générer un complexe dentino-pulpaire fonctionnel in vivo
lorsqu’elles sont transplantées avec une matrice appropriée chez la souris immuno-

déficiente (77).
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1.3.2.5. Progéniteurs mésenchymateux pulpaires

Découvertes initialement par Fitzgerald et coll. en 1990 lors de I’observation de
cellules de type fibroblastique capables de se différencier en odontoblastes (80), les
« dental pulp stem cells » (DPSCs) ont été finalement isolées et identifiées en 2000 par
Gronthos et coll. (81). Elles semblent résider dans les régions péri-vasculaires du tissu
pulpaire. En effet, ’expression des marqueurs STRO-1 et CD146 dans la pulpe est

restreinte aux pourtours des vaisseaux sanguins (82).

Les DPSCs ont la capacité¢ de former in vivo, aprés transplantation chez la souris

immuno-déficiente, des complexes pulpo-dentinaires (83).

De plus, elles expriment a leur surface des marqueurs de cellule nerveuse et
d’adipocyte. Il a été établi I’existence de sous-populations dans le tissu pulpaire faisant état
de I’hétérogénéité des DPSCs. Cette hétérogénéité inclut des capacités variables
concernant le potentiel de différenciation et la capacité d’auto-renouvellement de ces

cellules (84). Ainsi une sous-population a montré in vivo des capacités ostéogéniques (85).

Apres transplantation dans le liquide cérébro-spinal de rat, elles ont été capables de
migrer dans différentes régions du cortex et d’exprimer des marqueurs neuronaux

spécifiques (86).

1.3.2.6. Autre source : pulpe de dents surnuméraires

La pulpe de dent surnuméraire pourrait étre une source accessible de CSM, au
méme titre que les DPSCs et les SHED. Elles sont dans la majorité des cas vouées a €tre

extraites du fait des désordres qu’elles peuvent engendrer (87).

En 2008 Huang et coll. (88) ont ainsi suggéré qu’il pourrait s’agir d’une source de
CSM probante, d’autant qu’elle présente I’avantage d’un prélévement relativement aisé et
I’absence de risque de morbidité du site. Cependant, la prévalence des dents surnuméraires

étant relativement faible, les quantités disponibles restent limitées.

En 2011, Lee et coll. ont souhaité comparer les propriétés in vitro de DPSCs de dents

surnuméraires et de SHED (89).
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Cette analyse a permis de montrer certaines similitudes concernant les populations
cellulaires étudiées (capacités de différenciation en lignées adipogénique, ostéogénique et
chondrogénique, marqueurs de surface). Cependant, le taux de prolifération des SHED
s’est révélé plus important, tout comme leur vitesse de doublements de population, dont les

valeurs ont de nouveau ¢té évaluées 48 heures apres la mise en culture.

Depuis les années 2000, I’isolation, la caractérisation et la mise en évidence des
potentialités des différentes populations de CSM issues de la sphére orale ont permis de
mettre en lumicre la possibilité de restaurer les tissus endommagés par de nouvelles
approches thérapeutiques. Dans le domaine de I’ingénierie tissulaire, ces cellules
pourraient faire partie des outils utilisés en vue de la régénération des structures lésées.
Cependant, les matériels et méthodes développés par les équipes de recherche divergent et
peuvent influencer les résultats obtenus. En 2009, Huang et coll. ont établi un tableau
récapitulatif des capacités in vitro et in vivo des CSM pouvant étre prélevées au niveau des

tissus dentaires et péri-dentaires (60). Nous 1’avons reproduit a titre indicatif.
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Analyse in vitro

Analyse in vivo

Type
cellulaire DP* Multipotence Formation tissulaire ectopique
Osteo-dentinogénique + Complexe dentino-pulpaire
Adipogénique + .
DPSCs | 60>120 | Chondrogénique + | Cellules «odontoblast-like »
Myogénique + . .
Neurogénique + Tissu « bone-like »
Dentinogénique + Tissu « dentin-pulp-like »
Adipogenique * | Cellules « odontoblast-lik
(. ellules « odontoblast-like »
+
SHED > 140 Chondqugenlque
Myogénique + . . issulai
Neurogénique + ormation tissulaire osseuse
Ostéo-induction +
" — -
Dentinogénique N Complexe dentino-pulpaire
Adipogénique .
L. ND | Cellul dontoblast-lik
SCAP >70 Chondrogénique ND elivies « odontoblast-iiie »
Myogénique N
Neurogénique N
Ostéo-cémentogénique + Tissu « cementum-like »
Adipogénique + ) ]
PDLSCs ND Chondrogénique + Formation « PDL-like »
Myogénique ND
Neurogénique +
cé . Formation « PDL-like »
émentogénique +
Odontogénique + . i
Adipogénique- + Formation de matrice
DFPCs* ND . cémentaire
chondrogénique +
Myogénique ND
Neurogénique ND
- Formation tissulaire osseuse
Odontogénique -
Ostéogénique + . o
Adipogénique- + Formation cartilagineuse,
BMMSCs 30>50 L. musculaire, neuronale
chondrogénique +
Myogénique +
Neurogénique +

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des propriétés des CSM orales d'aprés Huang et coll. (60)

DP : Doublements de population

ND : non déterminé

DFPCs : Dental follicle precursor cells
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2. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES ISSUES DE
DENTS TEMPORAIRES EXFOLIEES (SHED)

2.1. Caractéristiques des dents temporaires

L’Homme présente deux dentitions successives, il est qualifié¢ de « diphyodonte ». La
premiere denture est constituée de 20 dents temporaires (en I’absence d’anomalie), qui

seront remplacées par 32 dents successionnelles, dites permanentes.

2.1.1. Odontogenése : rappels

2.1.1.1. Aspects morphologiques de I’odontogenése

Afin de restaurer ou remplacer de facon optimale les structures tissulaires dans le
domaine de I’odontologie, la connaissance des mécanismes régissant leur développement
au stade embryonnaire et les moyens de les reproduire semblerait étre 1’approche la plus

pertinente.

65" — 7°™ semaine

Le développement dentaire débute morphologiquement vers la
de la gestation et s’étend jusqu’a 1’age de 18- 25 ans environ. La mise en place des deux
dentures, temporaire et permanente, comprend quatre périodes : la vie intra-utérine avec la
formation des bourgeons des dents temporaires, la petite enfance de 0 a 6 ans avec la
dentition temporaire, ’enfance de 6 a 12 ans avec la dentition mixte et I’adolescence de 12
a 16 ans avec la dentition permanente, 1’odontogenése s’achéve entre 18 et 25 ans par la
3éme

rhizagenese et I’éruption des molaires permanentes.

Séme et la 6éme

Entre la semaine de vie intra-utérine, le mésenchyme des futurs
maxillaires est infiltré par des cellules ayant migré depuis les crétes neurales, c’est
I’induction primaire, a I'origine de la morphogenese primaire de 1’organe dentaire. Le
germe dentaire qui est produit a ce stade est composé de trois entités : 1’organe de I’émail,
la papille primitive (structure ectomésenchymateuse), le follicule fibreux (structure
ectomésenchymateuse périphérique). La différenciation des odontoblastes et des

améloblastes est ensuite initiée (90).
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Figure 6 : Schématisation des stades initiaux du développement dentaire (91)

: Stade de bourgeon

: Stade de cupule

: Stade de cloche

: Début du développement radiculaire

ol @velil =

Cette phase d’odontogenese primaire fixée, commencent a se développer les
structures coronaires puis radiculaires et parodontales en méme temps que se produit

I’éruption.
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2.1.1.2. Eruption

Le développement dentaire d’un individu comprend des processus variés : la
formation des cryptes dans 1’os alvéolaire, la minéralisation des couronnes et des racines et
I’éruption dentaire qui regroupe I’ensemble des mouvements qu’effectue la dent depuis sa

position d’inclusion jusqu’a sa position fonctionnelle sur I’arcade dentaire.

Les mécanismes éruptifs ne sont pas encore complétement ¢lucidés mais plusieurs
approches ont permis d’apporter certains ¢léments de réponse : études radiologiques et
histologiques de sujets normaux, observations cliniques de sujets présentant des anomalies

d’éruption, observations expérimentales chez les animaux.

2.1.1.3. Particularités de [’odontogenése des dents

temporaires

Les dents temporaires ne servent pas seulement de guides pour les dents
permanentes, elles sont également impliquées dans 1’induction de la formation osseuse lors
de leur €ruption (92). L’existence de la dent temporaire est éphémere. Elle est régie par
trois phénomenes génétiquement programmeés : organes trop petits pour une arcade
croissante et mal adaptée a 1’évolution de la fonction manducatrice, bréve période de
maturation, qui ne permet pas de former un organe persistant, rapidement suivie d'une

période de sénescence pulpaire liée a la résorption.

Les dents de remplacement commencent leur développement morphologique pendant
I’odontogenese des dents temporaires. Ces derniéres subissent une rhizalyse (résorption
radiculaire physiologique) suivie d’une exfoliation qui coincident avec le développement
de I’organe permanent sous-jacent (93). Ce phénomene, nécessaire a 1’éruption des dents
permanentes, s’accompagne de modifications du tissu pulpaire. Au stade de formation et
développement les DT sont peu minéralisées et faiblement ancrées dans le support osseux.
Arrivées au stade de maturité on assiste a une période de stabilité ou le potentiel de défense
est optimal. Elles passent finalement en phase de sénescence marquée par I’usure et la
rhizalyse qui aboutira a 1’exfoliation. Aussi, la poussée des germes définitifs sous-jacents
se déroule dans un contexte inflammatoire. On assiste a une succession de phases actives
de résorption et de réparation par destruction cémentaire et dentinaire, désorganisation des

fibroblastes desmodontaux et action des macrophages.
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Au stade précoce de la résorption la pulpe reste vivante mais le nombre de fibres
nerveuses se réduit. S’ensuit le développement du tissu de granulation et une
dégénérescence des odontoblastes. Les structures radiculaires disparaissent peu a peu,

remplacées par un tissu de granulation qui progresse jusqu’a I’exfoliation.

