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Introduction

Au cours des dernieres décennies, la recherche sur la régénération parodontale a
connu un véritable essor et a permis la découverte et la mise au point de diverses
techniques grace auxquelles les résultats obtenus sont de plus en plus satisfaisants.

Nos connaissances sur les processus entrant en jeu lors de la régénération parodontale ne
cessent de se préciser pour nous permettre de mettre en ceuvre les traitements les plus
adéquats possibles, et reproduisant au mieux les mécanismes physiologiques observés
chez I'étre vivant.

Des thérapies cellulaires, caractérisées par le recrutement et l'utilisation de cellules
souches, aux thérapies géniques permettant I'utilisation de cellules génétiquement
modifiées, aux propriétés améliorées, nous ne pouvons que constater les avancées
spectaculaires obtenues dans le domaine de la médecine régénérative.

L'enjeu, en parodontologie, est de parvenir a rétablir un tissu fonctionnel, ad
integrum, suite a la survenue de lésions parodontales. On ne doit pouvoir observer
aucune différence architecturale et fonctionnelle entre les tissus parodontaux dans leur
état initial (avant la survenue de lésions) et apres la régénération parodontale.

L’objectif de ce travail est de faire un état des lieux des avancées de la recherche sur
I"application des thérapies cellulaires dans le cadre de la régénération des tissus
parodontaux, des résultats obtenus aux limites rencontrées.

Pour cela, nous verrons dans un premier temps les limites auxquelles font face les
traitements « conventionnels » dans cet objectif de régénération du parodonte.

Nous verrons ensuite en quoi consiste la thérapie cellulaire, quels éléments sont
indispensables pour qu’elle se déroule dans des conditions optimales, quels sont les
résultats qui ont pu étre obtenus in vivo chez 'Homme, et quelles en sont les limites.

Puis nous étudierons les essais cliniques en cours, de quelle fagon les protocoles se sont
adaptés face aux premiers résultats obtenus, et de ce que I'on peut espérer observer si
on s’intéresse aux études précliniques menées chez I'animal.

Et pour finir, nous dresserons un bilan des limites actuelles de ce type de traitement et
évoquerons les perspectives d’évolution de la recherche dans le domaine de la
régénération parodontale.
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l. Limites des traitements parodontaux « conventionnels »

Dans le cadre d’une prise en charge parodontale, la premiere étape consistera a
stabiliser la maladie parodontale, afin de pouvoir envisager, en seconde intention, de
régénérer les tissus lésés.

I.1. Réparation ou Régénération ?

Il est nécessaire de bien faire la différence entre réparation et régénération
parodontale.

La réparation est un processus biologique au cours duquel la continuité tissulaire est
rétablie par des néoformations tissulaires, qui ne restaurent cependant pas de facon
compléte I'architecture des tissus Iésés.

Ce processus aboutit, la plupart du temps, a la formation d’un épithélium de jonction
long.

La régénération, en revanche, est un processus biologique par lequel I'architecture et la
fonction des tissus |ésés au cours d’un processus pathologique sont compléetement
restaurées.

Pour le parodonte, la régénération se traduit par la reconstitution a la fois du cément, du
ligament parodontal (alvéolo-dentaire) et de I'os alvéolaire, restaurant ainsi une nouvelle
attache épithéliale fonctionnelle.

Idéalement, la régénération d’une lésion parodontale implique une néoformation d’os
alvéolaire et de cément, ainsi qu’une réorganisation du ligament parodontal, assurant le
repositionnement et la stabilité de I'attache épithélio-conjonctive au niveau du collet
dentaire.

Apres chirurgie parodontale, la régénération tissulaire va débuter par une étape de
cicatrisation au cours de laquelle on observera la sécrétion de facteurs de croissance,
ainsi que la migration, la prolifération et la différenciation de cellules.

La nature de la nouvelle attache sera donc déterminée par la nature des cellules qui vont
coloniser |'espace délimité par la lésion parodontale et la surface radiculaire.

On parle de compétition cellulaire : la migration cellulaire est I'objet d’une véritable
compétition entre les cellules épithéliales (qui proliféerent abondamment et envahissent
tres rapidement la zone opérée) et les cellules indifférenciées du desmodonte et de I'os
alvéolaire qui pourront se différencier en cémentoblastes, fibroblastes ou ostéoblastes en
fonction de leur phénotype et de leur environnement.
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I.2. Thérapeutiques « conventionnelles »

Dans le cadre du traitement des maladies parodontales, les moyens thérapeutiques
dont on dispose actuellement sont des traitements non chirurgicaux (enseignement aux
techniques d’hygiéne, détartrage, débridement non chirurgical), ainsi que des traitements
chirurgicaux qui s’averent indispensables pour traiter les Iésions les plus importantes
et/ou récidivantes.

Ces solutions thérapeutiques sont généralement complémentaires, et utilisées en
fonction du type et de I'étendue de la Iésion ainsi que de I'objectif recherché.

Nous ne présenterons pas ici les traitements non chirurgicaux et les traitements
chirurgicaux résecteurs (lambeaux déplacés, chirurgie osseuse par soustraction, etc...),
qui ont pour objectif la stabilisation de la maladie parodontale et la cicatrisation du
parodonte, et non pas la régénération des tissus parodontaux.

Plusieurs techniques sont actuellement a notre disposition si 'on a pour objectif de
régénérer le parodonte :

- L’administration, au niveau des Iésions, d’agents chimiques tels que I'acide citrique et
I'EDTA, ou d’autres types d’agents comme la fibronectine ou les dérivés de protéines
amélaires, mais les résultats obtenus sont assez contrastés.

Le seul agent semblant présenter des résultats convaincants est 'Emdogain®, composé
de 90% d’amélogénines (protéines de la matrice de I'émail) et de protéines non
amélogéniques dont les BMPs.

Les études révelent que I'Emdogain® a pour effet la stimulation de la prolifération et de la
différenciation des cellules souches du ligament alvéolo-dentaire, ainsi que la stimulation
de I'angiogenese (Grandin, Gemperli, et Dard 2011). La prolifération cellulaire proviendrait
plutot des amélogénines, alors que la différenciation serait le fait des BMPs (Kémoun et al.

2011).

Cependant, I'efficacité de la régénération parodontale dépend beaucoup des tensions
mécaniques exercées sur le parodonte: si ces dernieres sont trop importantes, la
cicatrisation ne pourra pas se dérouler correctement (Nokhbehsaim et al. 2011).

Cet inconvénient majeur rend les résultats de la Régénération Tissulaire Induite (RTI) trés
aléatoires.

Néanmoins, au vu de ses capacités régénératives, cette technique, associée a d’autres,
comme a la Régénération Tissulaire Guidée par exemple, reste tres intéressante a mettre
en ceuvre.
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- La Régénération Tissulaire Guidée (RTG), qui a pour objectif la régénération du
systeme d’attache et de lI'os alvéolaire. Une membrane (résorbable ou non) est
interposée entre la gencive et la racine dentaire, ce qui ménage un espace favorable a
la maturation du caillot sanguin, ainsi qu’a la prolifération et la migration des cellules
souches du ligament alvéolo-dentaire, tout en limitant au maximum la compétition
cellulaire avec les cellules épithéliales et conjonctives (Trubiani et al. 2008).

La régénération de l'os alvéolaire pourra étre favorisée par la mise en place de
biomatériaux de substitution ou bien d’os allogéne ou autogéne, au cours de
I'intervention :

e |a greffe osseuse autogene ou allogene donne de meilleurs résultats que la
mise en place de biomatériaux de comblement car elle permet
I’ostéoinduction, qui désigne la capacité a induire la différenciation de cellules
indifférenciées vers la lignée osseuse.

e |es matériaux de comblement, quant-a-eux, sont seulement ostéo-
conducteurs, c’est-a-dire qu’ils attirent les cellules osseuses sur le site, mais
n’ont aucune capacité a induire la différenciation cellulaire (AIGhamdi, Shibly, et
Ciancio 2010).

Cependant, les analyses histologiques montrent que le nouveau tissu conjonctif obtenu,
fixé a la surface radiculaire, n’est pas une « vraie » régénération, dans le sens ou on ne
retrouve pas |'organisation physiologique du systeme d’attache avec les trois éléments
constituant le parodonte profond (os alvéolaire, ligament alvéolo-dentaire et cément).

La régénération parodontale, par le biais de cette technique, méme combinée avec des
dérivés de la matrice amélaire, reste donc limitée.

On utilise ces techniques chirurgicales, seules ou combinées, dans le traitement de
défauts intra-osseux. En effet, pour obtenir de bons résultats, il est impératif d’avoir des
parois osseuses résiduelles de bonne qualité. Plus les parois osseuses résiduelles sont
nombreuses, plus le maintien du caillot sanguin contenant les cellules souches endogenes
est facilité, et meilleure sera la régénération. C’'est pour cette raison que ce type de
traitement fonctionne bien sur des lésions angulaires, des alvéolyses verticales ; mais qu’il
atteint ses limites lorsqu’il faut régénérer des lésions parodontales de grande étendue et
horizontales, ou encore des lésions inter-radiculaires de classe Ill, au niveau desquelles le
nombre de parois osseuses résiduelles est faible, voire nul.

L’'ensemble des techniques présentées ci-dessus permet d’obtenir de bons résultats
dans la stabilisation des maladies parodontales, ainsi que dans la cicatrisation et la
réparation des tissus parodontaux.

Néanmoins, elles sont insatisfaisantes en termes de régénération parodontale, en
particulier dans les cas de lésions parodontales avancées.
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En effet, malgré I'utilisation de ces thérapeutiques pour stimuler les cellules souches du
parodonte, sa capacité de régénération reste limitée. Le potentiel et le nombre des
cellules souches présentes au niveau du parodonte (en particulier au niveau du ligament
alvéolo-dentaire) a investir I'os et la surface radiculaire afin de régénérer les tissus, va
diminuer avec la sévérité des lésions et avec I'dge du patient.

La thérapie cellulaire et I'ingénierie tissulaire, avec |'utilisation des cellules souches
mésenchymateuses dans le cadre de la régénération parodontale pourraient optimiser, et
méme supplanter les solutions thérapeutiques dont on dispose actuellement.
Ces thérapies auront pour but de régénérer tous les composants du parodonte (os
alvéolaire, desmodonte et cément), permettant ainsi d’obtenir une nouvelle attache, que
'on ne parvient qu’a obtenir aléatoirement avec les techniques de régénération
parodontale actuelles.
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Il. Qu’est-ce-que la thérapie cellulaire ?

