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Liste des abréviations :

AB : Alveolar Bone (Os alvéolaire).

ASC : Adipose Stem.Stromal Cell

BMP : Bone Morphogenetic protein

BOP : Bleeding on probing (Saignement au sondage)

CAL : Clinical attachment level (Niveau d’attache clinique).

CBCT : Cone Beam Computer Tomography

Coll. : collaborateurs

EDTA : Ethylénediaminetétraacétique

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Technique d'immunoabsorption par en-
zyme liée)

FCD : Faculté de Chirurgie Dentaire

GI : Gingival Index (Indice gingival)

IGF : Insulin-like Growth Factor (Facteur de croissance ressemblant a l'insuline)
ITCRP : International Clinical Trials Registry Platform (Plateforme internationale d’enre-
gistrement des essais cliniques).

IV : Intra-Vasculaire

IMC : Indice de Masse Corporelle.

I2MC : Institut des maladies métaboliques et cardiovasculaires.

MO : Microscope Optique.

MSC : Mesenchymal Stem/Stromal Cell

OFD : Open Flap Debridment (Lambeau d’assainissement chirurgical)

PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction de polymérisation en chaine).

PDGEF : Platelet-Derived Growth Factor (Facteur de croissance dérivé des plaquettes
PDL : PerioDontal Ligament (Ligament parodontal)

P1: Plaque index (Indice de plaque).

PRP : Plasma Riche en Plaquettes

REC : Récession Parodontale

RTI : Régénération Tissulaire Induite

TGF : Transforming Growth Factor (Facteur de croissance transformant)

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (Facteur de croissance de 1I’endothélium vas-
culaire)
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Introduction

Les traitements de la parodontite, caractérisée par une destruction du parodonte profond
associée a une inflammation gingivale chronique et a une dysbiose bactérienne, constituent
encore aujourd'hui un défi pour les patients et les praticiens qui y sont confrontés. En effet,
la stabilisation de la perte d'attache est relativement maitrisée mais la régénération du
parodonte détruit reste incertaine avec les techniques actuelles. La thérapie cellulaire qui
consiste a greffer des cellules mésenchymateuses (MSC) de différentes sources tissulaires
afin de restaurer la fonction d’un tissu ou d’un organe pourrait s’avérer une stratégie d’avenir
pour traiter la parodontite. En effet, les propriétés des MSC exogenes, notamment celles du
tissu adipeux (ASC) sont capables une fois greffées de stimuler et rééduquer les cellules
mésenchymateuses endogenes du site 1és¢ devenues incompétentes et dysfonctionnelles
avec I’age. De plus, leurs capacités immunomodulatrices, antibactériennes, trophiques et
angiogéniques semblent particulieérement appropriée a la prise en charge pérenne de la

maladie parodontale.

Un protocole de recherche translationnelle a été proposé, « ASC-PARO », financé par
I’Agence Nationale pour la Recherche (ANR), qui s’est intéressé a démontrer et décrypter
I’effet de la greffe d’ASC dans un porteur cellulaire original in vitro, chez la souris mais
surtout chez le chien, volet le plus important du projet qui fait I’objet de ce travail. En effet,
le parodonte du chien présente des caractéristiques semblables a celui des humains. 1l
développe une parodontite spontanée de physiopathologie similaire qui constitue un modele
idéal avant une translation a ’'Homme. Un essai controlé, randomisé et en double aveugle a
donc ¢€té congu pour démontrer la preuve du concept de I’efficacité de la greffe d’ASC

autologues dans un coagulat plaquettaire.
I1 sera exposé dans ce travail d’abord un bref rappel de la littérature sur la parodontite, la

thérapie/ingénierie cellulaire du parodonte, le protocole de 1'étude, puis seront présentés

ensuite les résultats obtenus et leur interprétation.
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Premiere partie :
Maladie parodontale
cellulaire

et

thérapie
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1. Maladie parodontale et thérapie cellulaire

1.1. Le parodonte et la parodontite

1.1.1. Le parodonte, anatomie et histologie (rappels)

Le parodonte se compose de quatre tissus séparés en deux catégories (1,2) :