Sous I’action conjuguée des forces éruptives de la dent permanente et des forces
masticatoires exercées sur la denture temporaire, on observe une modification du tissu
conjonctif interposé entre les deux organes dentaires en un tissu de granulation typique
fortement hyperhémié de type inflammatoire se met en place. Dans la phase terminale, de
trés nombreux ostéoclastes sont présents et du tissu de granulation est retrouvé sur les deux

versants, pulpaire et desmodontal.

2.2. Les SHED comme source de CSM

Les SHED représentent une source accessible de CSM post-natales qui peuvent étre
isolées et cultivées ex vivo. Isolées depuis le tissu pulpaire de DT et caractérisées
initialement par Miura et coll. en 2003, elles font aujourd’hui 1’objet de nombreuses
recherches afin de déterminer les possibilités thérapeutiques qu’elles pourraient offrir du

fait de leurs propriétés (94).

Il a été démontré que leur taux de prolifération est plus important que les DPSCs et
les BMMSCs (SHED > DPSCs > BMMSCs) (94-96). Elles possédent également la plus
grande capacité de doublement de population parmi les CSM recensées (supérieure a

140) (60).

Leur prélévement présente peu, voire pas, de risque de morbidité du site donneur
puisque les dents temporaires sont des organes voués a s’exfolier naturellement,
contrairement au recueil de BMMSCs qui fait appel a des techniques hautement invasives.
Une avulsion dentaire rend opportunément accessible et en quantité intéressante ces
cellules pour de potentielles applications cliniques. Les dents temporaires représentent en

effet une source intarissable.
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2.2.1. Phénotype

Il a ét¢ démontré en 2010 par Yamaza et coll. que les SHED expriment les
marqueurs de surface mésenchymateux suivants: STRO-1, SSEA-4, CD73, CDI105,
CD146 (MUCI18), CDI166 et n’expriment pas CD34 et CD45 (marqueurs
hématopoiétiques) (97).

Kerkis et coll. ont résumé les résultats obtenus par Miura et coll.(94) Yamaza et coll.

(97) et Pivoritinas et coll. (98) dans le tableau suivant :

Figure 7: Résultats des analyses phénotypiques réalisées par Miura et coll. en 2003,
Yamaza et coll. et Pivoriiinas et coll. en 2010 (99)

n/a : non analysé, (+) marqueur positif, (-) marqueur négatif
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2.2.2. Immuno-modulation

Yamaza et coll. en 2010 ont publié une étude portant spécifiquement sur les
propriétés immuno-modulatrices des SHED. A ces fins, ils ont analysé les effets de la
transplantation systémique de SHED chez la souris atteinte de lupus érythémateux
systémique (modéle MRL/Ipr). Une inhibition significative des lymphocytes Thelper 17
(Th17) a pu étre observée in vitro. Apres transplantation, une élévation du taux de

lymphocytes T régulateurs (Tregs) a pu étre détectée.

Les lymphocytes Th17 produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que 1L-17
et entretiennent les processus auto-immuns. Les lymphotcytes Tregs permettent de
supprimer ce type de sécrétion. La transplantation de SHED permettrait donc de moduler le

ratio Th17/Tregs en inhibant I’activité des lymphocytes Th17.

2.2.3. Effet trophique et différenciation

Issues nécessairement d’individus jeunes, les SHED sont considérées comme des
cellules plus « immatures » que celles prélevées au sein des dents permanentes, bien que
cette hypothese nécessite d’étre vérifiée expérimentalement. Leur capacité a proliférer plus
rapidement comparativement aux DPSCs, ainsi que leur plus grande « plasticité »

pourraient étre attribués a cette caractéristique (94,100,101).

2.3. Mise en ceuvre des banques de SHED

L’¢laboration de thérapies novatrices en médecine régénérative doit s’inscrire dans
un contexte d’ « approche centrée sur le patient ». Il ne s’agit plus de traiter une pathologie
mais bien des individus car chacun sait qu’il existe de grandes disparités inter-
individuelles ; les facteurs environnementaux, sociaux et économiques ne pouvant étre

négligés pour une prise en charge adéquate des patients.

Des méthodes de conservation de cellules et/ou tissus sains, en vue de leur utilisation
autologue différée éventuelle, ont été développées. La transplantation cellulaire autogéne a
pour avantage de ne présenter que trés peu voire pas du tout de risque de rejet
immunitaire, 1’adjonction de traitement immunosuppresseur n’est donc pas requise en
général. Le recours a ce type de greffe ¢limine également le risque de contracter une

maladie provenant du donneur (101).
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Des infrastructures de stockage de SHED existent actuellement dans d’autres pays
développés tels que le Japon (Three Brackets), la Suisse (Future Health Biobank), la
Norveége (Norwegian Tooth Bank) ou encore les Etats-Unis (Store-a-tooth, StemSave,
BioEden). Certaines de ces compagnies étendent leurs horizons a 1’international, comme
par exemple la compagnie BioEden qui posséde des laboratoires en Angleterre et en
Thailande. Cependant les lois en vigueur qui s’appliquent a de telles pratiques varient selon
le pays considéré. La France n’autorise pas la conservation de cellules pour une utilisation
différée dans le cadre de la greffe autologue en 1’absence de pathologie qui justifierait cette

démarche (voir partie 4. Bioéthique et législation).

Le stockage de SHED implique des étapes de laboratoire précédées par des étapes
cliniques et nécessite en amont une information du patient ; dans ce cas particulier le

consentement des parents ou du responsable 1égal.

Le protocole de banking de SHED que nous proposons de retranscrire dans ce travail

a été publié par Arora et coll. en 2009 (102).

2.3.1. Prélévement

Les SHED ne seront prélevées qu’apres validation de certains criteres de sé€lection.
Cela implique une phase d’observation clinique macroscopique par le chirurgien-dentiste

complétée par des examens radiologiques.

I1 serait préférable, selon les auteurs, d’avulser la dent avant son exfoliation naturelle,
lorsqu’une mobilité « modérée » de cette derniere peut étre objectivée. Le tissu pulpaire
doit étre de couleur rouge, indiquant qu’il y a eu un afflux sanguin avant avulsion. Si une
coloration grisatre est objectivée, il en sera déduit que la pulpe est nécrosée et non
exploitable. Les clichés radiographiques doivent permettre de confirmer le diagnostic. Il
s’agira majoritairement d’incisives et de canines présentant une résorption radiculaire
ayant atteint le tiers coronaire. Dans le cas des molaires temporaires, il serait conseillé de
retenir seulement celles extraites pour raisons orthodontiques a un stade relativement

précoce (101).
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La ou les dent(s) sélectionnée(s) sont alors transférées dans un flacon contenant une
solution saline de phosphate hypotonique (apportant les nutriments nécessaires et
permettant d’éviter le desseéchement des tissus). Le flacon est alors placé dans un dispositif
permettant le controle de la température puis I’ensemble est inséré dans un systeme de
transport isolant. L’échantillon est ainsi maintenu dans un état hypothermique durant le
transport (sustentation). La viabilité des cellules dépend notamment de la température et du

temps écoulé entre le prélévement et le stockage.

2.3.2. Isolation

Aprées réception au laboratoire ou les cellules seront conservées, le protocole peut

étre décrit comme suit :

- Nettoyage de la surface dentaire au PBSA (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
without Ca2+ and Mg2+) (trois lavages),

- désinfection avec povidone iodée puis de nouveau lavage au PBSA,
- récupération du tissu pulpaire caméral (excavateur stérile ou ringage),
- pulpe placée dans une boite de pétri stérile,
- digestion tissulaire avec :
Collagenase Type 1 et Dispase pendant une heure a 37°C,
Ou Trypsine — EDTA,

- obtention de suspensions unicellulaires a 1’aide d’un filtre de 70 pm

2.3.3. Culture

Les cellules sont ensuite placées dans un milieu adapté a la culture des CSM (« a
modified minimal essential medium ») avec : 2mM de glutamine, 15 % de sérum de veau
feetal (SVF), 0,1 mM phosphate acide L-ascorbique, 100 pg/ml pénicilline, 100 pg/ml
streptomycine, a 37°C et 5% de CO, dans D’air.
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En modifiant le milieu de culture il est possible d’obtenir plusieurs lignées
cellulaires : odontoblastes, adipocytes, cellules nerveuses, etc. Si les cultures sont réalisées
avec une préparation non sélective, certaines colonies peuvent correspondre a des cellules
semblables morphologiquement aux cellules épithéliales ou endothéliales qui disparaissent
habituellement aprés plusieurs passages. Dans le cas contraire il est possible d’avoir

recours a trois procédures :

- «retrypsiniser » les cultures sur une courte durée pour que les cellules stromales se

détachent

- Changer le milieu 4 a 6 heures apres les subcultures (les cellules stromales

adhérent plus précocement)

- Trier des cellules marquées par fluorescence avec 1’utilisation des marqueurs

STRO-1 ou CD 146

Ce n’est qu’une fois ces étapes validées que les parents et le donneur sont informés
de la viabilité des cellules et la possibilité de les stocker pour de potentielles applications

futures.