I1.1. Définition et principes

L'ingénierie tissulaire est un domaine de la biotechnologie qui a pour objectif de
développer des substituts biologiques viables pour remplacer, maintenir ou améliorer la
fonction de tissus ou d’organes défaillants au sein d’un organisme.

Figure 1 : Un exemple d'un concept d'ingénierie tissulaire qui implique
I'ensemencement de cellules dans des échafaudages de biomatériaux poreux (Dvir et
al. 2011)

- aetb) des cellules du patient vont étre prélevées puis cultivées in vitro

- ) ces cellules sont ensuite ensemencées dans des biomatériaux tridimensionnels
de soutien (matrices) appelés aussi « échafaudages » ou « scaffolds », avec des
facteurs de croissance et/ou des nanoparticules et/ou des petites molécules
bioactives

- d) on cultive le tout dans un bioréacteur afin de fournir les conditions optimales
pour que les cellules s’organisent en un tissu fonctionnel

- e) une fois le tissu fonctionnel obtenu, il est transplanté au patient.
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Le principe est donc le suivant : on combine des cellules, des biomatériaux qui jouent un
role de matrice, ainsi que des facteurs biologiques spécifiques qui vont permettre
d’induire et d’orienter la différenciation des cellules vers la (ou les) lignée(s) cellulaire(s)
souhaitée(s).

Les tissus d’un organisme sont composés de multiples types cellulaires, organisés tres
précisément au sein d'un réseau fonctionnel, avec les composants de la matrice extra-
cellulaire. Les interactions inter-cellulaires, les cycles cellulaires, les apoptoses, la
synthése et la sécrétion des composants de la matrice extra-cellulaire, les signaux
moléculaires, ainsi que les facteurs de croissance s’inscrivent dans un micro-
environnement en constante évolution.

La thérapie cellulaire consiste a réparer/régénérer un organe ou un organisme
défaillant par I'administration de cellules qui ont été choisies, amplifiées et traitées ou
modifiées (ex vivo). C'est grace a la transplantation de cellules saines et fonctionnelles,
afin de remplacer les cellules dysfonctionnelles, que I'organe fragilisé va étre réparé

Les domaines thérapeutiques pouvant faire appel a la thérapie cellulaire sont
nombreux. C'est notamment le cas en cardiologie, immunologie, neurologie,
ophtalmologie et odontologie. Cela constitue une alternative aux greffes d’organes et de
tissus qui sont souvent rendues tres compliquées par le manque de compatibilité entre le
donneur et le receveur, ainsi que par la faible disponibilité de greffons.

Le développement des thérapies cellulaires nécessite de prendre en compte plusieurs
principes essentiels (Ketty Schwartz 2011) :

- identifier la lésion, ainsi que les cellules ou les molécules pouvant contribuer a la
régénération des tissus lésés

- viser une régénération a long terme du tissu : les cellules transplantées doivent
étre capables de proliférer in vivo et de générer de facon continue des cellules
différenciées, ou bien étre transplantées apres différenciation et étre capables de
survivre sur du long terme

- s’assurer de la sécurité et de I'innocuité des produits administrés

- évaluer la vascularisation du tissu, essentielle a la survie des cellules

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

- évaluer les composants du microenvironnement local nécessaires a la survie, la
prolifération et la différenciation des cellules transplantées

- connaitre et controler le comportement du systeme immunitaire apres
transplantation.
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11.2. Les Acteurs de la Thérapie Cellulaire

11.2.1. Les Cellules Souches Mésenchymateuses

Les thérapies cellulaires peuvent recruter des cellules différenciées ou des cellules

indifférenciées, autrement appelées cellules souches. Bien souvent, c’est par I'utilisation
de cellules souches, capables de se différencier en plusieurs types de cellules, que ces
thérapies sont possibles.
Ces cellules peuvent provenir soit du patient lui-méme (greffe autologue) soit d’'un
donneur de la méme espéce (allogreffe), ou encore d’un individu d’une espece différente
(xénogreffe). On privilégiera toujours la greffe autologue pour s’affranchir de toute
réaction immunitaire de rejet.

Les cellules souches /stromales mésenchymateuses sont les candidates de choix pour la
thérapie cellulaire du fait de leurs nombreuses propriétés.

11.2.1.1. Définition : Qu’est-ce qu’une cellule souche mésenchymateuse ?

Les cellules souches/stromales mésenchymateuses sont des cellules souches adultes
multipotentes qui dérivent du conjonctif embryonnaire (mésenchyme), et qui sont
présentes dans de nombreux tissus conjonctifs de I’organisme adulte.

La quantité de cellules souches mésenchymateuses et leurs propriétés sont variables
selon le tissu d’origine, I'état de santé général et I'age du sujet.

Pour étre considérées comme des cellules souches mésenchymateuses, les cellules
utilisées doivent remplir plusieurs critéeres selon I'International Society for Cellular
Therapy (ISCT) (Dominici et al. 2006) :

- I'adhérence au plastique dans des conditions de culture standardisées ;

- I'expression des marqueurs de surface CD73, CD90 et CD105, a un taux de 95%

- I'absence d’expression des marqueurs hématopoiétiques CD34, CD45, CD14, CD19
ainsi que des molécules de surface HLA-DR ;

- la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation in vitro en ostéoblastes,
adipocytes, et chondrocytes.

Les criteres proposés par I'ISCT visent a uniformiser la caractérisation et l'isolation des
cellules souches mésenchymateuses in vitro, afin que les investigations dans ce domaine
montrent une certaine harmonisation. L’échange de données au sein de la communauté
scientifique est en effet primordial dans I'intérét de I'avancée des recherches.
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1.2.1.2. Sources de cellules souches mésenchymateuses

Les sources de cellules souches mésenchymateuses disponibles au sein du corps
humain sont multiples.

La moelle osseuse en constitue la principale (Pittenger et al. 1999), mais la technique de

préléevement (par ponction osseuse) est longue, invasive et ne permet de récupérer que
peu de cellules, environ 1 a 2% des cellules totales présentes dans la moelle osseuse (Stan
Gronthos et al. 2003). Ainsi, pour en obtenir un nombre suffisant afin de les utiliser en
thérapie cellulaire, il faudra les faire se multiplier de facon trés importante, mais plus les
cellules se divisent, plus elles perdent leurs potentialités et deviennent moins efficaces, et
risquent de présenter des caractéristiques déviantes et des aberrations chromosomiques
(G.T.-J. Huang, Gronthos, et Shi 2009).

C'est pourquoi d’autres tissus conjonctifs ont depuis été étudiés comme sources
alternatives, tels que le tissu adipeux qui semble étre une source de cellules souches
mésenchymateuses tres intéressante en raison de son prélévement simple (liposuccions
et dermoplasties) et d’'une quantité importante de cellules obtenues (Mizuno 2009).

On retrouve également parmi ces « nouvelles» sources de cellules souches
mésenchymateuses, des tissus de la sphére orale.

Figure 2 : Sources de cellules souches mésenchymateuses adultes dans les régions
orale et maxillo-faciale (Egusa et al. 2012)

20



e L'os alvéolaire contient des cellules souches mésenchymateuses, au niveau de sa

corticale interne, que I'on appelle les ABSCs (Alveolar Bone-Derived Stroma Cells).

La procédure de prélevement au niveau de la cavité orale est trés peu invasive: on
récupére de I'os lors d’une intervention (pose d’implant, avulsion, ostéotomie, etc.).

A la surface de I'os alvéolaire, le périoste contient également des cellules souches : les
PSC (Periosteum Derived Stem Cells)(Arnsdorf et al. 2009).

De nombreuses études semblent montrer que les cellules souches mésenchymateuses
provenant du périoste présentent une prolifération plus rapide et plus importante que les
BMSC de la créte iliaque et méme de |'os alvéolaire (Zhu et al. 2006).

Cette population cellulaire est surtout utilisée en implantologie dans le cadre de greffes
osseuses, en vue de permettre la pose d’un (ou plusieurs) implant(s). Elle permet une
augmentation significative de I'épaisseur de 'os alvéolaire (Soltan, Smiler, et Soltan 2009)
(Masaki Nagata et al. 2012).

e A partir du tissu pulpaire, il est possible d’isoler des cellules souches

mésenchymateuses que I'on appelle les DPSC (Dental Pulp Stem Cells). Ce sont les
premieres cellules souches d’origine dentaire a avoir été isolées (S. Gronthos et al.
2002).

Les sources de DPSC peuvent étre des dents incluses, des dents surnuméraires, ou encore
des pulpes saines extraites aprés une pulpectomie s’inscrivant au sein d’une stratégie
thérapeutique (d’Aquino et al. 2009).

Ces cellules sont tres intéressantes : elles ont montré dans certaines conditions de culture
leur capacité a se différencier en adipocytes, chondrocytes, myocytes, ostéoblastes et
cellules neurales (W. Zhang et al. 2006).

De plus, il semblerait qu’a partir de ce type de cellules, il soit possible d’obtenir les
cellules souches pluripotentes induites (iPSC) dont on reparlera ultérieurement (Yan et al.
2010).

Des cellules souches mésenchymateuses d’origine pulpaires peuvent aussi étre prélevées
et isolées a partir de la pulpe des dents temporaires exfoliées. On parle alors de SHED
(Stem cells from Human Extracted Deciduous teeth) (Miura et al. 2003).

Les cellules souches dérivées des dents temporaires sont significativement différentes des
cellules souches de la pulpe dentaire adulte de par leur processus de développement,
leurs formations tissulaires et leurs fonctions. De plus, elles semblent présenter un plus
grand potentiel de prolifération que les DPSCs.
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o Le follicule dentaire est un ectomésenchyme enveloppant les bourgeons dentaires

en développement. Il constitue aussi une source de cellules souches
mésenchymateuses : les DFSC (Dental Follicle Stem Cells).

On retrouve ce type de cellules souches au sein du follicule dentaire, ainsi qu’au niveau
apical des racines des dents effectuant leur apexogenése.

Le prélevement de ces cellules est assez aisé, lors de l'avulsion de dents incluses
notamment (souvent des troisiemes molaires) (Morsczeck et al. 2005).

Ces cellules sont capables de se différencier, in vitro, en adipocytes, en ostéocytes et en
neurones. Elles peuvent également former des nodules calcifiés compacts in vitro,
suggérant leur capacité de différenciation en cémentoblastes (Kémoun et al. 2007).

e La partie apicale de la papille d’'une dent en développement contient également

des cellules souches mésenchymateuses : les SCAP (Stem Cells from Apical Papilla).