Le parodonte superficiel est composé exclusivement de la gencive. Cliniquement,
une gencive saine présente une couleur rose pale avec un piqueté en peau d’orange
et une consistance relativement ferme. Elle peut étre classée en deux zones
anatomiques : la gencive marginale qui entoure le collet dentaire et séparé de celui-
ci par un espace libre appelé sulcus et la gencive attachée, adhérente a 1’os alvéolaire.
D’un point de vue histologique, la gencive marginale et le sulcus sont composés par
une grande richesse cellulaire, en particulier immunitaire (macrophages et
lymphocytes), vasculaire et mésenchymateuse et sont donc impliqués dans les
processus de réparation du parodonte. L’épithélium jonctionnel, court en 1’absence
de pathologie, est constitué des plusieurs couches de cellules épithéliales a phénotype

basal.

Le parodonte profond et composé de trois tissus distincts :

0 L’os alvéolaire, semblable histologiquement a n’importe quel tissu osseux si
ce n’est une face alvéolaire, qui fait face au desmodonte,

0 Le ligament alvéolo-dentaire (ou desmodonte) : tissu conjonctif spécifique,
assurant 1’articulation entre la racine et I’os alvéolaire, trés riche en fibres de
collagénes s’ancrant chacune au cément d’un co6té et 1’os alvéolaire de 1’autre
(fibres de Sharpey). Il contient, comme la gencive, leucocytes, vaisseaux,
nerfs et MSC.

0 Le cément : apposé sur la dentine radiculaire, recouvre la racine dentaire du
collet a I’apex. C’est un tissu minéralisé qui ne possede pas de vascularisation
propre. Il est lui-méme subdivisé en deux sous catégories : le cément
acellulaire, présent sur le tiers cervical de la racine, le plus minéralisé et
incapable de se regénérer spontanément, et le cément cellulaire, présent sur
le reste de la racine, qui comme son nom 1’indique comporte des cellules

(cémentoblastes) et est susceptible de se regénérer.
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1.1.2. La parodontite : définition et prévalence

La parodontite est une maladie inflammatoire chronique, évolutive et dysbiotique se
caractérisant par une destruction des tissus durs et mous du parodonte profond et se
manifestant sous la forme de poches, espaces libres entre la muqueuse gingivale et la racine
dentaire (3). A un stade avancé, elle entraine des mobilités dentaires, des douleurs, de
I’inconfort voire des pertes dentaires. Il faut la distinguer de la gingivite qui touche
seulement le parodonte superficiel et est causée le plus souvent par une irritation bactérienne

non spécifique, réversible par un contrdle de plaque plus efficient.
La parodontite est une maladie fréquente, concernant environ 50% de la population de plus

de 50 ans et 13% des adultes aux Etats - Unis seraient atteints de formes modérées a séveres

de parodontites (4).

Figure 1 : Vue clinique et statut radiologique d’un patient atteint de parodontite (Dr P.

Barthet — F.C.D. Toulouse)
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1.1.3. La parodontite : physiopathologie

En santé, la physiologie parodontale est maintenue par un subtil équilibre entre les acteurs
mécaniques, cellulaires et humoraux du parodonte et sa flore eubiotique. La flore eubiotique
stimule le systétme immunitaire du parodonte, prémuni des agressions par la structure
histologique du sillon gingival, la sécrétion de peptides anti-microbiens ou encore son
immunité spécifique comprenant notamment un infiltrat neutrophilique et les
immunoglobulines A salivaires. La maladie parodontale et les lésions associées sont la

conséquence d’une rupture de cet équilibre (5-7 8 9).

Les causes de ce déséquilibre sont encore discutées et seulement partiellement expliquées.
L’¢étiologie bactérienne a été jusqu’a récemment la plus acceptée, en particulier a cause de
I’inflammation gingivale que provoque une quantité de biofilm abondante mais surtout en
raison de la dysbiose caractéristique de la maladie avec la transition d’une flore eubiotique,
principalement composée de coques aérobies gram positives vers une flore dysbiotique
composée essentiellement de bacilles voire de spirilums anaérobies et grams négatifs
(treponema denticola, porphyromonas gingivalis, agregatibacter actinomycetemcomitans,
prevotella intermedia...). Cette dysbiose, si elle n’est pas suffisante dans I’initiation du
processus pathologique, pouvant en effet étre retrouvée sur des parodontes cliniquement

sains, intervient tout de méme pour le moins dans I’aggravation de la maladie. (10-14)

La notion de prédisposition individuelle semble aujourd’hui cruciale dans la survenue de la
maladie notamment la capacité de 1’hdte a interagir avec son microbiote ainsi que la qualité
de sa réponse immunitaire, systématiquement inadaptée dans les cas de parodontite (15).