2.3.4. Conservation

Il existe principalement deux approches pour le stockage des cellules permettant leur

utilisation différée.
2.3.4.1. Cryopréservation

Dans ce procédé, les cellules sont préservées dans la vapeur de nitrogeéne liquide a
une température inférieure a 150 °C. L’activité biologique en est stoppée, ainsi que les
processus pouvant provoquer la mort cellulaire (103). Les cellules conserveraient de ce fait

leurs propriétés et leur viabilité a long terme (104,105).

Pour plus de sireté 1’échantillon est séparé en plusieurs « cryo-tubes » introduits
dans des systémes distincts. Pour un stockage optimal il serait préférable que les cellules

soient placées dans ces dispositifs en cours de phase exponentielle de croissance.
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2.3.4.2. Congélation magnétique

L’application d’un champ magnétique permet d’abaisser le point de congélation de
I’organisme que 1’on souhaite conserver (a 6-7°C). Il s’agit d’un refroidissement
permettant de s’affranchir des inconvénients de la congélation conventionnelle tels que les
dommages pouvant étre causés par 1I’expansion de la glace sur la paroi cellulaire. Une fois
I’échantillon uniformément refroidi, le champ magnétique est stoppé et la congélation se
produit trés rapidement. Cette technologie connue sous le nom de CAS (« Cells Alive
System ») a été mise au point par la société Abi et est, a I’heure actuelle, utilisée par
I’Université¢ d’Hiroshima (Japon) qui suggére qu’elle permettrait d’améliorer le taux de
survie cellulaire. Il s’agirait d’un moyen de préservation moins onéreux et plus fiable que

les techniques conventionnelles (102).

Les approches différent selon les auteurs, quant a la technique employée pour la
conservation des cellules et le type de produit biologique a stocker. Certains auteurs
proposent d’isoler et purifier les SHED avant leur stockage alors que d’autres considerent
qu’il serait préférable (considérant le colt et le temps de travail en laboratoire) de

conserver les échantillons biologiques entiers, ¢’est-a-dire les dents extraites.

Giuventu et coll. en 2012, publiaient les résultats d’une étude comparative sur le
sujet et tentaient de démontrer 1’apport d’une technique de percée des dents par laser
Nd:YAG. Cela permettrait de créer des micro-tunnels au travers des tissus minéralisés,

servant a la diffusion du milieu de cryoconservation du tissu pulpaire (106).

Figure 8 : Localisation des micro-tunnels apres percée laser (106)

(10) : localisation préférentielle
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A des fins de comparaison, trois stratégies ont ét¢ mises en ceuvre afin d’analyser
I’impact de la cryopréservation des cellules et 1’apport éventuel de la technique
développée. En pratique, 4 dents ont été percées avant congélation (méthode 1), 2 ont été
fracturées mécaniquement immédiatement apres récupération (méthode 2), 4 autres ont été
cryopréservées selon les méthodes conventionnelles apres fracture mécanique (méthode3).
Les propriétés des SHED in vitro se sont révélées semblables selon les méthodes 1 et 2
(morphologie, phénotype immun, viabilit¢ et taux de prolifération). En revanche, le
procédé¢ de fracture mécanique avant cryoconservation semblerait altérer certaines
propriétés des SHED : altération de la viabilité des cellules et diminution significative du
taux de prolifération. Cependant, des études plus approfondies intégrant un plus grand
nombre d’échantillons et sur le long terme sont nécessaires pour valider ces premicres

observations.

Malheureusement, il n’existe pas de protocole universel établi pour le banking des
SHED, les méthodes sont diverses et les données scientifiques dont nous disposons a ce
sujet également. Arora et coll. ont pour exemple estimé le temps entre le prélévement de
I’échantillon et le stockage des cellules a 40 heures maximum, sans qu’aucune justification
d’ordre biologique ne soit explicitée. Les criteres permettant de sélectionner les dents
potentiellement éligibles au stockage mériteraient également d’étre clarifiés, dans un souci
d’harmonisation des démarches diagnostiques. A noter enfin, qu’il n’est pas fait mention
des éventuels désordres fonctionnels engendrés par une avulsion « prématurée » des dents
temporaires. Ces derni€res participent aux fonctions essentielles telles que la phonation et
la mastication et cela doit étre pris en considération pour ne pas interférer dans le

développement de I’enfant.
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3. INTERETS THERAPEUTIQUES DES SHED EN REGENERATION

3.1. Processus de régénération

La régénération est un processus physiologique complexe aboutissant a Ia
restauration fonctionnelle et architecturale des tissus, a différencier du phénoméne de

réparation qui permet seulement de rétablir la fonction, et qui souvent n’est pas pérenne.

La réaction inflammatoire précede toujours la réparation/régénération tissulaire d’un
conjonctif. La réparation tissulaire aboutit a une cicatrice si le tissu 1€sé ne peut régénérer
ou lorsque la destruction tissulaire a été importante et/ou prolongée. Toutefois, et de
manicre encore exceptionnelle et souvent peu contrdlée, la réaction peut aboutir a la
reconstitution d’un tissu conjonctif identique au tissu préexistant : c’est la régénération

(107).

Les tissus dentaires (a 1’exception de 1’émail) ont des capacités de régénération qui

dépendent essentiellement des compétences de leurs CSM endogénes (108).

3.2. Principes de la thérapie cellulaire et de I’ingénierie tissulaire

Le domaine de la médecine régénérative regroupe les approches thérapeutiques
ayant pour objectif le rétablissement d’un organe dont les cellules ont ét¢ endommagées ou
détruites, par un traumatisme, une pathologie ou le vieillissement. Elle peut faire appel a
diverses stratégies d’utilisation des CSM : remplacement cellulaire direct, recrutement de

progéniteurs endogenes locaux, stimulation de 1’angiogenése, immuno-modulation.

La thérapie régénérative a pour but de recréer sur le site 1ésé un
microenvironnement favorable a I’activation des progéniteurs et a les orienter vers un

phénotype spécifique permettant la mise en place d’'une MEC adaptée a la fonction (109).

Les greffes cellulaires peuvent étre réalisées a partir de trois sources : I’individu lui-
méme (autogreffe), un autre individu de la méme espece (allogreffe) ou enfin un individu

d’une espece différente (xénogreffe).
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Le développement de biothérapies cellulaires nécessite de prendre en compte
certains parametres essentiels qui ont été résumés par Bernard Klein (directeur de I'Institut
de recherches en biothérapie, Montpellier) et John de Vos (responsable de I'Unité de
thérapie cellulaire du CHU de Montpellier) a I’occasion d’un Séminaire Ketty Schwartz en

2011. Il en est ressorti les principes essentiels suivants :

- Identifier la Iésion et les cellules ou molécules pouvant la corriger

- Viser une régénération a long terme du tissu :

Les cellules injectées doivent étre capables de proliférer in vivo et de générer de fagon
continue des cellules différenciées (allogreffe de CSHs par exemple) ou bien étre injectées
apres différenciation et €tre capables de survivre a long terme (greffe d’ilots de Langherans

par exemple).

- S’assurer de la sécurité et I’innocuité des produits administrés :

I1 faut avoir recours a des techniques visant a détecter les anomalies génétiques dans un
petit contingent cellulaire puisque des Iésions chromosomiques sont susceptibles

d’apparaitre in vitro. L’objectif étant d’éliminer le risque de formations tumorales.

Pour que les cellules injectées in vivo exercent la fonction attendue, il faut en amont
identifier les facteurs et les conditions nécessaires a 1’engagement des cellules dans la voie

de différenciation appropriée.
- Evaluer la vascularisation du tissu :

La survie des cellules dépend de leur proximité aux vaisseaux sanguins (apport d’oxygene,

¢limination du CO2, apport de nutriments pour la prolifération et I’activité métabolique).

- Choisir la voie d’administration la plus appropriée (locale ou systémique)

- Evaluer les composants du microenvironnement local nécessaires a la survie, la

prolifération et la différenciation des cellules injectées

- Connaitre et controler le comportement du systtme immunitaire apres
transplantation
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Les thérapies cellulaires ont 1’avantage majeur de viser une guérison définitive du
patient apres une injection unique de cellules (« one shot treatment »). Ceci explique les

moyens scientifiques et médicaux considérables investis pour ces thérapies (110).

L’ingénierie tissulaire trouve son origine au croisement de plusieurs disciplines que
sont la biologie, I’ingénierie et la clinique. Elle consiste en une incorporation de cellules
progénitrices au sein de biomatériaux de support (associés ou non a des facteurs de
croissance) qui ont pour role de guider 1’expansion et la différenciation des cellules ; ce

dispositif a pour but la formation artificielle du tissu 1és¢ (111,112).

Les biomatériaux de support ou de soutien (appelés aussi « échafaudages » ou
« scaffolds ») correspondent a des réseaux tridimensionnels et peuvent étre d’origine
naturelle ou synthétique. Ils doivent étre biocompatibles, leur structure doit permettre une
néo-vascularisation et étre compatible avec la colonisation et la conductivité des cellules.
Aussi, leur taux de dégradation doit étre a la fois prédictible et reproductible. Leur porosité

doit également permettre la colonisation et la conductivité cellulaire (113,114).