Les troisiemes molaires incluses en sont la principale source, mais I'apex de dents
immatures extraites peut aussi étre utilisé.

Comparées aux DPSCs, les SCAPs auraient un meilleur potentiel de prolifération
(Bakopoulou et al. 2011). Cela s’expliquerait par le fait qu’elles sont plus immatures
puisqu’elles sont les précurseurs des odontoblastes responsables de la formation du
complexe dentino-pulpaire radiculaire, alors que les DPSCs sont a [lorigine des
odontoblastes producteurs de la dentine réactionnelle (George T.-J. Huang et al. 2008).

e Le ligament alvéolo-dentaire, qui fait la connexion entre I'os alvéolaire et le cément

via ses fibres de Sharpey, contient également des cellules souches
mésenchymateuses, les PDLSC (Periodontal Ligament Stem Cells).

Elles peuvent étre récupérées a la surface des racines des dents avulsées.

Les cellules souches du ligament alvéolo-dentaire se forment a partir des cellules
mésenchymateuses de la créte neurale et de l'ectoderme oral. Il en résulte une
population cellulaire spécifique a fort potentiel de régénération (prolifération et
différenciation) (Yamazaki et al. 2007).

Elles sont capables de se différencier, en fonction de leur environnement, en
cémentoblastes, en ostéoblastes, en adipocytes, en chondrocytes, en cellules
musculaires, et méme en cellules neurales ; ce qui illustre bien le caractere multipotent
de ces cellules (G. T.-J. Huang, Gronthos, et Shi 2009).
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11.2.1.3. Propriétés et caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses suscitent un véritable intérét dans le monde
médical, et en particulier en médecine régénérative grace a leurs nombreuses propriétés.
Elles sont des candidates de choix pour la thérapie cellulaire, mais elles peuvent aussi
présenter un intérét majeur dans des thérapeutiques a visée immuno-modulatrice, en
particulier dans le cadre de maladies systémiques ou locales a résonance inflammatoire.

Parmi les principales propriétés qui nous intéressent on peut citer :

- la capacité d’auto-renouvellement

- la capacité de différenciation vers une ou plusieurs lignée(s) cellulaire(s) =
multipotence

- la migration et domiciliation (« homing »)

- la stimulation de I'angiogenése

- la stimulation de la prolifération de cellules souches endogéenes et le recrutement
d’autres cellules progénitrices

- la diminution de I'apoptose

- Iimmunomodulation

Figure 3 : Les principales actions des cellules souches mésenchymateuses dans la
réparation tissulaire (Shao, Zhang, et Yang 2015)
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1.2.1.4. Les limites des cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses, quel que soit leur tissu d’origine, présentent
des caractéristiques communes. Cependant, il existe des spécificités propres a chaque
population de cellules : certaines seront plus enclines a se multiplier mais auront moins
de possibilités de différenciation, alors que d’autres, au contraire, pourront se
différencier en plusieurs types de cellules spécifiques mais leur capacité de prolifération
cellulaire sera moins importante (Kern et al. 2006).

Au sein du corps humain et en fonction de son stade de développement, on distingue
différents types de cellules souches.

Figure 4 : Les Différentes Cellules Souches avec leur Degré de Différenciation (Timothy
Caulfield 2003)

On peut aisément comprendre que plus une cellule se trouve a un stade différencié, plus
ses possibilités de différenciation en diverses lignées cellulaires seront limitées.

Or c’est bien un probléme auquel on peut étre confronté par I'utilisation des cellules
souches mésenchymateuses, qui en dépit de leurs propriétés intéressantes, atteindront
leurs limites en termes de différenciation vers les lignées souhaitées plus rapidement que
des cellules qui seraient moins différenciées qu’elles.
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C’est pourquoi I'intérét de la recherche s’est porté sur les cellules souches embryonnaires
(Lee et al. 2004). Ce sont des cellules pluripotentes, c’est-a-dire capables de se différencier
vers n’‘importe quelle lignée cellulaire d’un organisme.

Cependant, pour des raisons techniques (nécessité d’élaborer une banque de cellules
souches) et éthiques, leur préléevement est limité et leur utilisation est actuellement trés
reglementée, donc il est difficile d’obtenir les autorisations nécessaires a leur
exploitation.

C’est pour cette raison que la recherche s’est davantage orientée vers les cellules souches
mésenchymateuses, qui méme si elles ont des capacités moins importantes en termes de
différenciation que les cellules souches embryonnaires, présentent tout de méme des

propriétés largement intéressantes et exploitables dans le cadre des thérapies cellulaires.

11.2.2. Les Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des médiateurs cellulaires mitogenes polypeptidiques
qui régulent la prolifération et la différenciation cellulaires (Somerman 2011).
lIs jouent un roéle majeur dans le recrutement des cellules indifférenciées, dans la
synthése de protéines matricielles, et donc par conséquent dans le développement
tissulaire.
lIs présentent donc un intérét clinique incontestable et joueront un role important dans le
cadre des thérapies cellulaires puisqu’ils vont nous permettre de contréler le
comportement des cellules que I’on va utiliser.

Ces facteurs sont multifonctionnels et disposent de différentes voies d’action : autocrine,
paracrine et endocrine. Leurs actions dépendent de I’environnement tissulaire, de la
présence d’autres facteurs de croissance et du type cellulaire en présence (Bartold et al.
2000).

Dans le cadre de la régénération parodontale, la lésion chirurgicale provoque
inéluctablement une réaction inflammatoire. Des médiateurs vont étre massivement
libérés, conduisant a la formation d’un caillot, puis d’un tissu de granulation. C'est sous
I'influence de facteurs de croissance que vont s’organiser le nouveau tissu cicatriciel et la
régénération parodontale (Jeanneau et al. 2014).
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Les principaux facteurs de croissance impliqués dans le développement des tissus de
I'organisme sont les suivants :

e PDGF (Platelet Derived Growth Factors)
Il régule la migration et la prolifération des ostéoblastes, des fibroblastes gingivaux et des
fibroblastes du ligament parodontal. Il exerce un effet chimiotactique sur les cellules du
ligament alvéolo-dentaire et sur la promotion de la synthése collagénique.
Il influe aussi sur I'angiogenése par son action sur les cellules endothéliales, ainsi que sur
la sécrétion d’autres facteurs de croissance tels qu’IGF-1 (Javed et al. 2011)

e IGF (Insulin-like Growth Factor)
Il influe sur la migration et la prolifération des fibroblastes gingivaux et du ligament
alvéolo-dentaire.
Il stimule aussi la formation osseuse en induisant la prolifération des ostéoblastes et leur
différenciation a partir de cellules souches mésenchymateuses, ainsi que par la synthése
de collagene de type 1.
De plus, IGF1 inhibe la dégradation collagénique osseuse en bloquant I'activité des
collagénases (Werner et Katz 2004).

e TGF-B1 (Transforming Growth Factor f1) et BMP (Bone Morphogenic Proteins)
Les BMP sont des protéines membres de la super famille des TGF-B. Elles diffusent
rapidement dans les tissus, ce qui est incompatible avec la lenteur du processus
d’ossification : il est donc nécessaire de les incorporer a une matrice qui les retient
(Stavropoulos et Wikesjé 2012).
Ces protéines jouent un réle fondamental dans le remodelage osseux, la différenciation
cellulaire, la morphogeneése et I'organogenese durant la vie embryonnaire.
Elles sont capables de stimuler la différenciation et la prolifération des cellules
mésenchymateuses en cellules ostéoprogénitrices, leur conférant un réle prépondérant
dans la formation osseuse.

e FGF (Fibroblast Growth Factor)
lls exercent un effet mitogéne sur les cellules mésodermiques, un puissant effet
angiogéne et stimulent la formation de vaisseaux sanguins.
Celui qui va nous intéresser est le B-FGF. Il influe sur la croissance et la prolifération des
cellules du ligament alvéolo-dentaire et a un effet chimiotactique sur les fibroblastes
gingivaux (Giannobile 1996).
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e VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Le VEGF est considéré comme le facteur le plus important dans le processus
d’angiogenese intervenant au cours de la formation osseuse. Il controle la perméabilité
vasculaire, favorise la prolifération et la migration des cellules endothéliales ainsi que le
recrutement des angioblastes.

Son role dans la régénération a été mis en évidence dans plusieurs modeéles
expérimentaux de formation osseuse. En effet, alors qu’une inhibition du VEGF induit un
retard dans la guérison d’une fracture, son administration améliore la formation osseuse
(Peng et al. 2005).

Cas particulier du PRF (Platelet Rich Fibrin). Il s’agit d’un concentré plaquettaire

permettant de rassembler au sein d’'une seule membrane de fibrine, I'ensemble des
constituants favorables a la cicatrisation présents dans un prélevement sanguin. |l
reproduit une matrice cicatricielle ad integrum sans recourir a une modification du sang
(Nicolet 2012).

Le PRF est obtenu par centrifugation du sang d’un patient a I'aide d’'une machine
réfrigérée, sans ajout d’anticoagulant, ce qui permet une activation rapide et massive des
plaquettes.

Le PRF est constitué de :

- Fibrine

- Plaquettes

- Cytokines et Facteurs de croissance (présents dans les plaquettes) : PDGF, VEGF,
TGFB, IGF, FGF, EGF et des BMP

- Leucocytes : ils ont la particularité de moduler la réponse immunitaire via la
sécrétion de cytokines (IL-2, IL-4, IL-10, interféron gamma), permettant ainsi a la
cicatrisation de se faire dans des conditions optimales. De plus, ils ralentissent le
relargage des facteurs de croissance, induisant un effet rémanent de ces facteurs.

- Quelques cellules souches, présentes naturellement dans le sang circulant.

Décrivons brievement comment le PRF permet d’initier la régénération tissulaire :

1) Deés leur sécrétion, les facteurs de croissance PDGF, TGFB, FGFR, VEGF,
angiopoiétine, initient une néovascularisation et stimulent la prolifération
cellulaire.

2) Atrois jours, les capillaires péri-lésionnels échafaudent un treillis vasculaire.
Le caillot de fibrine piege les cellules souches circulantes amenées sur le site lésé
grace a la néo vascularisation, qui vont, sous |'action de PDGF et TGFpB, proliférer
et synthétiser une nouvelle matrice osseuse.
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3) Les ostéoblastes vont synthétiser la matrice osseuse, tandis que les fibroblastes
synthétisent la matrice de collagene.