Des facteurs de risque sont ainsi d’ores et déja mis en évidence comme la génétique, des
pathologies générales (les maladies métaboliques et en particulier le diabete peuvent jouer
un role trés important, mais également certaines maladies inflammatoires ou cardio-
vasculaires) (16-20), certains médicaments (21-24), le tabagisme (16,25), le stress
psychogene (26)... Mais 1’age reste la facteur prégnant. La parodontite touche en effet
rarement les enfants et exceptionnellement les enfants immunocompétents mais présente une
incidence qui augmente drastiquement a 1'dge adulte. Les mécanismes du vieillissement
impliqués sont encore mal expliqués mais sont évoquées des notions d’épuisement du
systéme immunitaire et les capacités réduites de renouvellement et de différenciation

cellulaire (27-29).
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Il faut noter que bien d’autres facteurs pourraient étre impliqués dans la perturbation des

interactions hote/microbiote et que beaucoup sont encore probablement inconnus (30).

1.1.4. Diagnostic de la parodontite

Le diagnostic de cette maladie est encore trop souvent tardif. Les signes d'appel
correspondent aux signes cliniques mais c'est la poche parodontale qui signe la présence
d'une parodontite ; celle-ci doit étre recherchée et mesurée par un sondage parodontal qui
consiste en l'introduction d'une sonde graduée a bout émoussé dans différents points du
sulcus (31). Le sondage doit étre motivé par la présence de quelque signe clinique de
parodontopathie et devrait étre également, méme en 1’absence de symptomes, réalisé
systématiquement sur quelques sites choisis a titre de dépistage, sur les points décrits par
Ramfjord (32) par exemple (points mésio-buccal, disto-buccal, mésio-lingual et disto-

lingual de 16, 36, 24, 44, 11 et 31).

Le diagnostic sera affiné en se référant a la classification de la Fédération Européenne de
Parodontologie (Chicago 2019) qui donnera le grade (évolutivité) et le stade (avancement)

de la maladie, indiquant un pronostic et une conduite thérapeutique (33).
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Tableau 1 : Tableau récapitulatif de la classification des pathologies parodontales par la

fédération européenne de parodontologie (33)

A cet effet un bilan parodontal complet doit étre effectué, comprenant :

Une mesure de la perte d'attache (« Clinical Attachment Loss » i.e CAL, en milli-
meétres sur plusieurs points de I'ensemble des dents restantes cumulant la profondeur
de poche (« Periodontal Pocket Depth » i.e PPD ; distance entre la gencive margi-
nale et ’attache épithéliale) et la récession parodontale (REC ; distance entre le
collet anatomique de la dent et la gencive marginale) a 1'aide d'une sonde graduée,
idéalement a pression constante,

Un indice de saignement au sondage : proportion des sites hémorragiques a I’inser-
tion de la sonde parodontale,

Une mesure des atteintes furcatoires (classification Carnevale) : elles sont mesurées

horizontalement avec une sonde courbe (Nabers) : Classe [ pour une atteinte de moins
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de 3mm, Classe II pour une atteinte supérieure a 3mm et Classe III en cas de traversée
compléte de la furcation.

e Une mesure quantifiant les mobilités dentaires (indice de Miller) : 0 pour une mobi-
lité¢ physiologique, 1 pour une mobilité horizontale limitée & 1 mm, 2 pour une mo-
bilité horizontale supérieure a 1 mm et 3 pour une mobilité terminale : horizontale et
verticale

e Un indice de plaque, tel que celui de Lo€ et Silness (sans coloration) : 0 qualifiant
une absence de plaque, 1 un film invisible a I’ceil nu, 2 une couche de plaque visible,
limitée au sillon gingivo-dentaire et 3 une couche de plaque supérieure a deux milli-
metres

e Un indice gingival qualifiant I’inflammation clinique (Lo€ et Sillness) : 0 pas d’in-
flammation visible, 1 inflammation discréte avec 1éger changement de forme et de
couleur, 2 inflammation nette avec rougeur, cedéme, hypertrophie gingivale et sai-
gnements provoqués, 3 inflammation importante avec rougeur, hypertrophie encore
plus considérable, tendance a des saignements spontanés voire aux ulcérations.