3.3. Utilisation des SHED en médecine régénérative

Depuis leur découverte, les SHED ont suscité un intérét croissant au sein de la
communauté scientifique. Leurs propriétés et les capacités diverses dont elles ont fait
preuve, additionné a leur facilit¢ de prélévement et aux quantités potentiellement
disponibles, en feraient des candidates idéales pour des applications cliniques en médecine
régénérative. Elles s’inscrivent également dans le concept de « waste material re-
utilization » (115). En effet, les DT considérées jusqu’alors comme des déchets médicaux,
représentent aujourd’hui une source intarissable d’éléments potentiellement exploitables en

thérapeutique.

Selon les effets recherchés ou bien les propriétés pour lesquelles elles ont été
étudiées, les SHED ont été administrées seules ou associées a un support (« scaffold »).
Certains chercheurs et auteurs ont focalisé leurs travaux sur les applications cliniques
potentielles pouvant étre développées a partir de milieux conditionnés par ces cellules,
c’est-a-dire des milieux contenant les facteurs sécrétés par ces dernieres. C’est ce que nous

appellerons par la suite « SHED-CM » pour « conditioned medium ».
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3.3.1. Neurologie

3.3.1.1. Lésions de la moelle épinieére

Les 1ésions de la moelle épiniere (LME) peuvent étre causées dans certains cas par
une pathologie (comme un cancer) mais sont dans la grande majorité des cas d’origine
traumatique (accident, chute, violence) (116). Les ruptures anatomiques avec perte de
continuité sont relativement rares par rapport aux contusions. Elles peuvent entrainer des
paralysies et ne bénéficient d’aucun traitement efficace a ce jour. Lors de paraplégie ou de
tétraplégie 1’objectif est de rétablir le fonctionnement de la moelle épinicre sectionnée ou

comprimée en rétablissant la continuité axonale.

Sakai et coll. en 2012 ont publié¢ des résultats encourageants, pouvant faire envisager
d’utiliser la transplantation de SHED dans le cas de LME (117). Dans un mode¢le de rat
dont la moelle épiniére avait été sectionnée, ’apport de SHED aurait permis un
rétablissement, bien que partiel, des fonctions locomotrices des membres inférieurs. La
phase aigué initiale suivant la LME se poursuit par des dommages secondaires causant la
nécrose tissulaire et I’apoptose des neurones. Ces phénomeénes s’étendent depuis la zone

lésée et provoquent ainsi des dommages de plus en plus importants.

Les facteurs trophiques sécrétés par les SHED permettraient de promouvoir la survie
neuronale, leur prolifération, leur différenciation et leur migration (118-120). Leur activité

neurorégeénérative s’illustre au travers de trois mécanismes principaux :

- Inhibition de I’apoptose des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes,

préservation des neurofilaments et des gaines de myéline

- Action paracrine sur les facteurs inhibant la croissance axonale (protéoglycanes et

glycoprotéines sécrétées par les astrocytes et les oligodendrocytes, respectivement)

- Amélioration de la trophicité¢ tissulaire par remplacement cellulaire en se

différenciant en oligodendrocytes matures
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3.3.1.2. Lésions nerveuses périphériques

Une Iésion nerveuse périphérique (LNP) peut €tre causée par un traumatisme ou bien
étre la conséquence de complications chirurgicales. Elle entraine une démyélinisation des
axones et provoque I’atrophie ainsi que la perte de fonction du muscle correspondant.
Selon I'importance de la lésion, les séquelles peuvent étre variées et les approches
thérapeutiques employées également. Si la taille de la 1ésion est d’environ 1 a 2 mm, une
régénération « naturelle » peut s’envisager. Une suture « bout-a-bout » est observée en-
deca de 5 mm. Pour des défauts plus larges il faudra envisager d’autres thérapeutiques,
telle que la greffe autologue, qui constitue le « gold standard » actuel (121). Cependant elle
présente certains inconvénients non négligeables, tels que la morbidité du site donneur, la
formation éventuelle de névrome douloureux ou encore 1’absence de compatibilité entre le

greffon et le site receveur.

Apres D’apparition d’une LNP, les macrophages recrutés depuis la circulation
sanguine vont phagocyter les axones, produire des facteurs de croissance et promouvoir la
migration des cellules de Schwann, cellules gliales majeures du systéme nerveux
périphérique. Ces dernieres jouent un rdle prépondérant dans la régénération axonale
(produisent des facteurs neurotrophiques, des cytokines et les composants de la MEC) mais
participent également a la phagocytose des axones et de la myéline au cours des premiers

stades suivants les 1ésions.

La transplantation de CSM permettrait de promouvoir la régénération tissulaire via
un mécanisme paracrine. Les molécules sécrétées par les SHED pourraient permettre de
moduler localement D’activit¢ des cellules endogenes au sein du tissu cible. Elles
conditionneraient le microenvironnement local par la sécrétion d’exosomes qui servent
notamment a la communication cellulaire en transférant des ARNmessagers et des
microARN, ainsi qu’a I’expulsion de composants cellulaires tels que des protéines

produites en trop grande quantité (122).

En 2015, Sugimura-Wakayama et coll. ont publi¢ une étude portant sur les effets
paracrines potentiels des SHED (123). In vitro, I’addition de SHED-CM a permis une
amélioration significative de la migration des cellules de Schwann ainsi qu’un
accroissement de leur taux de prolifération. Cela a en outre eu un effet positif sur

I’expression de genes relatifs a la formation de MEC et a ’angiogenc¢se.
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In vivo, dans un modele murin de 1ésion du nerf sciatique (de 1’ordre de 10 mm), il a
été montré que les individus auxquels ont ét¢ administré SHED-CM possédaient un
nombre d’axones myélinisés significativement plus important que le groupe controle 12

semaines apres chirurgie. L’atrophie du muscle gastrocnémien aurait ainsi été réduite.

Les SHED sécretent notamment des facteurs trophiques qui sembleraient favoriser la
régénération des nerfs périphériques et par extension la récupération de la fonction
musculaire  correspondante. Ainsi elles pourraient permettre de créer un

microenvironnement favorable a la régénération nerveuse périphérique.

3.3.1.3. Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est I'une des maladies neurodégénératives les plus
répandues. Elle est causée par la perte de neurones dopaminergiques au sein de la
substance noire (124) et se traduit par des symptomes tels que des tremblements, une
rigidité et une bradykinésie (trouble moteur qui se caractérise par un ralentissement des

mouvements et la perte de la finesse du mouvement).

Figure 9 : Localisation anatomique de la substance noire (125)
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Dans des conditions de culture standard, en [’absence de facteurs inductifs
neuronaux, il a été montré que les SHED exprimaient des marqueurs neuraux (Nestin) et
gliaux (GFAP) (reflétant 1’origine ectomésenchymateuse) (84,94). De plus, des cellules de
la pulpe dentaire issues de rats ont été¢ capables de survivre et d’exprimer des marqueurs
neuronaux apreés transplantation dans le cerveau de rongeur (118). Certains auteurs
considérent que du fait qu’elles dérivent des cellules des crétes neurales, leur potentiel
neurogénique serait plus important comparé a d’autres cellules de la lignée mésodermique

(96).

In vitro, I’addition de cytokines telles que SHH (sonic hedgehog), FGF-8 (fibroblast
growth factor 8), GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) et Forskoline, a permis
d’induire une différenciation des SHED en une population cellulaire semblable aux
neurones dopaminergiques. L’étape de « pré-différenciation » in vitro semble améliorer les
résultats obtenus aprés transplantation dans le striatum. En effet les désordres
comportementaux observés chez le rat semblent réduits dans ce cas (126). Aussi, les
cellules transplantées ont pu survivre et se différencier en cellules semblables aux neurones

dopaminergiques dans une étude menée chez le rat parkinsonien (96).

3.3.2. Cardiologie

Les maladies cardio-vasculaires (MCV) font partie des principales causes de
mortalité dans le monde. L’Organisation Mondiale de la Santé a estimé a 17,7 millions le
nombre de déces imputables aux maladies cardio-vasculaires, soit 31% de la mortalité
mondiale totale (127). La réduction du nombre de déces imputables aux MCV est un enjeu

majeur de santé publique.
3.3.2.1. Infarctus du myocarde

L’infarctus du myocarde (IDM) est généralement di a la présence de facteurs de
risques combinés et se traduit le plus souvent par un phénomene aigu pouvant engager le
pronostic vital. Les thérapies indiquées actuellement, pharmacologiques et chirurgicales,
ne peuvent palier de fagon satisfaisante aux dommages irréversibles du tissu cardiaque

engendrés par un IDM.

Il a été rapporté que I’administration de DPSCs pourrait permettre d’améliorer la

fonction cardiaque apres un IDM, dans un modele de rat (128).
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En 2015, Yamaguchi et coll. ont proposé d’évaluer les effets de I’administration de
SHED-CM in vivo chez la souris atteinte d’ischémie cardiaque aigué. Les capacités de
modulation du comportement des cardiomyocytes in vitro par SHED-CM ont également

été testées (129).

L’administration systémique de SHED-CM a permis de réduire la taille des Iésions

myocardiques apres ischémie/reperfusion (I/R) chez la souris.