4) Les macrophages sont attirés vers le site, par |'action de PDGF. lls jouent un réle
régulateur de la phase inflammatoire en libérant des cytokines.

5) Un réseau complexe s’établit au sein du gel de fibrine en 5 a 10 jours. TGF
entretient le processus de cicatrisation et participe a la formation d'un nouvel os
immature qui sera progressivement remodelé.

= Le PRF permet d’accélérer un phénoméne physiologique grace a I'utilisation d’une

matrice de fibrine mieux organisée, et donc capable de diriger de maniére plus
efficace la captation des cellules souches mésenchymateuses.

11.2.3. Les Biomatériaux de Soutien

Les biomatériaux utilisés en ingénierie tissulaire ont un role clé dans la régénération
des tissus. En effet, le biomatériau de soutien (aussi appelé « échafaudage » ou
« scaffold ») mime la matrice extracellulaire, ce qui permet de servir de guide aux cellules
et aux molécules (Rios et al. 2011a).

Ces matrices constituent un véritable réseau tridimensionnel qui permet I'adhésion, la
prolifération et la différenciation des cellules nécessaires a la reconstruction tissulaire.

Elles permettent également de véhiculer les facteurs de croissance, la mise en place d’une
vascularisation efficace et forment une barriére « mécanique » permettant le maintien de
I’espace cicatriciel (Pandit, Malik, et Philips 2011).

Ces biomatériaux de soutien doivent respecter un cahier des charges (Rios et al. 2011b) :

- @tre résorbables, mais de facon contrélée afin de maintenir un support suffisant
jusqu’a cicatrisation,

- avoir une structure tridimensionnelle résistante,

- permettre une bonne conductivité cellulaire,

- @tre biocompatibles,

- étre bio-fonctionnels et ne présenter aucun danger pour I'organisme (non toxique,
absence de réaction immunitaire et absence de risque de transmission de maladie
infectieuse).
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Actuellement, il n’existe pas de matériau idéal qui réunisse parfaitement toutes ces
caractéristiques, et c’est pour cela que I'on associe souvent plusieurs types de matériaux.
On peut citer par exemple les éponges collagéniques et le phosphate tricalcique, ou
encore I'hydrogel d’alginate et I’hydroxyapatite (Pilipchuk et al. 2015).

Les biomatériaux d'origine « naturelle » tels que les collagénes, |'élastine, la fibrine et
I'alginate offrent une structure solide et résistante, sont biocompatibles, sont
biodégradables, mais ils peuvent présenter un risque de transmission des pathogenes
animaux ou provoquer une réponse immunitaire de I'hdte.

Les polymeéres synthétiques présentent d'excellentes propriétés chimiques et
mécaniques, et permettent un controle en ce qui concerne le poids moléculaire, la
configuration des chaines et la présence d'un groupe moléculaire fonctionnel, mais ils
entrainent une réaction inflammatoire importante du fait de leur résorption.

Récemment, les hydrogels ont été étudiés plus en détails et semblent présenter des
propriétés tres intéressantes, telles qu'une grande biocompatibilité, une hydrophilie et
des caractéristiques mécaniques similaires a celles des tissus conjonctifs (Galler et D’Souza
2011).
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11.2.4. Bilan : principaux acteurs de la thérapie cellulaire utilisés pour la

régénération parodontale

Cellules souches

Facteurs de croissance

« Scaffolds »

- PDLSCs (Periodontal
Ligament Stem
Cells) : cellules
souches issues du
ligament parodontal

- DPSCs (Dental Pulp
Stem Cells) : cellules
souches issues de la

pulple dentaire

- DFSCs (Dental
Follicle Stem Cells) :
cellules souches
issues du follicule
dentaire

- SCAPs (Stem Cells
from Apical Papilla) :
cellules souches
issues de la papille
apicale

- ADSCs (Adipose
Derived Stem Cells) :
cellules souches
issues du tissu
adipeux

- PDGF (Platelet
Derived Growth
Factor)

- IGF1 (Insulin-Like
Growth Factor 1)

- TGF-B1
(Transforming
Growth Factor B1)

- BMPs (Bone
Morphogenic
Proteins)

- FGF (Fibroblast
Growth Factor)

- VEGF (Vascular
Endothelial Growth
Factor)

Eponge collagénique

PEG (Poly-Ethyléne
Glycol)

Phosphate
tricalcique (B-TCP)

Hydroxyapatite

Hydrogel d’alginate

Substituts osseux
(ex : Bio-Oss®)

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différents éléments les plus utilisés en thérapie

cellulaire pour régénérer le parodonte
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IIl. Etat actuel des connaissances sur la régénération des

lésions parodontales par thérapie cellulaire chez

I'Homme

Nous allons discuter de différentes études portant sur le sujet de la régénération de
Iésions parodontales chez I'Homme, utilisant différentes sources de cellules souches
mésenchymateuses et différentes méthodes d’implantation, afin de savoir ou nous en
sommes, quels sont les résultats que I'on obtient et quelles sont les limites rencontrées.

Aujourd’hui, il n’y a que trés peu d’essais cliniques réalisés in vivo chez 'Homme dont
on dispose des résultats. Nous n’en sommes qu’au début des recherches dans ce
domaine, les données de la littérature sont donc pour l'instant assez limitées, mais nous
allons voir quels résultats ont d’ores et déja été obtenus.
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Type . Type de fpx
) y P Population P « Scaffolds » |Référence
d’étude cellules
35 sujets
Essai clinique Groupe 1:RTG +
ContrCA)l.é,l PDLSC + Bio-Oss® PDLSCs Bio-Oss® (Chen et al.
randomisé, autologues 2016)
unicentrique Groupe 2 : RTG +
Bio-Oss®
29 sujets
Essai clinique Groupe test : DPSC ;
K q P R DPSCs Eponge de (Ferrarotti et
controlé + collagene -
., autologues collagéne al. 2018)
randomisé
Groupe contréle :
collagéne seul
DPSC ,
, S > Echafaudage sec
allogéniques : d'éponge de )
Rapport de provient de la pong (Herndndez-
1 ) collagéne- Monjaraz et
cas dent temporaire olwinvlovrrolidone | al. 2018)
d’un enfant de 7 poly ypy“ .
lyophilisé
ans
Rapport de 11 DPSCs Eponge (Aimetti et al.
cas autologues collagénique 2018)
Rapport de 1 DPSCs Eponge (Aimetti et al.
cas autologues collagénique 2014)
Rapport de PDLSCs R (lwata et al.
1 Béta-TCP
cas 0 autologues cta 2018)
Rapport de BMMSCs créte Yomada et
are amaada e
cas 17 iliaque PRP al. 2013)
autologues
Rapport de . PDLSCs . (Feng et al.
ts, 1 t H tit
cas 3 sujets, 16 dents autologues ydroxyapatite 2010)

Tableau 2 : Etudes utilisant la thérapie cellulaire pour régénérer des lésions
parodontales chez ’'Homme in vivo
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On retrouve quelques rapports de cas mais trés peu d’essais cliniques. Or, le nombre
de sujets inclus dans les rapports de cas est beaucoup trop faible pour que les résultats
obtenus soient extrapolables a la population générale. De plus, les résultats obtenus chez
les patients recevant un traitement par thérapie cellulaire ne sont pas comparés a des
sujets « controle » traités par une autre technique ou ne recevant pas de traitement, ce
qui ameéne a s’interroger sur la fiabilité, la reproductibilité et la valeur de ces résultats.

Nous allons tout de méme voir les régénérations de lésions parodontales obtenues par
ces différents protocoles.

e Ftude publiée en 2010, (Feng et al. 2010) : les chercheurs ont utilisé des cellules
progénitrices et des cellules souches mésenchymateuses du ligament parodontal
autologues (PDLSCs), combinées a de I’hydroxyapatite (Calcitite®), qu’ils ont
implanté au niveau de |Iésions parodontales infra-osseuses chez 3 patients.

IIs ont alors observé une différenciation accrue des cellules souches et une stimulation de
la réparation endogene. Les différents tissus parodontaux ont été régénérés et aucun
effet indésirable n’a été relevé sur 72 mois.

Figure 5 : Evaluation clinique et radiologique de 2 patients avant et apres
transplantation de cellules souches du ligament parodontal autologues (d’aprés
I’étude de Feng et coll.).
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Etude publiée en 2013, (Yamada et al. 2013) : les chercheurs ont utilisé des
cellules souches mésenchymateuses issue de la créte iliaqgue autologues
(BMMSCs) avec du PRP (Platelet Rich Plasma), qu’ils ont transplanté au niveau de
défauts parodontaux chez 17 patients.

A 3 mois post-opératoires, la réduction moyenne de la profondeur de sondage,
I"augmentation du niveau d'attache clinique et 'augmentation du niveau osseux étaient
respectivement de 5,12, 4,29 et 3,12 mm. De plus, les résultats se sont avérés stables

pour les 5 ans suivants.

Figure 6 : Résultats cliniques et radiologiques de la transplantation de cellules
souches mésenchymateuses issues de la créte iliaque autologues associées a du PRP

((Yamada et al. 2013)

Etude publiée en 2014, (Aimetti et al. 2014) : les chercheurs ont transplanté des
cellules souches issues de la pulpe dentaire (DPSCs) autologues avec une éponge
collagénique en guise d’échafaudage, chez un patient. Le but était d’utiliser les
cellules progénitrices pulpaires issues de la troisieme molaire extraite du patient
pour régénérer la lésion parodontale infra-osseuse présente au niveau de sa
seconde prémolaire mandibulaire droite.

Figure 7 : Photographie et radiographie préopératoire de la seconde prémolaire
mandibulaire droite présentant une poche parodontale de 9 mm (Aimetti et al. 2014)
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Figure 8 : Résultats cliniques et radiologiques a un an post-opératoire (Aimetti et al.
2014)

A lan post-opératoire, lI'examen clinique montre une absence d’inflammation,
I’apparition d’une récession, une profondeur de sondage de 3 mm et un niveau d’attache
clinique de 6 mm. Radiologiquement, on constate que le défaut osseux a été
completement corrigé.

e Ftude publiée en 2018, (Aimetti et al. 2018)): des chercheurs ont publié les
résultats d’'une série de cas cliniques. 11 patients ont bénéficié d’une
transplantation de cellules souches pulpaires (DPSCs) autologues, avec une
éponge collagénique en guise d’échafaudage.