e Imagerie médicale : radiographies rétro-alvéolaires, orthopantomographie bimaxil-
laire voire C.B.C.T. (Cone Beam Computer Tomography)

e Eventuellement, des prélévements sulculaires visant a rechercher et quantifier la flore
parodontopathogéne par P.C.R. (Polymerase Chain Reaction) et un test géné-

tique (Periodontal Susceptibility Test)

Notons qu’en recherche sur I’animal, d’autres outils d’évaluation peuvent étre employés
dont les couts, 1’invasivité particuliere et surtout 1’éthique rend totalement impossible leur
utilisation en clinique humaine, en particulier les analyses histologiques et
histomorphométriques (qui nécessitent le bloc-section du maxillaire), mais aussi les
scanners avec produits de contrastes, la recherche de cytokines dans le sillon gingivo-

dentaire, etc.

1.1.5. Traitements actuels de la parodontite.

Les thérapies conventionnelles ont pour objectif de diminuer la charge bactérienne et
I’inflammation par le contréle de plaque et la désinfection des surfaces dento-parodontales.
Ces traitements sont toujours d’actualité et visent a stabiliser la maladie, n’offrant que

rarement une régénération du parodonte.
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Ils consistent tout d'abord en 1'élimination du biofilm par le patient grace a une hygiene

dentaire et interdentaire rigoureuse qui doit lui étre enseignée.

Un détartrage supra-gingival est ensuite effectu¢. Aprés évaluation des atteintes, un
traitement non chirurgical des poches, ou surfagcage, sera ensuite propos¢€. Il comprendra un
débridement radiculaire manuel ou sonique (34) accompagné d’éventuelles irrigations
antiseptiques, traitement photo dynamiques ou autres traitements annexes (35). Une
antibiothérapie systémique est également recommandée par 'Agence Nationale de Sécurité
du Médicament simultanément et en complément du surfagage, en cas de parodontite
agressive ou nécrosante (36). Cette phase initiale est constante et systématique dans tous les

traitements parodontaux, qu’ils incluent ou non une phase chirurgicale et quelle qu’elle soit.

Cette prise en charge aboutira globalement a une réduction des poches et une stabilisation
de la perte d'attache. Des chirurgies pourront étre effectuées en complément, a visée
résectrice : gingivectomies, lambeaux déplacés apicalement, amputations radiculaires,
tunnelisations.... La chirurgie résectrice est efficace en termes de réduction de poche mais
laissera inéluctablement des séquelles tissulaires. Elle peut améliorer la maintenance et
permet un processus de cicatrisation (37), c’est a dire la formation d’une ré attache

épithéliale, plus apicale et plus fragile.

Figure 2 : poche parodontale d’une incisive supérieure apres abord chirurgical

(Dr P. Barthet — F.C.D. Toulouse)
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On oppose a ce concept de cicatrisation celui de régénération, qui vise a la restitution
tissulaire ad integrum. Cette approche est relativement récente en parodontie et s’appuie sur
les capacités de régénération des tissus du parodonte profond et en particulier le potentiel de

ses cellules progénitrices.

Est apparue tout d’abord la Régénération Tissulaire Guidée, visant au moyen d’une
membrane soutenue ou non par des substituts osseux a stabiliser le caillot sanguin a I’origine
d’une régénération des tissus du parodonte. Puis a émergé la notion de Régénération
Tissulaire Induite, visant a employer des agents biologiques afin de stimuler la régénération
du parodonte profond en utilisant le potentiel de ses cellules souches. Des biomatériaux
utilisant des dérivés de la matrice de I’émail sont actuellement commercialisés. Ils sont
sens¢s reproduire les processus embryologiques conduisant a la formation du parodonte
profond par le follicule fibreux mais les résultats sont assez peu reproductibles a ce jour.
Notons que les indications actuelles de la chirurgie régénérative ne correspondent pas a tous
les types d’anatomies lésionnelles. 1 faut en effet un accés maximal aux cellules souches du
parodonte profond pour espérer une régénération. La chirurgie régénératrice est donc
particuliérement pertinente sur des Iésions a plus de deux voire trois parois (infra-osseuses)

et sur les Iésions furcatoires de classe 1 ou 2 (37).