Figure 10 : Représentation de tissus myocardiques de souris traitées par
SHED-CM ou DMEM (controle) 24 heures aprés I/R (129)

En bleu : zone non-ischémique
En rouge : zone a risque
En blanc : zone d’infarctus

Les phénomenes d’apoptose observés lors de pathologies cardiaques ischémiques
pourraient également étre diminués par I’injection de SHED-CM in vivo. La production
accrue de cytokines pro-inflammatoires est une composante prédominante des lésions
myocardiques post-ischémiques (130). L’expression des cytokines TNF-a, IL-6 et IL-1B
s’accroit apres I/R mais ’administration de SHED-CM pourrait permettre d’atténuer ce

processus.

De plus, les expériences menées in vitro ont démontré que 1’application de SHED-

CM promeut la survie des cardiomyocytes en réponse a [’hypoxie.
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3.3.3. Pneumologie

3.3.3.1. Syndrome de détresse respiratoire aigué

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) de I’adulte se traduit par un
cedéme pulmonaire de perméabilité survenant a la suite d’une agression directe ou indirecte
de la membrane alvéolo-capillaire, associé¢ a une inflammation pulmonaire intense et une

hypoxémie sévere (diminution critique de la quantité d’oxygene contenue dans le sang).

En 2015, Wakayama et coll. ont publi¢ les résultats d’une étude portant sur les effets
de ’administration de SHED et de SHED-CM dans un modele murin d’atteinte pulmonaire
aigu€ (131). Une seule injection intraveineuse de chaque type (cellules et milieu
conditionné) a permis d’atténuer les dommages pulmonaires et ainsi d’accroitre le taux de
survie. L’un des effets thérapeutiques observés concernait 1’atténuation de la réponse pro-
inflammatoire grace aux facteurs sécrétés par les SHED considérés comme responsables de

I’induction de I’activité macrophagique au sein des poumons.

Les macrophages évoqués étaient de type M2 mais cette notion de polarisation
M1/M2 recouvrerait en réalité un continuum d’états fonctionnels. Ils pourraient ainsi étre,
dans un premier temps, inflammatoires avant de participer a la résolution de
I’inflammation, ce qui suggeére que les changements fonctionnels des macrophages

résultent de modifications de leur microenvironnement (132).

3.3.4. Hépatologie

Le foie est la plus volumineuse glande de I’organisme (2 sécrétion endocrine et
exocrine). Il joue un réle métabolique majeur dans les conditions physiologiques et occupe

une place centrale dans un grand nombre de métabolismes médicamenteux.

Il est doté d’un systeéme enzymatique trés riche qui participe a 1’élimination des
endo- et des xénobiotiques (médicaments, alcool). L’intoxication alcoolique provoque
d’importants dégats hépatocytaires. Chez le buveur excessif, ’acétaldéhyde produit en trop
grande quantité ne peut étre métabolisé et se fixe sur les membranes cellulaires, les
détruisant par des mécanismes toxiques puis inflammatoires et immunologiques. Par la
suite on assiste a une nécrose séquellaire, une stéatose, une hépatite alcoolique et enfin a la
cirrhose. D’autres types de 1ésions chroniques peuvent aboutir a une cirrhose hépatique :

hépatite virale, hépatite auto-immune.
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Il n’existe pas de traitement curatif actuellement, la seule thérapeutique envisageable
consiste en une greffe de foie dont les inconvénients tels que la faible proportion de
donneurs et le risque non négligeables de complications ont poussé les chercheurs a

explorer de nouvelles voies.

Ishkitiev et coll. ont été les premiers a avoir rapporté la capacité de différenciation
hépatogénique des CSM issues de la pulpe dentaire in vitro (133). Les cellules extraites de
pulpe de dents temporaires ont été mises en culture dans un milieu contenant de I’HGF
(hepatocyte growth factor), de I’oncostatine M et de 1’Insulin-Transferrin-Selenium-X.
Dans ces conditions, elles ont été capables de se différencier en cellules semblables a des
hépatocytes (par un mécanisme de transdifférenciation) et une production d’albumine a pu
étre observée. Elles ont également été capables de métaboliser I’ammoniac en urée,

suggérant la présence d’un cycle de 1’urée.

En 2015, une étude a ¢ét¢ menée pour évaluer les effets de la transplantation
d’hépatocytes dérivés de SHED chez des rats atteints d’insuffisance hépatique aiglie et de
cirrthose biliaire secondaire (due a un obstacle situé dans les canaux transportant la bile,
empéchant son écoulement normal a ’extérieur de la glande). Les tests réalisés ont permis
de montrer I’absence de fibrose chez les animaux ayant recu une transplantation cellulaire

directe, ainsi que 1’intégration fonctionnelle des cellules (134).

Ito et coll. ont rapport¢ que I’administration de SHED-CM chez le rat atteint
d’insuffisance hépatique sévére exercait un effet anti-inflammatoire via I’induction de

I’activité macrophagique M2, stoppant de ce fait I’apoptose des hépatocytes (135).

3.3.5. Immunologie

3.3.5.1. Lupus érythémateux systémique

Le lupus érythémateux systémique (LES), encore appelé lupus érythémateux
dissémine, est une maladie chronique auto-immune non spécifique d’un organe dont les
causes restent inconnues. Elle est caractérisée par la production d’auto-anticorps anti-
nucléaires, anti-ADN. Parmi les facteurs déclenchants on note les facteurs
environnementaux, hormonaux et immunologiques. Cette réaction auto-immune est
entretenue par différentes boucles d’amplification dont les mécanismes mettent en jeu a la
fois des cibles cellulaires (lymphocytes B, lymphocytes T, cellules dendritiques) et des
cibles moléculaires (cytokines telles que les interférons a et 3, protéines impliquées dans la
signalisation cellulaire, protéines d’adhésion cellulaire).
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Il n’existe pas de traitement curatif pour cette pathologie, aussi les seuls traitements
disponibles visent a réduire les symptdmes et prévenir les complications. Seront indiqués
certains anti-inflammatoires  stéroidiens et non stéroidiens ainsi que des

immunosuppresseurs (136).

En 2010, Yamaza et coll. ont publi¢ les résultats de leurs recherches sur les effets de
la transplantation de SHED dans un mod¢le murin de LES (souris MRL/Ipr) (97). Ils ont
ainsi rapporté une réduction significative des taux d’auto-anticorps anti-nucléaires, anti-
ADN double brin IgM et IgG, retrouvés dans le serum. La fonction rénale en aurait
également été en partie restaurée (réduction du taux de C3 dans 1’urine, augmentation du

taux de Créatinine dans le serum).

3.3.6. Régénération osseuse

Les SHED ont montré un trés fort potentiel d’ostéo-induction dans des modéles
d’étude animaux. En 2008, Seo et coll. ont publi¢ une étude portant sur la capacité des
SHED a induire une néoformation osseuse in vivo dans un modéle de souris
immunodéprimées chez lesquelles un défaut osseux, de grande étendue, avait €été cré¢ au
niveau de la calvaria (92). Les SHED ont été transplantées a ’aide d’un support
d’hyrdoxyapatite/phosphate tricalcique (HA/TCP) et les résultats montrent une néo-

formation osseuse considérable en utilisant cette technique.

Figure 11 : Analyse histologique de la néo-formation osseuse induite par
les SHED sur un support d'HA/TCP (92)

(a)(c) : groupe controle, tissu conjonctif seulement (CT)

(b)(d) : transplants de SHED montrant une néo-formation osseuse (B)
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Le potentiel ostéogénique des SHED a également été ¢tudié chez le chien, au niveau
de la mandibule, par Behnia et coll. en 2014 (137). Les cellules, isolées a partir de DT
humaines, avaient été cryopréservées durant 5 ans avant de servir a 1’étude. Elles ont
conservé la capacité a proliférer ainsi que leur aptitude a induire une régénération du tissu
osseux. L’analyse effectuée 12 semaines aprés transplantation n’a révélé 1’apparition

d’aucune formation tumorale ou de signe de malignité associé a cette thérapeutique.
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Cible Source Modgele .
. . Auteurs . . Résultats
thérapeutique cellulaire animal
In vitro :
amélioration de la migration et la
prolifération des cellules de Schwann
Lésion Sugimura et
nerveuse coll. 2015 SHED-CM Rat In vivo :
périphérique | (123) Accroissement du nombre d’axones
myélinisés
Réduction de I’atrophie du muscle
gastrocnémien
Nosrat et coll. Cellules Invivo :
2004 issues de DT Rat Survie des cellules
(118) de rat Expression de marqueurs neuronaux
Maladic de | Zhang et coll. ~ SHED In vivo : ’
Parkinson 2018 induites in Rat Réduction des désordres
(126) Vitro comportementaux
Wang et coll. In vivo :
2010 SHED Rat Différenciation en cellules semblables
(96) aux neurones dopaminergiques
In vitro :
Effet positif sur la survie des
cardiomyocytes dans un contexte
d’hypoxie
Yamaguchi et
Infarctus dd“ coll. 2015 SHED-CM | Souris | /n vivo:
myocarde (129) Réduction de la taille des Iésions
myocardiques
Réduction de I’apoptose
Effet inhibiteur sur I’expression des
cytokines TNF-q, IL-6, IL-1
Invivo :
Sygi:g;i de Wakayama et SHED «t . Attc—f:nuat%on des dommages pulmonaires
oSSt coll. 2015 Souris | Atténuation de la réponse pro-
resp}rat.(.)lre (131) SHED-CM inflammatoire
aigue Amélioration du taux de survie
. In vitro :
f;i)}ﬁ(ltzl(e)\lf(f t SHED ) Différenciation hépatogénique
(13?;) Production d’albumine
Cycle de 'urée
. In vivo :
Insuffisance Is}ﬁqgg\lf Set . SHFD Rat Intégration fonctionnelle des cellules
hépatique €?34) mn Lllltf; " a Absence de fibrose séquellaire
In vivo :
Izt(c)) le7t coll. SHED-CM Rat Effet apti-inﬂammatoire '
(135) Réduction de I’apoptose hépatocytaire
In vivo :
éry tlﬁgr%isteux Ziilﬁlgzoal gt SHED Souris Réduction des taux d’auto-anticorps
systémique 97) dans l.e serum .
Amélioration de la fonction rénale
Seo et coll. SHED ln’\'lvo " .
2008 (support Souris I;zgi?ir:latlon osseuse au niveau de la
Régénération ©2) HA/TCP)
osseuse Behnia et coll. ln,\'wo " .
2014 SHED Chien Neofqrmatlon osseuse au niveau de la
(137) mandibule
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des études menées in vitro et in vivo sur l'utilisation
potentielle des SHED en médecine régénérative (non exhaustif, études évoquées dans ce
travail)