Figure 9 : Exemple de cas clinique : radiographies pré-opératoire (a) et a 1 an apres
I'intervention (b) de la lIésion parodontale en distal de la premiere molaire (Aimetti et
al. 2018)

A 1 an apreés lintervention, on observe une augmentation du niveau osseux de 3,6 £ 1,9
mm, un gain d’attache clinique moyen de 4,7 + 1,5 mm, et une profondeur de sondage
moyenne résiduelle (PD) de 3,2 £ 0,9 mm. De plus, une fermeture compléte de la poche
(PD <3 mm) a été obtenue dans 63,6% des sites expérimentaux.
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e Ftude publiée en 2018, (Ilwata et al. 2018) : 10 patients ont bénéficié d’une
transplantation de cellules souches issues du ligament parodontal (PDLSCs) avec
du B-TCP, en vue de régénérer des lésions parodontales.

A 6 mois, on note une réduction de la profondeur de poche (3,2 + 1,9 mm), un gain
d'attache clinique (2,5 + 2,6 mm) ainsi qu’une augmentation de la hauteur osseuse
alvéolaire objectivée a la radio (2,3 + 1,8 mm). Ces effets thérapeutiques se sont
maintenus pendant une période de suivi d’environ 5 ans, et il n'y a eu aucun événement
indésirable identifié.

Figure 10 : Clichés radiographiques CBCT illustrant la hauteur osseuse alvéolaire
avant la transplantation de PDLSCs (a gauche), a 6 mois post-opératoires (au centre),
et a 5 ans (a droite) (/lwata et al. 2018)
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e FEtude publiée en 2018, (Herndndez-Monjaraz et al. 2018) : un patient de 61 ans a
bénéficié d’'une transplantation de cellules souches pulpaires (DPSCs) allogéniques
(dents temporaires d’un enfant de 7 ans) au sein d’un échafaudage sec d'éponge
de collagéne-polyvinylpyrrolidone lyophilisé. L'enjeu était de régénérer la Iésion
parodontale située au niveau du secteur prémolaire mandibulaire gauche:
profondeur de poche de 6,5 mm et mobilité de classe Il.

A 6 mois, le patient n'a montré aucun signe de rejet. De plus, on observe une diminution
de la mobilité dentaire (classe 1), de la profondeur de la poche parodontale (3,5mm), ainsi
qu’une augmentation du volume osseux (le défaut osseux passe de 18,30 a 4,58 mm?).

Figure 11 : Images de CBCT de la zone prémolaire inférieure gauche d'un homme de
61 ans atteint de maladie parodontale, montrant: (a) la zone du défaut osseux de
18,30 mm? avant 'intervention; (b) zone de défaut osseux réduite a 5,73 mm? trois
mois apres ; (c) zone de défaut osseux réduite a 4,58 mm? six mois aprés (d’apreés
I’étude de Herndndez-Monjaraz et al. 2018)

= Au vu des résultats obtenus chez ces différents patients, on peut dire que le
traitement par thérapie cellulaire pour régénérer les lésions parodontales semble
prometteur, méme s’il est évidemment nécessaire de mettre en place des essais
cliniques controélés et randomisés pour prouver son efficacité et son innocuité.

Nous allons donc maintenant parler de deux essais cliniques pour lesquels des
résultats ont été publiés.

e Le premier est un essai clinique qui avait pour objectif de démontrer I'efficacité du
traitement par transplantation de cellules souches mésenchymateuses autologues
issues du ligament parodontal (PDLSCs) et Bio-Oss® pour régénérer des lésions
parodontales, en le comparant au traitement conventionnel RTG + comblement
osseux avec Bio-0ss® (Chen et al. 2016).
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Il s’agit d’un essai clinique randomisé et unicentrique ayant inclut une population de 35
patients, dgés de 18 a 65 ans et atteints de maladie parodontale.

Deux groupes ont été créeés :
- Un groupe témoin traité par RTG et comblement osseux avec Bio-Oss®
- Un groupe test traité par une greffe de PDLSCs autologues sous la forme d’une
membrane (« cell sheet »), avec du Bio-Oss® ayant un role d’échafaudage.

Au sein de chaque groupe, des défauts intra-osseux dus a la maladie parodontale ont été
traités autour d’une vingtaine de dents.

Figure 12 : Clichés radiographiques d’un patient du groupe contréle et d’un patient
du groupe traité par les PDLSC (d’aprés Chen et coll.)

Le suivi des patients a été réalisé sur 12 mois et on ne constate pas de survenue
d’événements indésirables sur cette période. Par ailleurs, on observe une augmentation
de la hauteur de I'os alvéolaire dans les deux groupes mais il n'y a pas de différence
significative entre les deux (p>0,05) : a 12 mois, le défaut osseux moyen est de 4,80 mm
(7,19 mm avant I'intervention) pour le groupe contréle alors qu’il est de 4,49 mm (7,20
mm avant I'intervention) pour le groupe ayant regu le traitement par thérapie cellulaire.

Les résultats de cet essai clinique ne sont donc pas concluants.
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e Le second essai clinique, quant a lui, avait pour objectif de démontrer I'efficacité
du traitement par transplantation de cellules souches mésenchymateuses
autologues issues de la pulpe dentaire (DPSCs) au sein d’un échafaudage d’éponge
collagénique pour régénérer des lésions parodontales, en le comparant a la mise
en place d’une éponge collagénique seule (Ferrarotti et al. 2018).

Il s’agit également d’un essai clinique randomisé et unicentrique, ayant inclut une
population de 29 patients atteints de maladie parodontale.

Deux groupes ont été créeés :
- Un groupe témoin traité avec la mise en place d’'une éponge collagénique
- Un groupe test traité par une greffe de DPSCs et éponge collagénique

Groupe test :
DPSCs + éponge
collagénique

Groupe témoin :
éponge
collagénique
seule

Figure 13 : Photographies et clichés radiographiques du traitement et des résultats
obtenus a 12 mois chez un patient du groupe traité par les DPSCs et un patient ayant
recu une éponge collagénique uniquement (Ferrarotti et al. 2018)
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Le suivi des patients a été réalisé sur 12 mois et on ne constate pas de survenue
d’évenements indésirables sur cette période. Par ailleurs, on observe au sein du groupe
test une réduction de la profondeur de poche (4,9 mm contre 3,4 mm) significativement
plus importante (p<0,001), un gain de niveau d'attache clinique (4,5 contre 2,9 mm), ainsi
gu’une augmentation de la hauteur de 'os alvéolaire (3,9 contre 1,6 mm), par rapport au
groupe controle.

Ainsi, cet essai clinique met en évidence une régénération des lésions parodontales
significativement plus importante lors de la greffe de cellules souches pulpaires
autologues.

Ces deux essais cliniques démontrent que les résultats concernant les traitements par
thérapie cellulaire pour régénérer le parodonte sont encore tres contrastés. En effet,
alors que le premier aboutit a un résultat non concluant qui nous amene a nous
interroger sur la réelle efficacité des cellules souches du ligament parodontal par rapport
a celle du Bio-Oss® utilisé seul; le second nous améne a conclure a une efficacité
significative de la thérapie cellulaire utilisant des cellules souches pulpaires, mais il est
important de souligner que le groupe test ne bénéficie que de la mise en place d’'une
éponge collagénique (et non pas d’une thérapeutique RTG + Bio-Oss® comme dans le
premier essai clinique).

Au-dela de ce constat, les résultats obtenus sont difficilement comparables puisque les
acteurs du traitement sont différents (pas le méme type de cellules souches, « scaffold »
différent).

Par ailleurs, les patients ne sont suivis que sur un an, ce qui est une période trop courte
pour pouvoir visualiser des résultats stables et pour suivre I'évolution de la régénération
des lésions parodontales dans le temps.

L’efficacité du traitement par thérapie cellulaire utilisant des cellules souches
mésenchymateuses pour régénérer les tissus parodontaux in vivo chez ’Homme reste
donc a prouver.

Il est nécessaire de réaliser un nombre plus important d’essais cliniques multi-centriques
avec un échantillon de plus grande taille et/ou utilisant d’autres méthodes permettant
de comparer |'efficacité de ce type de traitement par rapport aux thérapeutiques dont on
dispose actuellement, de comparer le potentiel de prolifération et de différenciation des
différents types de cellules souches mésenchymateuses entre elles, etc.., tout cela dans le
but de mettre au point la (ou les) stratégie(s) thérapeutique(s) les plus efficaces possibles.
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Par ailleurs, I'essentiel des études a utilisé des cellules souches mésenchymateuses issues
du ligament parodontal ou de la pulpe dentaire. Or, ces populations cellulaires ne
peuvent s’obtenir que lors de I'extraction d’'une dent ou aprés une biopulpectomie, alors
gue tous les patients présentant des lésions parodontales n’ont pas forcément de dent
gui nécessite d’étre avulsée ou dévitalisée. De plus, ce sont des cellules souches a un
stade de différenciation trés avancé, ce qui limite leur potentiel de différenciation vers les
lignées cellulaires qui nous intéressent pour régénérer le parodonte.

Il serait donc intéressant d’utiliser d’autres types de cellules souches mésenchymateuses
qui seraient a un stade de différenciation moins avancé et qui nécessiteraient une
procédure de préléevement moins invasive que les PDLSCs et les DPSCs.

On a parlé de l'efficacité du traitement par thérapie cellulaire, mais il est aussi
important de soulever le la question de son innocuité. En effet, méme si aucun effet
indésirable n’a été relevé pendant la période de suivi des patients dans les différentes
études, on peut tout de méme remarquer que ce suivi ne s’étend pas au-dela de 5 ans. |l
nous manque donc clairement des informations sur I’évolution et la stabilité des cellules
souches au sein de l'organisme greffé sur du long terme : est-ce que la régénération
observée sera durable dans le temps ? Surviendrait-il des phénoménes de résorption
quelques années plus tard ? Quelle est précisément la nature du systeme d’attache
néoformé (coupes histologiques)? Est-ce que les cellules souches resteront dans leur état
de différenciation ou reviendront-elles vers la lignée cellulaire pour laquelle elles étaient
programmeées au départ ? Est-ce qu’elles ne vont pas former des cellules anormales sur
du long terme responsables de phénomeénes tumoraux ? Autant d’autres questions
auxquelles la recherche dans le domaine de la thérapie cellulaire devra apporter des
réponses.