Les chirurgies régénératrices, visant a recouvrer l'architecture native et la fonction du
parodonte en utilisant les techniques actuelles ont démontré un bénéfice dans nombre de

situations mais restent d’un pronostic incertain, avec des résultats peu reproductibles (38).

Le bilan des résultats des traitements de « routine » de la parodontite souléve la nécessité de
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques qui ne trouvent toutefois leur intérét que
si elles sont validées sur un modele préclinique pertinent, comme celui du chien qui reste un
des plus proches de I’ Homme.

1.2. La thérapie et I’ingénierie cellulaire parodontale.

La thérapie cellulaire consiste a greffer des cellules afin de restaurer la fonction d’un tissu
ou d’un organe. L’objectif est de traiter durablement le patient grace a une greffe unique de
cellules thérapeutiques. Ces cellules sont obtenues a partir de cellules souches pluripotentes
(pouvant donner tous types de cellules) ou multipotentes (pouvant donner un nombre limité
de types de cellules) provenant du patient lui-méme (autogreffe) ou d’un donneur (allogreffe)

(39).
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L’ingénierie tissulaire se définit par des méthodes visant a produire a partir de cellules
animales ou humaines en culture de nouveaux tissus vivants pour rétablir une fonction voire
I’améliorer. Pour ce faire, il faut assembler 3 éléments : des cellules, un biomatériau de

support, et des facteurs de croissance.

1.2.1. Les cellules.

Les MSC comptent parmi les cellules les plus utilisées en thérapie cellulaire. Ce sont des
cellules stromales, adultes, multipotentes, présentes en plus ou moins grande quantité dans
tous les tissus conjonctifs (moelle osseuse, ligaments, tissus conjonctifs propres, graisse,
etc...). Le tissu d’origine de ces cellules influe peu sur leurs propriétés. Aussi les cellules
souches mésenchymateuses issues du tissus adipeux dites ASC (pour Adipose tissue-derived
Stem/stromal Cells) semblent une option privilégiée en thérapie cellulaire compte tenu de
leur abondance et de leur relative facilité d’acces (graisse sous-cutanée, boule de Bichat,
etc.).

Les cellules mésenchymateuses, notamment celles issues du tissu adipeux, ont des propriétés
immunorégulatrices et anti-inflammatoires (40), angiogéniques (41), antibactériennes (42)
et de trans-différenciation. Ces propriétés, conférées principalement par leur activité auto-
paracrine semblent particuliérement intéressantes a exploiter dans le but de rétablir

I’homéostasie parodontale et reverser la dysbiose lors du traitement de la parodontite.

1.2.2. Le biomatériau support.

Dans le cadre de I’ingénierie tissulaire, le biomatériau de support sert de vecteur a la mise
en place des cellules dans la 1ésion a régénérer. Il doit €tre biocompatible, bifonctionnel et
biodégradable dans 1’organisme, permettre 1’adhésion des cellules souches a celui-ci ainsi
que leur survie, prolifération, différenciation, fonctionnalisation et propagation. Dans I’idéal,
il doit €tre pratique a manipuler et a adapter au site a greffer. Beaucoup de matériaux ont pu
étre étudiés (chitosan, collagene, acide hyaluronique, phosphates ou carbonates de calcium,
etc.) mais un des plus efficaces semble étre I’hydrogel de fibrine. 11 est relativement proche
du Plasma Riche en Fibrine déja utilisé en chirurgie parodontale humaine (44) et il aurait
montré un bénéfice dans le traitement de ’arthrose canine (45). L’hydrogel de fibrine est
préparé a partir de sang frais, en [’occurrence, allogénique, selon le protocole de
I’Etablissement Francais du Sang. Sa tolérance ainsi que sa compatibilité avec les cellules

souches ont déja été démontrées (46).
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Figure 3 : hydrogel de fibrine (porteur cellulaire) manipulé ici a la précelle

(Laboratoire RESTORE — Eq4, GOT-IT)

1.2.3. Les facteurs de croissance

Afin d’exercer leurs activités sur le site d’intérét, les cellules greffées nécessitent de recevoir
certains signaux spécifiques sous la forme de molécules polypeptidiques le plus souvent :
des facteurs de croissance. Ici I’adjonction de facteurs de croissance supplémentaires n’est
pas nécessaire, ceux-ci étant déja contenus dans le biomatériau support, en particulier le

PDGF, TGF-p, IGF et surtout VEGF (47).