3.4. SHED et régénération des tissus de la cavité orale

Dans le domaine de la médecine orale, les recherches sont orientées vers deux approches :

- Génération d’un germe entier (111,138,139)
- Régénération d’une structure ciblée

La formation d’un germe dentaire exige de récapituler les processus de
développement odontogéne et nécessite notamment la présence de cellules épithéliales et
ecto-mésenchymateuses compétentes. L’¢laboration de cet organe « bio-artificiel » doit
faire intervenir des cellules progénitrices d’origines diverses ainsi que des matériaux de
support et des molécules bioactives adéquats. En 2009, Ikeda et coll. sont parvenus a créer
un germe dentaire in vitro, en utilisant les CSM et les cellules épithéliales prélevées au sein
d’un bourgeon dentaire. Apres 7 jours de culture, le germe néo-formé a été réimplanté dans
une alvéole vide de souris. L’¢éruption de la dent correspondante a pu avoir lieu, sa

structure était viable et fonctionnelle et elle s’est intégrée a I’occlusion.

Ces résultats, laissent penser qu’a I’avenir les chirurgiens-dentistes pourraient avoir a
disposition les outils permettant de générer de nouvelles dents, de remplacement. Cette
option s’ajouterait alors a 1’arsenal thérapeutique de réhabilitation prothétique. 1l faut
cependant rester prudent vis-a-vis de ’interprétation de telles conclusions. L’extrapolation
des résultats de I’animal a ’homme n’est pas chose aisée, pour des raisons génétiques
¢évidentes ainsi que du fait des nombreux parametres a considérer quant aux patients. Leur
¢tat de santé général, les traitements pharmacologiques, les facteurs de risque tels que le
tabac ou 1’alcool ; ne peuvent étre ignorés. La mise en ceuvre de telles thérapeutiques
nécessite une réflexion apporfondie sur le plateau technique a employer, les modifications
infrastructurelles qui en découleraient, la formation des praticiens, notamment. Il s’agit
également d’évaluer le colt, pour la société et les patients, que peuvent représenter de

telles pratiques, que I’on pourrait qualifier de thérapeutiques d’exception.

56



3.4.1. Complexe dentino-pulpaire

En conditions physiologiques, les cellules progénitrices endogeénes n’ont pas la
capacité de régénérer ad integrum les structures tissulaires pulpaires lorsque les 1ésions ont

atteint un stade avancé ; d’autant que leur potentiel diminue avec 1’age (140).

L’ingénierie tissulaire du tissu pulpaire pourrait étre une alternative aux traitements
conventionnels endodontiques. Cette stratégie thérapeutique viserait a promouvoir la
revitalisation de dents nécrosées ou servirait dans le cas d’inflammations pulpaires
irréversibles, via la formation d’un nouveau tissu sain et fonctionnel capable de produire de

la dentine (141).

Il s’agirait d’'une approche intéressante pour permettre aux dents permanentes
immatures nécrosées de terminer leur édification radiculaire dans de meilleures conditions
(142). Deux théories s’affrontent quant aux cellules impliquées dans ce phénomeéne. Les
DPSCs disparaitraient lors de I’infection et les SCAP seraient la source primaire des
odontoblastes et des cellules pulpaires (77). Cette théorie est remise en cause par certains
auteurs qui évoquent une possible survie des DPSCs a I’infection au niveau apical ; dans ce
cas, les DPSCs seraient en nombre suffisant pour recoloniser le canal (143,144). La
technique de revitalisation en « endodontie régénérative » semble intéressante mais limitée
aux dents trés immatures. La nature du tissu présent dans le canal et la possibilité

d’allongement radiculaire font I’objet de débats (145).

Le succeés d’une thérapeutique visant la régénération du tissu pulpaire dépend en
partie de la revascularisation des tissus lésés. Les recherches menées par Sakai et coll. ont
permis de confirmer les résultats publiés par Miura et coll. concernant le potentiel
odontogénique des SHED et ont analysé a cette occasion leur potentiel angiogénique. Ils
ont conclu a la capacit¢ des SHED a se différencier en cellules endothéliales
fonctionnelles, a permettre une angiogenese et a la possibilité d’anastomose des nouveaux

vaisseaux avec ceux de I’hote (141).

Aussi, lorsqu’elles sont transplantées chez la souris immunodéficiente, associées a un
support biodégradable, les SHED permettraient la formation d’un tissu présentant des

caractéristiques morphologiques semblables a celles de la pulpe physiologique (146).

57



3.4.2. Régénération osseuse alvéolaire

Comme nous I’avons évoqué précédemment (chapitre 3.3.6.), le potentiel
ostéogénique des SHED a été étudié par Behnia et coll. chez le chien. Yamada et coll. ont
¢galement étudié ce potentiel chez le chien mais en utlisant des cellules issues de DT de
chiots et ont montré que la transplantation de ces cellules permettait la formation d’os
mature. Cependant, nous avons fait le choix de nous intéresser exclusivement, ou presque,

aux cellules issues de DT humaines.

En 2009, Zheng et coll. ont eu recours a la transplantation de SHED dans le cas de
Iésions osseuses parasymphysaires chez le cochon (147). Leur différenciation en

ostéoblastes a permis la formation de tissu osseux fonctionnel.

Nous avons tenté, au travers de ce travail, de répertorier un certain nombre des
é¢tudes menées sur les SHED et l'intérét thérapeutique qu’elles pourraient revétir.
Cependant, nous n’en avons pas fait une liste exhaustive et nos criteres de sélection des
publications a ce sujet n’ont pas fait 1’objet d’une démarche systématique. Une revue
systématique a été publiée en 2014 a partir de quatre bases de données : Entrez Pubmed,
Cab Abstracts, Scopus, Web of Science. Les criteres d’inclusion étaient les suivants :
manuscrits publiés en anglais seulement, entre 2000 et 2012, études menées in vivo
concernant le potentiel de réparation/régénération de tissus « non-dentaires » a partir de

CSM de pulpe dentaire, DPSCs et SHED, humaines ou non (148).

Figure 12 : Diagramme de flux présentant les résultats des recherches dans les bases de
données et les procédés utilisés pour sélectionner les études a inclure dans la revue
systématique (148)
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Parmi les 14 études retenues, 6 ont fait usage de SHED humaines ou animales :

Auteur(s) | . Cible Source Modele | g fold(s) Résultats
thérapeutique | cellulaire animal
Sakai et Section de la Ret?;)lflg;irgsﬁt de
coll. 2012 moelle SHED Rat Aucun .
L locomotrice des
(117) épiniére o
membres inférieurs
Yamada Lésion Dent .
et coll. : . Formation osseuse
osseuse temporaire Chien PRP .
2011 . . : viable, mature
mandibulaire de chien
(149)
Zheng et Lésion Dent Regeperatlon de la
. Cochon Iésion osseuse
coll. 2009 | osseuse oro- | temporaire .. B-TCP . )
i miniature mandibulaire de
(147) faciale de porc . .
taille critique
Angiogenése Néo-formation
Iohara et dans Dent caillaire saneuin
coll. 2008 I’ischémie | temporaire Souris Aucun P suin,
flux sanguin
(150) des membres de porc .
. or augmente
inférieurs
Seo et Lésion s Tomation
coll. 2008 | osseuse de la SHED Souris HA/TCP §
. osseuse en grande
(92) calvaria 2
quantite
De
Mendonga Lésion Membrane de Accroissement de
Costa et osseuse SHED Rat collasene la formation d’os
coll. 2008 cranien £ mature
(151)

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des études répertoriées dans la revue systématique de
Daltoe et coll. (148)

Choix d’inclusion arbitraire : cellules issues de dents temporaires humaines ou animales

En s’appuyant sur ce mod¢le, il pourrait s’avérer intéressant d’actualiser ces données
en y ajoutant les études publiées entre 2012 et 2019, en incluant éventuellement les travaux

portant sur la régénération des tissus dentaires et péri-dentaires.
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4. BIOETHIQUE ET LEGISLATION

La bioéthique sous-tend une réflexion sur les progrés de la recherche dans les
domaines de la biologie, de la médecine et de la santé. Ce néologisme, né dans les années
1970, regroupe les questions éthiques, ou morales, posées par les avancées technologiques
ou scientifiques, et ’impact qu’elles peuvent avoir sur I’étre humain. Il s’agit d’un travail
commun a la croisée de plusieurs disciplines : science, philosophie, droit, médecine. Si la
réflexion a laquelle nous invite la bioéthique dépasse largement le champ de la science,
c’est parce que les découvertes scientifiques qu’elle interroge peuvent, par leurs usages,
remodeler en profondeur notre société voire notre définition de 1’individu. Elle appelle
notamment a réfléchir aux dérives éventuelles que peuvent engendrer de tels progrés et
ainsi de définir les limites a poser pour éviter que ’Homme ne nuise a son semblable, dans

la logique de 1’adage « primum non nocere ».