IV. Orientation de la recherche : études chez I’animal et

nouveaux protocoles d’essais cliniques

Actuellement, de nombreux essais cliniques sont en cours pour étudier I'efficacité de la
thérapie utilisant des cellules souches dans la régénération parodontale. En effet, méme
si les études in vivo chez 'Homme sont encore assez peu nombreuses, les résultats des
études menées chez I'animal sont tres prometteurs, ce qui explique I'essor de la
recherche dans ce domaine.
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Voyons quelques exemples d’essais cliniques en cours :

(Q. Li 2017) : essai clinique controlé et randomisé en triple aveugle, utilisant des
cellules souches issues de la gencive (GMSCs), 30 participants répartis en trois
groupes :

O Groupe A : GMSCs + collagene

O Groupe B : collagene

0 Groupe C:lambeau d’assainissement

(Danae A. Apatzidou 2018) : essai clinique controlé et randomisé en triple aveugle,
utilisant des cellules souches issues de la moelle osseuse (BMMSCs), 30
participants répartis en trois groupes :

O Groupe A : BMMSCs + collagene enrichi avec colle de fibrine

O Groupe B : collagene enrichi avec colle de fibrine

O Groupe C: lambeau d’assainissement

(Wahab 2018) : essai clinique controlé et randomisé en double aveugle, utilisant
des cellules souches issues de la gencive (GMSCs), 20 participants répartis en deux
groupes :

0 Groupe A : GMSCs + B-TCP

0 GroupeB:B-TCP

(Mohammed 2020) : essai clinique contrélé et randomisé en double aveugle,
utilisant des cellules souches issues du tissu adipeux (ADSCs), 10 participants
répartis en deux groupes :

0 Groupe A : ADSCs

O Groupe B : aucun traitement

L'une des différences notable avec les essais cliniques menés jusqu’a présent c’est le

type de cellules souches utilisé. En effet, la recherche se tourne désormais plutét vers les

cellules souches issues de la gencive (GMSCs) ainsi que celles issues du tissu adipeux

(ADSCs). Cela s’explique par le fait que ce sont des cellules plutot faciles a obtenir

(respectivement par prélevement de gencive et liposuccion), et leurs capacités de

prolifération et de différenciation vers les lignées cellulaires constituant le parodonte ont

largement été démontrées chez I'animal. Les cellules souches issues du tissu adipeux ont

I'avantage d’étre a un stade de différenciation moins avancé que les cellules souches

issues de la sphére orale. Etant moins différenciées, ces cellules peuvent étre plus

efficacement orientées vers les lignées cellulaires qui nous intéressent pour régénérer les

tissus parodontaux.
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Une étude, (Qiu et al. 2020a), avait pour objectif de déterminer I'efficacité des cellules
souches mésenchymateuses gingivales en termes de régénération parodontale, en les
comparant aux cellules souches mésenchymateuses issues du ligament parodontal.
Pour cela, des défauts parodontaux ont été créés chirurgicalement au niveau de la
premiere molaire mandibulaire gauche chez 90 rats. Puis, les chercheurs ont transplanté
dans ces défauts des membranes de collagene contenant des cellules souches provenant
de trois donneurs humains.

Les rats ont été répartis en 4 groupes en fonction du type de transplantation réalisée :
- o-MEM
- Fibroblastes Gingivaux
- Cellules souches mésenchymateuses gingivales
- Cellules souches mésenchymateuses du ligament parodontal

Apres 1,2 et 4 semaines, la régénération parodontale a été évaluée par une analyse
histologique. Il a aussi été réalisé une coloration immuno-histochimique pour TNF- a, IL-1
B et 1I-10 pour évaluer l'inflammation, ainsi que pour BSP-Il et Runx2 pour évaluer la
différenciation des ostéoblastes.

Figure 14 : Coupes histologiques (x 400) de la formation de nouveaux tissus
parodontaux observés par coloration a I’'hématoxyline-éosine a 1,2 et 4 semaines
(Qiu et al. 2020a)
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NB : Os alvéolaire néo-formé ; D : Dentine ; NF : Fibres ; C : Cément ; PDL : Ligament parodontal

L’analyse histologique a montré que la quantité de tissu parodontal formé était
significativement plus élevé dans les groupes GMSCs et PDLSCs que dans les autres
groupes.

A 1 et 2 semaines, les niveaux d’expression de TNF-a et IL-1B étaient significativement
plus faibles dans les groupes GMSC-CM et PDLSC-CM que dans les trois autres groupes, et
il n'y avait pas de différence significative entre ces deux groupes. L'expression d'IL-10 était
significativement plus élevée dans le groupe GMSC-CM que dans le groupe PDLSC-CM et
les trois autres groupes.

A1, 2 et 4 semaines, les expressions BSP-II et Runx2 étaient significativement plus élevées
dans les groupes GMSC-CM et PDLSC-CM que dans les trois autres groupes, sans
différence significative entre les deux groupes

= Les résultats de cette étude démontrent donc que la transplantation des cellules
souches mésenchymateuses gingivales pourrait favoriser la régénération
parodontale et permet d’obtenir le méme effet que les cellules souches
mésenchymateuses issues du ligament parodontal, que ce soit en termes de
régénération parodontale proprement dite, comme pour la régulation des
facteurs de I'inflammation.

Une autre étude, (Lemaitre et al. 2017), concernant cette fois les cellules souches issues
du tissu adipeux (ADSCs), s’est attachée a démontrer leur efficacité en termes de
régénération parodontale.

Des défauts parodontaux ont été induits chez des souris par gavage oral avec des
pathogénes parodontaux, puis chacune d’elle a bénéficié d’une greffe de 2x10° cellules
souches syngéniques issues du tissu adipeux (ADSC) exprimant la protéine fluorescente
verte (GFP) au sein d’un échafaudage de collagene (modele expérimental), ainsi qu’une
greffe de collagene seul en controlatéral (modéle contréle).

Les souris ont été sacrifiées a 0, 1, 6 et 12 semaines aprés le traitement et les résultats
suivants ont été obtenus :

- De 1 a 6 semaines apres l'intervention, les cellules GFP+ ont été identifiées au
niveau du ligament parodontal, uniguement sur les sites expérimentaux ;
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Figure 15 : Localisation de la protéine fluorescente verte (GFP) + / cellules stromales
adipeuses (ASCs), par immunofluorescence (Lemaitre et al. 2017)

(A) :a1semaine post-opératoire, GFP + ASCs identifiées au niveau du site greffé, de la partie
cervicale a la partie apicale du ligament parodontal et autour des vaisseaux sanguins de
I'os alvéolaire

(B) +(C): a 6 semaines post-opératoires, GFP +/ ASCs identifiées au niveau du site greffé
autour du ligament parodontal et des vaisseaux sanguins de I'os alvéolaire (B) et dans la
partie apicale du ligament parodontal (C)

(D) :a 12 semaines post-opératoires, GFP +/ ASCs indiscernables au niveau du site greffé

(E) :cellules indiscernables au niveau du site controle
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Ainsi, on remarque qu’au bout de 12 semaines, on ne détecte plus les cellules stromales
adipeuses marquées avec la GFP, ce qui nous ameéne a nous interroger sur le devenir de ces
cellules au sein de I'organisme greffé a partir de ce moment-la. Est-ce que les cellules souches
implantées ont migré vers d’autres sites ou est-ce que la différenciation cellulaire a été un succes
tel que la GFP n’est tout simplement plus exprimée ?

- Apres 12 semaines, la régénération du cément, I'organisation des fibres du
ligament parodontal, ainsi que I'expression de BMP-2 et de I'ostéopontine étaient
plus importants au niveau des sites expérimentaux qu’au niveau des sites témoins.
De plus, des sous-ensembles de cellules stromales spécifiques ont été recrutés
dans le tissu nouvellement formé au sein du parodonte ayant bénéficié de la
greffe de cellules souches du tissu adipeux uniqguement.

Figure 16 : Coupes histologiques de fibres du ligament parodontal saines (A) et
pathologiques avant le traitement (B), puis 12 semaines apres avoir traitées avec le
collagene seul (C) ou les cellules souches du tissu adipeux (D) + Analyse
histomorphométrique du ligament parodontal (E; F)(Lemaitre et al. 2017)

Les fleches noires indiquent les fibres horizontales/ les fleches blanches indiquent les fibres
obliques ; D : Dentine ; C: Cément ; PDL : Ligament parodontal ; AB : os alvéolaire ; ASC : cellule
stromale adipeuse ; NC : non colonisé ; b : différence significative du c6té du traitement entre
chaque point dans le temps et 0 semaine ; n : différence significative du c6té du traitement entre
chaque instant et le tissu non colonisé ; **, p <0,01; ***, p <.001

46



Les coupes histologiques montrent que la greffe de cellules souches issues du tissu
adipeux a significativement amélioré la réorganisation du systeme d’attache parodontal.
En effet, 12 semaines apres l'intervention, I'entropie était significativement plus faible
dans les sites ayant bénéficié de la greffe de cellules souches adipeuses qu’au niveau des
sites témoins, et proche de I'entropie des fibres du ligament parodontal sain.

= Les résultats de cette étude démontrent donc que la greffe de cellules souches
issues du tissu adipeux permet de favoriser la régénération parodontale chez le
modele murin, ce qui permet de suggérer que l'utilisation de ces cellules dans le
cadre d’'une thérapie cellulaire pourrait devenir une thérapeutique tres
intéressante pour la régénération des tissus parodontaux chez I’'Homme.

Les conclusions des études sur la thérapie cellulaire dans un but de régénération
parodontale menées jusqu’a présent sur des modeles animaux sont, a I'évidence, tres
prometteuses, ce qui explique I'essor de la recherche dans ce domaine et la mise en place
de nombreux essais cliniques.