1.2.4. Ingénierie tissulaire du parodonte

1.2.4.1.  Greftes d’ASC en thérapie parodontale

Les propriétés multiples et complexes des ASC ont incité les chercheurs a les expérimenter

dans le traitement chirurgical de la parodontite.

Sur des modeles murins, Tobita et coll. en 2008 ont prouvé pour la premicre fois que
I’association des ASC a un Plasma Riche en Plaquette (support relativement proche de
I’hydrogel de fibrine) apporte un bénéfice dans la régénération du ligament parodontal et de
I’0s alvéolaire (48).

Ces données leur ont permis de translater I’expérience a un modele canin en 2013 mais sur
des animaux jeunes et avec des lésions mécaniquement induites. Ils ont remarqué dans ce
cas la régénération des trois tissus du parodonte profond et dans une architecture trés proche

de celle du parodonte natif (49)
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Figure 4 : Coupes histologiques et images radiographiques de lésions du tissu parodontal dans les groupes

ASC/PRP (G etJ), PRP seul (H et K) et non-implantés (I et L) 2 mois aprés 1'implantation (barre d'échelle Y4

mm, *Racine dentaire ; **os nouvellement formé ; fléche : réparation épithéliale) (49)

Takedachi et coll. ont accompli une expérience trés semblable (sur des Iésions
mécaniquement induites, chez le chien également), la méme année, avec les I¢ésions infra-
osseuses a deux parois ou de classe 2 furcatoires et ont observé sur les sites avec ASC une
ostéogénese, une cémentogénése et la formation de fibres verticales dans le conjonctif

gingival (50).
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Figure 5 : Coupes de chien observées au MO (coloration azan) 6 semaines aprés la transplantation : (a) gel

de fibrine seul ; (b) complexe gel de fibrine + ASC montrant une ostéogénése et une cémentogénese (50).

L'étude de Lemaitre et coll, portant sur des souris est particulierement intéressante (51). En
effet, ils ont histologiquement et par immunofluorescence montré la supériorité d'une greffe
d’ASC associée a un vecteur collagénique comparée a la greffe du vecteur seul, avec une
amélioration significative de l'apposition de cément, de la densité et de I'organisation des

fibres de Sharpey ainsi que de la vascularisation du parodonte profond.

Figure 6: les ASC améliorent 1’organisation des fibres desmodontales. Coupes
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histologiques d’un parodonte physiologique (A), pathologique avant traitement (B), apres

traitement par collagéne seul (C) et par ASC + collagéne (D) a 12 semaines (51)

Ils ont surtout contribué a expliquer les mécanismes tissulaires et cellulaires mis en jeu sous
l'effet des ASC dans la régénération parodontale, en étudiant notamment la localisation des
cellules souches greffées par fluorescence dans le temps. Ils ont ainsi mis en évidence une
persistance des cellules greffés a 6 semaines mais leur quasi-disparition a 12 semaines,
laissant supposer une action transitoire des cellules dans leur participation aux processus de
régénération. L'immunofluorescence a montré une expression plus importante, a 6 semaines,
du facteur de croissances BMP2 et de 1'osteopontine, dans le parodonte profond des sites
expérimentaux comparé aux sites controles ainsi qu'une variation dans l'expression des
marqueurs des cellules progénitrices du ligament.

Bien que la souris soit un modele plus éloigné de ’humain que le chien ou le porc, le modéle
choisi dans cette étude est plus pertinent que dans d'autres sur des parodontites induites. En
effet ici les lésions ont été créées par introductions successives de fortes quantités de
bactéries parodontopathogenes (Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, et
Prevotella intermedia) dans le parodonte des molaires et non par des moyens mécaniques,

plus répandus mais moins proches de la physiopathologie.