4.1. Historique

La France a été le premier pays a créer un Comité Consultatif National d’Ethique
(CCNE) pour les sciences de la vie et de la santé, par décret (Décret n° 83-132) du
Président de la République en 1983. 1l s’agit d’une institution indépendante qui a pour
vocation de soulever les enjeux des avancées de la connaissance scientifique dans le
domaine du vivant et de susciter une réflexion de la part de la société. Aussi, afin d’assurer
la protection des principes éthiques fondamentaux, la premiere loi de bioéthique a été
promulguée en 1994. Evolutive, cette loi est réguliérement révisée pour prendre en compte

les avancées scientifiques et les nouvelles attentes de la société.

Les principales dispositions de la loi de bioéthique de 2004, (loi n° 2004-800 du 6

aotit 2004) sont les suivantes :

- Le clonage, reproductif ou thérapeutique, est interdit

- Larecherche sur I’embryon et les cellules embryonnaires est en principe interdite

- Par dérogation, les recherches peuvent €tre autorisées sur 1'embryon et les cellules
embryonnaires, pour une période limitée a cinq ans si "elles sont susceptibles de

permettre des progres thérapeutiques majeurs"
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- Le cercle des personnes pouvant procéder a un don d’organe pour une greffe est
¢largi

- La brevetabilit¢ est autorisée pour "une invention constituant I'application
technique d'une fonction d'un élément du corps humain"

- Une Agence de la biomédecine est créée.

4.2. Réglementation en vigueur en matiére de recherche et
utilisation des cellules souches

Le cadre juridique francais de bioéthique est fondé¢ sur le triptyque dignité, liberté,
solidarité. Le principe de dignité se traduit par une protection particuliere du corps
humain : respect, inviolabilité et non-patrimonialité. Le principe de liberté individuelle
s’exprime a travers 1’obligation de consentement, le droit au respect de la vie privée et
I’autonomie du patient. Enfin, le principe de solidarité s’appréhende avec une certaine
conception du don altruiste, 1’attention portée aux plus vulnérables et la mutualisation des
dépenses de santé.

Le cadre 1égal relatif aux dons et transplantations d’organes, de tissus et de cellules a
été est établi en France par la loi n°® 76-1181 du 22 décembre 1976 (dite loi Caillavet).
Cette activité thérapeutique est basée sur les principes suivants : respect du corps de la
personne vivante ou décédée, non-patrimonialit¢ du corps humain, consentement et
anonymat du donneur et gratuité du don.

Depuis 2012, c’est la loi dite « Jardé » du 5 mars 2012 qui avait tenté de clarifier le
régime juridique des recherches organisées et pratiquées sur 1'étre humain en vue du
développement des connaissances biologiques ou médicales désignées par les termes de
« recherche impliquant la personne humaine ». Elle avait permis de rationaliser, dans le
code de la santé publique, I’encadrement des recherches en offrant aux recherches un cadre
réglementaire commun tout en identifiant des niveaux d’intervention sur les personnes de
ces recherches (et des risques subséquents) pour la définition des protections afférentes. On
y distinguait les recherches interventionnelles (catégorie 1), les recherches
interventionnelles avec risque minime (catégorie 2) et enfin les recherches non
interventionnelles (catégorie 3). Les recherches impliquant 1’utilisation de CSM en
thérapie cellulaire entrent dans la premiere catégorie. Leur mise en ceuvre exigerait une

autorisation de I’ANSM et sont soumises a 1’avis du Comité de Protection des Personnes.
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La loi Jardé a ét¢ modifiée en 2016 par I’ordonnance du 16 juin 2016 qui visait a
adapter la législation relative aux recherches biomédicales aux normes européennes en la
matiere, et particuliérement au réglement (UE) n°® 536/2014 du Parlement européen et du
Conseil du 16 avril 2014 relatif aux essais cliniques de médicaments. Cette modification
est d’ailleurs intervenue avant que les décrets d’application, normes réglementaires
nécessaires a la concrétisation et a ’application de la loi de 2012, soient édictés par le

gouvernement.

4.2.1. Biobanques

S’il n’y a pas véritablement de définition 1égale de la biobanque (ou biothéque), il
s’agit en fait d’une « collection de matériels biologiques ».

Ces questions sont régies par la directive européenne n° 2004/23/CE du 31 mars
2004 relative a 1’établissement de normes de qualité et de sécurité pour le don, I’obtention,
le contrdle, la transformation, la conservation, le stockage et la distribution des tissus et
cellules humains. Plusieurs finalités existent pour les biobanques: la recherche
scientifique, a des fins de diagnostic ou enfin a but thérapeutique ; mais ce dernier doit étre
avéré et actuel.

Les celles souches issues de la pulpe dentaire offrent des perspectives
encourageantes pour le traitement de certaines maladies, incitant ainsi a collecter et faire
conserver ses propres cellules souches en vue d’un besoin ultérieur.

Pourtant, la conservation de la pulpe dentaire issue des dents extraites n’est pas
autorisée a des fins thérapeutiques autologues potentielles ultérieures. Or, c’est ce que
certaines sociétés ont cherché a développer, dans la plupart des pays de I’OCDE. Mais,
pour I’heure, aucune biobanque privée n’a été autorisée en France.

En novembre 2011, le laboratoire Clinident a tent¢ d’implanter une biobanque
spécialisée vers Clermont-Ferrand, aprés avoir obtenu une autorisation de I’AFSAPPS
(Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé) « d’exercer les activités de
préparation et de conservation de tissus (pulpe dentaire et ses cellules souches dentaires)
utilisés a des fins thérapeutiques autologues » ; mais I’autorisation d’exercer cette activité a
été retirée quelques semaines plus tard car, en fin de compte, la société proposait aux
personnes de conserver la pulpe dentaire issue de leurs dents extraites par des chirurgiens-
dentistes, moyennant rémunération et ce, a des fins thérapeutiques autologues potentielles

ultérieures (152). Or, un tel dispositif est contraire au droit frangais.
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D’abord, du point de vue des principes évoqués auparavant, le principe de non-
patrimonialité¢ du corps humain, prévu par ’article 16-1 alinéa 3 du Code civil, et son
corollaire, I’interdiction de conclure une convention sur le corps humain, ses éléments ou
ses produits prévue par 'article 16-5 du Code civil, interdisent une telle pratique. Il se
serait agi de contracter sur des €¢léments du corps humain moyennant une rémunération.

Or, ce raisonnement a pu étre contesté car la rémunération ne portait pas sur 1’élément
corporel, mais sur la prestation de transformation et de conservation que proposait la
société (153).

Ensuite, car le droit francais ne prévoit de possibilité¢ de préparation et conservation
de la pulpe dentaire a des fins thérapeutiques autologues que si cette finalité thérapeutique
est avérée, et pas simplement éventuelle. C’est ce que prévoit le Code de la santé publique
en ses articles L. 1243-2 et L.1245-5. Et c’est ce qu’a reproché précisément la Cour
administrative de Lyon au laboratoire Clinident pour ensuite valider le retrait de
I’autorisation d’exercer : « aucune justification précise et immédiate de [’utilisation des
tissus et préparations de thérapie cellulaire en cause a des fins thérapeutiques averées ».

L’article L. 1243-2 du Code de la santé publique dispose en effet que « peuvent
assurer la préparation, la conservation, la distribution et la cession, a des fins
thérapeutiques autologues ou allogéniques, des tissus et de leurs dérivés et des
préparations de thérapie cellulaire, les établissements et les organismes autorisés a cet
effet, apres avis de 1’Agence de la biomédecine, par 1’Agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé qui s’assure du respect des dispositions ». A noter
dans cette disposition législative qu’il n’y a pas d’interdiction de principe a I’implantation
d’une biobanque privée en la matiere, mais aucune n’a réuni les conditions nécessaires
pour obtenir I’autorisation d’exercer cette activité de la part de I’ANSM.

Militant pour 1’autorisation et le développement de biobanques privées, Christine
Lassalas conclut, a propos de 1’exigence de nécessité thérapeutique avérée, en soulevant un
certain nombre de questions que le droit n’a pas résolu : « Des lors, il semble que la seule
exigence légale concernant le prélevement et la conservation des cellules souches
dentaires soit de justifier d’une finalité thérapeutique. Un certain nombre de questions se
posent alors. A quel moment faut-il apprécier cette exigence ? Doit-elle étre réalisée lors
du prélevement ? S’agissant des conditions exigées lors du prélevement, la loi impose une
finalité thérapeutique, mais peut-on se satisfaire d’une indication thérapeutique prévisible
ou probable ? Peut-on considérer qu’au regard de [’évolution des recherches
fondamentales, il n’y a pas de doute possible quant aux vertus thérapeutiques des cellules
de la pulpe dentaire ?
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Par ailleurs, faut-il considérer que les parties détachées du corps humain, quelles qu’elles
soient, sont soumises obligatoirement au principe du don anonyme et gratuit et qu’il ne

saurait étre question d’'une conservation a titre privé ? » (154).