Cependant, les conclusions apportées sont a relativiser : Y-a-t-il une réelle différence de
potentiel régénératif entre les différents types de cellules souches mésenchymateuses ou
est-ce le manque d’études dans ce domaine qui biaise les résultats ? Est-ce que
I’élaboration de nouveaux cocktails de facteurs de croissance et de nouvelles matrices
n’améliorerait pas pleinement I'expression du potentiel régénératif des divers types
cellulaires ? Est-ce que la thérapie cellulaire est un traitement sans effets indésirables et
pérenne dans le temps? A |'avenir, les prochaines études portant sur la thérapie
cellulaire apporteront certainement des éléments de réponse plus précis a ces questions.
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p . T d . Périod
Etude Population ype de « Scaffolds » Méthodes d’analyse erlo' e'
cellules de suivi
(Nagahara | 12 beagles BMMSCs B-TCP/collagéne ou Histologique 8
et al. 2015) | femelles autologues collagene seul Histomorphométrique | semaines
1 t PLGA (poly-lactic-co-
(Cai et al. .6 rats BMMSCs . (ppy actic=co Histologique 6
Fischer L. glycolic acid) / PCL (poly- . . .
2015) N allogéniques . Histomorphométrique | semaines
males epsilon-caprolactone)
(Paknejad 9 chiens BMMSCs ABBM (Anorganic Bovine Histologique 8
R : Analyse )
et al. 2015) males autologues Bone Mineral) . . semaines
Histomorphométrique
(Fawzy El- 8 porcs GMSCs IL-1 rg/HA—sECM ‘ . Clln.lque 16
Sayed et al. o (hyaluronic acid synthetic Radiologique CBCT .
miniatures | autologues . . . semaines
2015) extracellular matrix Histologique
Clinique
(Cao et al. 20 porcs DPSCs X Radiologique CBCT 12
2015) miniatures | humaines Histologique semaines
Histomorphométrique
Histologique
(Gongalves 30 rats DPSCs PLLA/COL/HA ou Histomorphométrique 4
et al. 2016) humaines PisPLLA/COL/HA gRT-PCR pour RunX2, | semaines
ALP, BGP
Clinique
Radiologi CBCT
(Hu et al. 12 porcs DPSCSs adlg ogqu!e 12
. . X Histologique .
2016) miniatures | humaines . semaines
Extraction ADN et
analyse PCR
Clinique
(Liu et al. 6 chiens PDLSCs Eponee collagénique Radiologique CBCT 12
2016) beagles autologues pong geniq Histologique semaines
Histomorphométrique
(Jiang et al. 15 porcs PDLSCs . - . . .
2016) miniatures | autologues Eponge collagénique Histologique 4 mois
Microscopie a
(Lemaitre . ADSCs . fl.oresce.nce 12
et al. 2017) 24 souris svneéniques Collagene Histologique semaines
' yngeniq Histomorphométrique
Radiologi CBCT
(Basan 6 chiens BMMSCs Hydroxyapatite/collagéne adl-llci)s’?c:glgL;eue 6 mois
2017) beagles autologues y yap g g9

Histomorphomeétrique
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ibri -Mi i Radiologi CBCT
(C. Zhang et 9 Porcs PDLSCs Intrafibrillarly-Mineralized adlq oglqu.es 12
miniatures Collagen (IMC) / Histologique .
al. 2017) N autologues . . L semaines
males Hydroxyapatite Immunohistochimique
Radiologique CBCT
Histologique
(Mizuki 50 rats PDLSCs . . Protéomique 4
Nagata et males humaines Eponge collagénique Isolation ARN et cemaines
al. 2017) analyse RT-PCR pour
GAPDH, TNF-q, IL-1B,
IL-6, IL-10
. Radiologique CBCT
6 chiens
(Shi et al. PDLSCs . Histologique 12
I B-TCP/H tit . .
2018) beaﬂg es humaines /Hydroxyapatite Microscopie a semaines
males
fluorescence
Radiologique CBCT
(Duan et al. 25 rats PDLSCs PRF ou leponge _ H|stolog|qu|e _ 24 jours
2018) autologues collagénique Histomorphométrique
RT-PCR
. 6 porcs Clinique
(G. Lietal. miniatures SCAPS X Radiologique CBCT 12,
2018) N humaines ) ) semaines
males Histologique
ADSCs Radiologique CBCT
(Venkataiah 4 I.Dorcs autologues Gel de fibrine . HIStO|OgIQLfe . 4.
et al. 2019) | miniatures et Histomorphométrique | semaines
allogéniques
(Rezaei et 5 chiens BMMSCs PRP /gel de fibrine ou gel Histologique 8
al. 2019) males autologues de fibrine seul Histomorphométrique | semaines
. PDLSCs et Histologique
(Qiu et al. 90 rats GMSCs Eponge collagénique Immunohistochimique 4
2020) . pong genq (Runx2, BSP-II, IL-10, | semaines
humaines

IL-1B, TNF-a)

Tableau 3 : Etudes pré-cliniques réalisées au cours des 5 dernieres années, utilisant la
thérapie cellulaire pour régénérer des lésions parodontales sur modéle animal in vivo
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V. Limites actuelles de la régénération parodontale par

thérapie cellulaire

Nous venons de voir que les possibilités thérapeutiques des thérapies cellulaires étant
trés nombreuses, ces derniéres sont devenues une voie de recherche tres importante
dans le milieu médical et odontologique, et en particulier pour régénérer des tissus
parodontaux lésés.

Cependant, comme nous l'avons vu au cours de cette présentation, en dépit des
nombreuses avancées réalisées sur I'utilisation des cellules souches mésenchymateuses
dans le cadre de thérapies cellulaires ces dernieres années, les chercheurs se confrontent
encore a certaines limites, que I'on va diviser en quatre catégories : limites biologiques,
limites techniques, limites cliniques et limites juridiques.

V.1. Limites biologiques

Comme vu précédemment, de nombreuses études ont mis en évidence la faisabilité de
I'utilisation des cellules souches mésenchymateuses dans un objectif de régénération
tissulaire. Malgré tout, une régénération complete et prédictible des tissus Iésés semble
a I’heure actuelle, un but difficile a atteindre, surtout face a des Iésions importantes et en
raison de la complexité tissulaire.

En effet, la thérapie cellulaire, étant une stratégie thérapeutique fondée sur la
reproduction des événements moléculaires et cellulaires qui se déroulent lors du
développement des tissus, n’est pour l'instant pas completement applicable en raison
d’une connaissance imparfaite des processus impliqués.

Dans les faits, de nombreuses études ont été réalisées pour comprendre ces limites
biologiques, mais encore assez peu ont été menées chez I’'Homme, la plupart des études
ayant été réalisées in vitro ou sur modeéle animal. Ainsi, les connaissances acquises au
cours de ces études ne sont pas toujours transposables a I’'Homme. De plus, concernant
les essais cliniques qui ont été réalisés chez I'humain, le nombre de sujets inclus est
toujours assez faible, donc a la problématique de la transposition des résultats obtenus
chez I'animal a 'Homme, s’ajoute celle de la généralisation des résultats des essais
cliniques a 'ensemble de la population.

C'est pourquoi les futurs études et essais cliniques devront inclure davantage de sujets,
voire méme étre multicentriques, afin d’améliorer la puissance statistique et obtenir des
résultats plus transposables a la population générale.
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Par ailleurs, il existe une réelle difficulté des scientifiques a comprendre parfaitement
le fonctionnement des cellules souches, qui sont des populations cellulaires spécifiques
et complexes. On a un réel manque de données concernant la stabilité dans le temps des
cellules souches greffées, ainsi que leur comportement sur le long terme.

V.2. Limites techniques

Outre les limites biologiques, la médecine régénérative étant un domaine de recherche
médicale relativement récent, elle se heurte a certaines limites techniques.

En effet, le choix des biomatériaux a utiliser en tant qu’échafaudages, le cocktail de
facteurs de croissance a mettre en présence des cellules souches, le mode
d’administration, etc. donnent lieu a de nombreuses questions encore non résolues : il

n’existe aucun consensus sur le protocole a adopter en fonction de telle ou telle situation.

Ce sont des éléments qui doivent encore étre testés et améliorés afin d’affiner le plus
possible les stratégies thérapeutiques a mettre en place, pour que 'on puisse, in fine,
bénéficier du potentiel maximum qu’ont a nous offrir les cellules souches.

Méme si certains protocoles commencent a étre bien maitrisés, ils sont encore
relativement compliqués a mettre en ceuvre, colteux et difficilement reproductibles a
grande échelle.

Ainsi, ces limites techniques ne permettent pas d’envisager pour le moment I'utilisation
des cellules souches mésenchymateuses en thérapie cellulaire de facon systématique a
grande échelle. Il y a encore beaucoup de recherches a mener sur le sujet pour pouvoir
disposer, dans quelques années, de protocoles bien réfléchis, précis, testés et les plus
efficaces possibles en fonction de I'objectif recherché.

V.3. Limites cliniques

Ajoutées aux limites biologiques et techniques, I'utilisation des cellules souches
mésenchymateuses se heurte également a des limites cliniques.

Le principal frein a la mise en ceuvre de ces nouvelles thérapeutiques est la maitrise du
risque tumoral. La prévention de I"apparition de cellules cancéreuses et de formations
tumorales suite a I'implantation des cellules souches est en effet primordiale a maitriser.
Afin d’obtenir un grand nombre de cellules souches, ces derniéres doivent étre mises en
culture et amplifiées in vitro avant d’étre implantées.
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Au cours de cette période d’amplification, il est possible que des altérations génétiques
apparaissent et s’accumulent, ce qui pourra étre responsable du développement d’une
population de cellules tumorigenes, augmentant ainsi le risque de survenue de cancer.

Une étude a eu pour objectif d’analyser le nombre d’aberrations chromosomiques
survenant au sein d’une population de cellules souches mésenchymateuses mises en
culture. L'étude a été réalisée sur 135 échantillons de cellules souches
mésenchymateuses d’origine différente et issues de 22 études cliniques. Les résultats ont
montré qu’il existait une probabilité non négligeable d’apparition d’aberrations
chromosomiques, de I'ordre de 4% (Ben-David, Mayshar, et Benvenisty 2011). Cependant,
la pertinence des protocoles d’étude utilisés et les conclusions qui ont été avancées ont
été largement débattues.

Ensuite, I'ISCT (International Society for Cellular Therapy) a affirmé, en s’appuyant sur des
études plus récentes, que les cellules souches mésenchymateuses ne présenteraient a
priori pas de danger lors de leur utilisation (Sensebé 2013).

L’évolution dans le temps des cellules souches implantées constitue aussi un élément
qui limite encore I'utilisation des cellules souches mésenchymateuses. En effet, il est
important de prévenir la migration des cellules souches et la formation de tissu dans des
sites ectopiques, ce qui pourrait engendrer des problemes fonctionnels.

Un axe d’étude important des recherches sur la régénération parodontale par
I'utilisation de cellules souches porte donc sur I'innocuité de ce type de traitement. C'est
pourquoi il sera primordial de pouvoir suivre les patients ayant bénéficié d’une greffe de
cellules souches sur du long terme, sur une période beaucoup plus importante que ce qui
a pu étre fait jusqu’a présent, puisque nous avons pu voir que les essais cliniques pour
lesquels des résultats ont été publiés n‘ont eu une période de suivi des sujets que sur 5-
10 ans pour la plupart d’entre eux. Certes ils n’a pas été relevé d’effets indésirables, mais
¢a ne constitue pas la preuve qu’il ne pourra pas en survenir dans un futur post-greffe
plus lointain. A ce jour, on n’a pas de preuve que la thérapie cellulaire soit « dangereuse »
pour I'organisme greffé, mais on ne dispose pas non plus de suffisamment de preuves de
sa compléte innocuité.