1.2.4.2.  Une synthése méta-analytique. Periodontal cell therapy : a systematic

review and meta-analysis (52)

La thérapie cellulaire sur le parodonte est donc déja expérimentée, sur 1’animal
principalement mais également chez ’Homme (pour environ 10% des études). La méta-
analyse de A. Dubuc et coll. (52) propose une synthése des différentes études sur le sujet,
disponibles sur PubMed et I.C.T.R.P. (International Clinical Trials Registry Platform) avec
des MSC d’origines diverses, principalement des cellules mésenchymateuses desmodontales
ou osseuses. Ils observent un bénéfice significatif des MSC dans la régénération de 1’os
alvéolaire et du ligament. Cela est plus particulierement vrai lorsque le vecteur employé est
constitué seulement de dérivés naturels de la matrice extra-cellulaire et pour des lésions
furcatoires de classe 1 ou 2 ou avec au moins deux parois (corroborant les indications
anatomiques actuelles de chirurgies régénératrices chez ’humain).

Ces résultats sont a relativiser avec les biais importants que comportent ces études, en
particulier celles sur I’animal :

- compte tenu des especes choisies : des rongeurs et des lapins pour 42.9% des études
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qui ne développent pas de parodontite spontanée

-concernant la nature des lésions : induites exclusivement mécaniquement dans plus
de 50% des études (souvent sur des sujets treés jeunes), ne reflétant pas la physiopathologie
complexe de la maladie parodontale et naturelles seulement dans les essais cliniques.
Il faut noter que trés peu d’études cliniques incluses sont controlées et randomisées
(seulement 4) et qu’elles n’ont pas permis de mettre en évidence de bénéfice significatif a la
thérapie cellulaire parodontale chez I’ Homme. D’autres essais cliniques sont actuellement

en cours avec bras de controle et randomisation pour une dizaine d’entre eux

1.3. Le mod¢le canin de la parodontite

1.3.1. Caractéristiques générales de la denture et du parodonte canins
Le chien présente une denture définitive relativement semblable a celle de I'humain,

hétérodonte et diphyodonte, décomposable en incisives, canines, prémolaires et molaires. Il
posséde trois incisives, une canine, et quatre prémolaires par hémi-arcade, deux molaires par
hémi-arcade supérieure et trois molaires par hémi-arcade inférieure. La formule dentaire est
fixe pour l'espéce, bien que sujette a des anomalies. Les structures dentaires et parodontales
ont un aménagement et une composition trés semblables a celles des humains (émail
minéralisé a 98%, cément a 65%, composition collagénique de la matrice dentinaire...). On

retrouve les tissus du parodonte avec un agencement également similaire (53-55)

De méme que dans la nomenclature humaine, selon la nomenclature Triadan, le premier
chiffre correspond a I'hémi arcade et les deux suivants a la position de la dent sur I'hémi

arcade en allant de mésial a distal (56).

Machoire supérieure droite
(1 M2 |M1 P4 P3 P2 P1 C I3 12 11
(2) 110 [109 [108 [107 |106 [105 [104 (103 [102 |101

Machoire inférieure droite
(1) |[M3 |[M2 M1 |P4 [P3 |P2 |P1 C 13 12 11
(2) 411 |410 |409 |408 [407 (406 [405 |404 |403 [402 |401

(1) Nomenclature anatomique.
(2) Nomenclature de Triadan.

Tableau 2 : Nomenclature canine
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1.3.2. Eléments de comparaison des structures dento-parodontales humaines et
canines

Comme évoqué ci-dessus, les ressemblances des structures dento-parodontales humaines et
canines sont nombreuses. On peut également évoquer la tendance de la gencive a s’amincir

avec l'age dans les deux espéces.
Il faut cependant insister sur quelques différences :
- Une des plus évidentes est le nombre de dents, 42 pour le chien, 32 pour I’humain.

- Une variabilité beaucoup plus grande du volume des maxillaires au sein de I’espéce

canine.

- Des différences dans les espéces composant le microbiote buccal, et en particulier le

tartre et les biofilms.

- Des différences occlusales : pas de latéralité en occlusion dynamique et pas de

contact occlusal au niveau des prémolaires en occlusion statique chez le chien.
- Absence fréquente de fluide sulculaire chez le chien.