Ce sont des questions éthiques liées a la solidarité des dons des ¢léments et produits
du corps humain effectu¢s de mani¢re anonyme (art. 16-8 Code civil) et gratuite (art. 16-6
Code civil) qui justifient ce refus d’anticiper I’intérét thérapeutique de ces cellules souches
prélevées dans la pulpe dentaire. Mais, au-dela du principe de non-patrimonialité du corps
humain et de ses ¢léments et produits, une tendance factuelle s’observe a déroger a ce
principe, notamment en matiére de propriété intellectuelle (en brevetant progressivement
sur le vivant). Sans voir dans ces éléments du corps humain des ¢léments monnayables
comme sources de profit (art. 16-6 Code civil), n’ira-t-on pas vers la possibilité¢ de
déterminer le sort de ces éléments pour les conserver a titre préventif ?

D’aucuns arguent que les besoins frangais ne sont pas satisfaits et que 1’importation
importante de ces cellules inciterait a ouvrir les possibilités de constituer des biobanques

privées de conservation a titre préventif des celles souches.

4.2.2. Ethique et biobanques de SHED

4.2.2.1. Consentement

Le consentement est une notion cardinale quant au respect du corps humain de la
personne. Il est évidemment exigé pour pratiquer des soins sur la personne et donc porter
atteinte a I’intégrit¢ du corps humain mais il est aussi exigé en cas de prélévement
d’¢léments du corps humain ou de collecte de ses produits. Ce consentement préalable est
d’ailleurs révocable a tout moment par le donneur (Art. L. 1211-2 Code de la santé
publique).

En revanche, quant a la destination de 1’élément prélevé, il y a une présomption
d’acceptation de 1’usage des éléments et produits a d’autres fins thérapeutiques et
scientifiques que celles initialement prévues, puisque seule une opposition expresse
I’empécherait (L. 1211-2 alinéa 2 Code de la santé publique).

En pratique, selon la manicre dont la question sera posée au patient du devenir de sa
dent, il peut en faire don ou I’abandonner. L’idéal serait qu’il donne un consentement
relatif a ce que la dent soit destinée a la recherche ou a des fins thérapeutiques (don), plutot

que de lui demander simplement s’il souhaite conserver sa dent (abandon).
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Pour ce faire, il conviendrait, comme pour toute intervention chirurgicale, de conserver une
trace écrite de ce consentement éclairé par une information compléte (155).

Dans son avis n° 58, le CCNE estimait que « foute personne doit étre présumée
capable a priori de recevoir des informations et de donner un consentement "libre et
éclairé” a un acte médical qu’on lui propose, a moins qu’il ait été établi que cette capacité
lui fait défaut ». Mais la loi n’exige pas ce consentement expres et se contente d’une non-
opposition, moyennant une information complete (155).

Dans le cas du consentement de la personne mineure, il est important de souligner
que les informations délivrées doivent étre adaptées a 1’age du patient et a ses capacités de
compréhension, bien que la décision soit soumise a ’accord du ou des titulaires de

I’autorité parentale.

4.2.2.2. Confidentialité et protection des données

Les informations génétiques contenues dans les cellules souches sont des
informations a caractére personnel puisque le matériel génétique confronté, dans le cadre
d’un traitement de données, a une base de données a une autre donnée nominative, pourrait
faire apparaitre 1’identité de la personne donneuse.

Afin d’assurer la cohérence avec les principes d’anonymat chers aux dons, il
convient d’encadrer strictement 1’acquisition, le traitement, 1’acces a ces données et leur
conservation. En outre, on pourrait préciser que les données dont il s’agit pourraient ici étre
considérées comme des « données concernant la santé ». L’alinéa 35 du Reéglement
Général sur la Protection des Données (RGPD) prévoit précisément que font partie des
données concernant la santé notamment « des informations obtenues lors du test ou de
l'examen d'une partie du corps ou d'une substance corporelle, y compris a partir de
données génétiques et d'échantillons biologiques ».

De toute évidence, les éléments connus a 1’issue des recherches effectuées sur les
cellules sources issues du traitement des dents données sont considérés comme des
données a caractere personnel des lors qu’elles sont reliées a leurs donneurs ; quand bien
méme ensuite certaines extractions de ce traitement de données seraient-elles rendues
anonymes.

Par conséquent, le consentement au traitement de ces données a caractere personnels

doit étre explicite, et donné au regard de chacun des finalités du traitement.
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Mais le RGPD réserve un sort particulier pour les données a caractere scientifique :
« Souvent, il n'est pas possible de cerner entierement la finalité du traitement des données
a caractere personnel a des fins de recherche scientifique au moment de la collecte des
données. Par conséquent, les personnes concernées devraient pouvoir donner leur
consentement en ce qui concerne certains domaines de la recherche scientifique, dans le
respect des normes éthiques reconnues en matiére de recherche scientifique ».
L’information éclairée des patients doit donc permettre, lorsque plusieurs finalités sont
d’emblée imaginées, de leur laisser le choix d’accepter le traitement de leurs données pour
certaines d’entre elles seulement. Mais il est bien entendu que 1’ensemble des finalités du

traitement n’est pas toujours connu au moment de la collecte des données.

Nous pourrions conclure cette partie en citant un extrait de la Contribution du CCNE

a la révision de la loi de bioéthique 2018-2019 :

« La question essentielle dans la réflexion éthique n’est-elle pas aujourd’hui de remettre
en équilibre la tension entre la singularité des désirs individuels, exacerbés par les
promesses des sciences et techniques et les nécessités du collectif dans sa construction du
bien commun, qui oblige, non seulement a mesurer les conséquences des actions, mais
aussi a prévenir leurs effets déléteres, la solidarité (la fraternité) devenant un principe

majeur d’équilibre entre l'individu et le collectif ? »
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DISCUSSION / CONCLUSION

Les études menées jusqu’a présent sur les propriétés in vitro et in vivo des SHED
nous laissent penser qu’il s’agit de cellules mésenchymateuses multipotentes post-natales
relativement accessibles, dont les quantités disponibles semblent suffisantes pour de
potentielles applications cliniques dans le cadre de greffes autologues. Ce type de greffe
ayant en général pour inconvénient de faire intervenir deux sites opératoires sur un méme
individu, avec un risque de morbidité associé¢ au site de prélévement, 1’avulsion de dents
temporaires avant leur exfoliation permettrait de s’affranchir de ce type de considération.
Cependant nous devons nous assurer de ne pas compromettre de ce fait les fonctions

essentielles assurées par les dents temporaires.

Les travaux de recherche que nous avons évoqués dans le présent travail ne font état
que d’essais réalisés dans des modéles animaux et des études chez 1’homme seront
nécessaires pour confirmer les résultats obtenus ainsi que pour attester de I’innocuité, sur le

long terme, de ce type de thérapeutique en thérapie cellulaire.

Les SHED pourraient étre prélevées a titre préventif chez des individus jeunes et en
bonne santé afin d’€tre cryoconservées plusieurs années durant et servir ultérieurement en
cas d’apparition plus ou moins soudaine d’une pathologie ou d’une Iésion qui nécessiterait
I’intervention de techniques de transplantation cellulaire a des fins de régénération des

structures endommaggées.

L’intégration de thérapeutiques d’exception faisant appel aux SHED dans I’arsenal
déja a disposition ne peut cependant se passer de réflexions plus pragmatiques. Quelles
conditions faudrait-il réunir pour y avoir acces ? Quelles modifications infrastructurelles

seraient a envisager ? Quel cofit serait imputable a chacune des étapes du protocole ?

Les pouvoirs publics doivent s’emparer de ces questions, trouver des réponses
rapidement et en particulier un positionnement éthique. En effet, la recherche et la santé

n’attendent pas...
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RESUME EN ANGLAIS :

Using stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) in regenerative
medecine could allow not only to repare but more to regenerate some damaged tissue
structures. Deciduous teeth represent an easy to reach source of post natal multipotent
cells whose properties are usable in cells therapy and tissue engineering. The scope of
the investigation areas is increasing since the discovery of the SHED, especially for oro-
facial tissue regeneration, neurology, cardiology, pneumology, hepatology, immunology.
They can be easily removed and cryopreserved for many years while keeping their
viability. However, in France, the storage of SHED in private biobanks as a precaution for

a potential autologus use is not allowed as of today.
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CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES ISSUES DES
DENTS TEMPORAIRES EXFOLIEES : CARACTERISATION ET
INTERETS THERAPEUTIQUES

RESUME EN FRANCAIS :

L'utilisation des cellules stromales mésenchymateuses issues des dents temporaires
exfoliées (SHED) en médecine régénérative pourrait permettre non plus de réparer mais de
régénérer certaines structures tissulaires |ésées. Les dents temporaires constituent une
source accessible de cellules multipotentes post-natales dont les propriétés sont exploitables
en thérapie cellulaire et ingénierie tissulaire. Les champs d’investigation s’élargissent depuis
la découverte des SHED, notamment en régénération des tissus oro-faciaux, neurologie,
cardiologie, pneumologie, hépatologie, immunologie. Elles peuvent étre prélevées aisément
et cryoconservées pendant plusieurs années en conservant leur viabilité. Cependant, en
France, le stockage des SHED a titre préventif au sein de biobanques privées en vue de leur

utilisation potentielle ultérieure autologue reste a ce jour interdit.
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