V.4. Limites juridiques

Le cadre juridique a longtemps représenté un frein aux recherches sur la thérapie
cellulaire et les cellules souches, impactant I'ensemble de la médecine régénérative. En
effet, limitée par la législation, notamment pour des raisons éthiques, mais également
par les démarches administratives, la recherche frangaise dans ce domaine s’en est
trouvée ralentie.
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En France, comme dans beaucoup d'autres pays, la manipulation et I'utilisation des
cellules souches sont hautement réglementées.

La recherche sur les cellules souches mésenchymateuses suscite toutefois bien moins de
guestions éthiques que I'utilisation des cellules souches embryonnaires et est, de fait,
autorisée et encadrée par la Loi.

- Loi n°96-452 du 28 mai 1996 portant diverses mesures d'ordre sanitaire, social et statutaire
(« Loi n° 96-452 du 28 mai 1996, Légifrance » s. d.) : cette loi définit pour la premiére fois le
statut de certains produits cellulaires comme étant des « produits cellulaires a finalité
thérapeutique ». lls peuvent donc étre définis comme des médicaments de thérapie cellulaire
(régit par les dispositions législatives et réglementaires applicables aux médicaments) ou
comme des préparations de thérapie cellulaire.

- Loi n°2004-800 du 6 aolt 2004 relative a la bioéthique (« LOI n° 2004-800 du 6 aodt 2004
relative a la bioéthique, Légifrance » s. d.) : cette loi a été mise en place principalement pour
encadrer les préparations de thérapie cellulaire. Ces dernieres doivent obtenir I'autorisation
de 'ANSM, aprés évaluation de leurs indications thérapeutiques, ainsi que de leurs procédés
de fabrication et de conservation. L'ANSM doit également définir les « regles de bonnes
pratiques » qui s’appliguent notamment au prélevement, a la préparation et a la
conservation des cellules souches.

Cette Loi a depuis été révisée par les Lois des 7 juillet 2011 (n° 2011-814) et 6 ao(t 2013 (n°
2013-715) qui modifient le régime applicable a la recherche sur les cellules souches : on passe
d’une interdiction avec dérogations a une autorisation encadrée.

- Réglement (CE) n° 1394/2007 du Parlement européen et du Conseil du 13 novembre 2007
concernant les médicaments de thérapie innovante (Union, 2007) : selon cette directive,
les cellules souches mésenchymateuses sont considérées soit comme des produits
thérapeutiques qui proviennent de cellules somatiques, soit comme des produits
d’ingénierie tissulaire, selon leur origine, leur procédé de production et les indications
thérapeutiques. Cette réglementation décrit les procédures d’autorisation et les
exigences techniques concernant les caractéristiques du produit final ainsi que les
régles d’étiquetage et d’emballage, tout en se référant aux régles européennes des
BPF (Bonnes Pratiques de Fabrication). (Sensebé et Bourin 2011)

On a pu constater, ces derniéres années, une réelle volonté des pouvoirs publics de
faciliter la recherche sur les cellules souches et de permettre de développer nos
connaissances dans le domaine de la médecine régénérative, notamment de par les
révisions de lois et décrets visant a assouplir I'encadrement de I'utilisation des cellules
souches.
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Différentes instances sont chargées de cet encadrement, chacune ayant un réle bien
défini, et toutes travaillant en étroite collaboration pour permettre I'avancée des
recherches, tout en restant prudent sur |'utilisation des cellules souches :

- Agence de la Biomédecine : agence publique nationale de I'Etat crée par la loi
bioéthique de 2004, qui lui a confié pour mission de veiller aux aspects légaux et
éthiques de la recherche dans le domaine de la thérapie cellulaire et sur
I'utilisation des cellules souches. C'est le directeur général de I’Agence de la
Biomédecine qui délivre, apres avis du Conseil d’Orientation, les autorisations de
recherche sur les cellules souches, ainsi que les autorisations pour la conservation,
I'importation et I'exportation de ces éléments a des fins de recherche. Elle assure
également le suivi, I'évaluation et le contrdle des projets de recherche dans ce
domaine. (« Que fait I’Agence de la biomédecine » - 2012).

- Office Parlementaire d’Evaluation des Choix Scientifiques et Technologiques
(OPECST) : créé par la loi n° 83-609 du 8 juillet 1983, I'OPECST a pour mission
d'informer le Parlement des conséquences des choix de caractere scientifique et
technologique afin d'éclairer ses décisions. A cette fin, il recueille des
informations, met en ceuvre des programmes d'études et procéde a des
évaluations. (« Office OPECST - Sénat » s. d.)

- Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM) :
crée par la loi du 29 décembre 2011 relative au renforcement de la sécurité
sanitaire des médicaments et des produits de santé, elle est un établissement
public placé sous la tutelle du ministere chargé de la santé. Sa mission principale
est de garantir la sécurité des produits de santé, dont font partie les « produits
cellulaires a finalité thérapeutique » depuis la loi du 28 mai 1996, tout au long de
leur cycle de vie, depuis les essais initiaux jusqu’a la surveillance apres
autorisation de mise sur le marché. (« L’ANSM, agence d’évaluation, d’expertise et
de décision » s. d.)

- Agence Nationale de la Recherche (ANR): établissement public a caractere
administratif, crée en 2005, et placé sous la tutelle du ministére de I'Enseignement
supérieur, de la Recherche et de I'Innovation. Elle a pour mission de promouvoir la
recherche francaise, de stimuler I'innovation en favorisant 'émergence de projets
collaboratifs pluridisciplinaires et en encourageant les collaborations « publics-
privés ». |l s’agit également de renforcer le positionnement de la recherche
frangaise au niveau européen et mondial. (« Le financement sur projet au service
de la Recherche » s. d.)
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Conclusion

L'utilisation des thérapies cellulaires dans un but de régénération tissulaire est un
domaine de recherche en plein essor, et ce pour de nombreuses disciplines médicales.
Présentées la plupart du temps comme des thérapeutiques d’avenir qui permettront de
pallier a beaucoup de limites que I'on rencontre actuellement avec les thérapeutiques
conventionnelles, on peut avoir tendance a oublier de garder un ceil critique sur ces
nouveaux traitements.

La thérapie cellulaire est un traitement tres novateur, dont les résultats obtenus
jusqu’alors sont trés prometteurs, notamment dans le domaine de la régénération
parodontale. Les études réalisées sur modele animal ont fourni des éléments tres
intéressants qui ont permis de guider |’élaboration de protocoles d’essais cliniques
humains. Ceux-ci se sont multipliés ces dernieres années, mais la plupart sont encore en
cours, ce qui implique qu’a I’heure actuelle on ne dispose que de peu de résultats in vivo
chez 'Homme.

La thérapie cellulaire fera peut-étre partie de notre arsenal thérapeutique, mais la
recherche doit encore faire beaucoup de progrés pour que l'on puisse disposer de
protocoles précis, de consensus scientifiques, qui permettront de traiter de maniére
efficace, pérenne, reproductible, avec un colt abordable, et en toute innocuité, la plupart
des patients.

Parallelement a la recherche sur I'utilisation des cellules souches pour la régénération
tissulaire, et notamment parodontale, d’autres techniques alternatives se développent
pour pallier a certaines limites qui ont pu d’ores et déja étre identifiées lors de la mise en
place de ce type de traitement.

Depuis quelques années, un nouveau type de cellules suscite l'intérét de Ia
communauté scientifique et représente un grand espoir pour la médecine régénérative :
les cellules souches pluripotentes induites, iPSC (induced Pluripotent Stem Cell).

Leurs caractéristiques sont proches de celle des cellules souches embryonnaires, c’est-a-
dire qu’elles sont capables de se différencier en n’importe quel type cellulaire de
I'organisme.

Les iPSC sont obtenues par reprogrammation de cellules spécialisées ou de cellules
souches adultes. L’objectif est de passer d’un stade unipotent (cellules spécialisées) ou
multipotent (cellules souches mésenchymateuses) a un stade pluripotent.

Des études ont montré que les cellules souches mésenchymateuses d’origine dentaire
(SHED, SCAP et DPSC), ainsi que les cellules souches mésenchymateuses issues du
ligament parodontal constituent d’excellentes candidates pour la reprogrammation et
I’obtention de cellules souches pluripotentes induites (Yan et al. 2010) (Wada et al. 2011)
(Nomura et al. 2012).
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Les iPSC pourraient étre des cellules plus intéressantes a utiliser que les cellules souches
embryonnaires. En effet, leur obtention et leur utilisation semblent plus facile : un
prélevement de cellules et une reprogrammation permettent d’en obtenir, alors que I'on
se heurte a des problemes éthiques beaucoup plus importants des lors que I'on parle
d’utiliser des cellules souches embryonnaires. De plus, le risque de rejet de greffe est
écarté puisque I'on utilise les cellules du patient (greffes autologues).

Néanmoins, un certain nombre d’interrogations planent toujours autour de ces cellules,
surtout en terme de sécurité : les iPSC sont-elles stables génétiquement ? La technique de
reprogrammation induit-elle des mutations génétiques pouvant a long terme altérer les
fonctionnements de ces cellules ?

Cette population cellulaire doit donc aussi étre plus amplement étudiée afin de pouvoir
assurer une sécurité d’utilisation, et qu’elle puisse peut étre, dans I'avenir, étre utilisée a
plus grande échelle.

Vue la directrice de these Vu le président du jury

S. Laurencin-Dalicieux P.Kemoun
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RESUME EN ANGLAIS :

Over the last decades, research on periodontal regeneration has been thriving, especially
with the emergency of cell therapy techniques. The achieved results so far are very
promising, the studies carried out on animal models have provided very interesting
elements which have guided the development of human clinical trial protocols. Those
have been multiplied over the last few years, but most of them are still in progress, that is
why there are so few in vivo available results in humans at this time. Even if they are
presented most of the time as therapies for the future which will be used to overcome
many of the limitations that we currently encounter with conventional therapies, we have
to remain critical of these new treatments. More research still needs to be done in order
to get precise protocols, scientific consensus, that will allow us to treat most of the
patients efficiently, sustainably, reproductibly, affordly, and safely.
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