- Une importante variabilité sur I’arcade de I’épaisseur cumulée des tissus parodontaux

pouvant impacter la sévérité des parodontites et leur réponse aux traitements.

- Des furcations canines juste au niveau de la créte alvéolaire pour les pluri-radiculés
par conséquent tres précocement atteintes en cas de parodontite alors qu’elles sont

un peu plus apicales chez I’humain.

Figure 7 : Denture canine en vue latérale (Hennet 2010)
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1.3.3. La parodontite du chien

1.3.3.1.  Caractéristiques générales

Le chien est un animal qui développe spontanément des parodontites avec une prévalence
extrémement importante, 80% des chiens domestiques seraient atteints de quelque forme de
parodontite (57). Elle représente la pathologie orale la plus fréquente chez le chien (58).

Comme chez I'humain, la prévalence augmente trés fortement avec l'age.

Une parodontite sévere non traitée peut engendrer des complications plus ou moins graves
et fréquentes, locales (telles que des abces, cellulites, fractures des maxillaires, ostéonécrose
des maxillaires) ou générales (notamment des endocardites infectieuses sur les chiens

porteurs de valves cardiaques (59) mais aussi de 1'anorexie).

Les formes cliniques sont comparables a celles de I'humain avec la présence de Iésions infra
osseuses, supra osseuses, des atteintes de furcation, une inflammation gingivale, des

mobilités, d’éventuels saignements et suppurations.... (60)

1.3.3.2. Mécanismes

On retrouve les mémes associations cliniques que chez I'humain avec une présence
importante de plaque et de tartre, associée a une proportion trés augmentée de bactéries
anaérobies gram négatives compar¢ au biofilm physiologique. On observe de la méme fagon
des facteurs de risques liés a I’hote : locaux (malocclusion, activité masticatoire insuffisante,
absence ou insuffisance de mesures de contrdle de plaque...) et généraux (génétiques,

pathologies générales, mais également la taille et la race pour les chiens).

1.3.3.3.  Microbiologie

Les parodontopathogenes sont aussi relativement proches de ceux des humains, avec une
forte présence de porphyromonas dont Porphyromonas gulae qui pourrait étre décrit comme
la variation canine de Porphyromonas gingivalis mais aussi Porphyromonas salivosa et
Porphyromonas denticanis qui sont les trois principaux parodontopathogenes retrouvés chez

le chien atteint de parodontite lors de prélévements cervicaux a la pointe de papier (61).
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Comme chez I’humain, certains tréponémes sont aussi fréquemment retrouvés dans les

parodontes malades.

1.3.3.4. Histologie

La destruction parodontale est également associée a une inflammation locale. On observe en
effet histologiquement chez les deux espéces un infiltrat massif de cellules lymphoides,
notamment composé de plasmocytes et de lymphocytes, une migration apicale de I'attache
gingivale associée a la destruction des structures collagéniques avec une évolution de
I’épithélium de jonction vers un épithélium de poche. L'évolutivité de la maladie, chez le
chien comme chez I'humain, semble associée a une quantité augmentée de granulocytes
neutrophiles au niveau des lésions. Des différences sont tout de méme a noter notamment la
prolifération de tissus gingival chez le chien et sa transformation en tissus de granulation au
niveau du sulcus en début de maladie, une prolifération vasculaire plus importante chez le
chien et I’occurrence de phénomenes de fibrose, relativement fréquente chez I'humain mais
rare voire inexistante dans la parodontite du chien. Contrairement a 1'humain, 1’absence de
poche ne signerait pas la santé d'un site chez le chien, la migration apicale des tissus durs et
mous pouvant étre synchrone et donc se manifester en plus de I’inflammation clinique par

une récession pure des tissus (62,63).

1.3.4. Un diagnostic commun et reproductible entre les deux especes.

Les maladies parodontales humaines et canines €tant trés semblables sur beaucoup d’aspects,
I’odontologie et la médecine vétérinaire ont largement puisé sur les méthodes diagnostiques
employées en médecine humaine. On retrouve ainsi les notions de 1’examen clinique, les
divers tests et indices para-cliniques (en particulier les relevés de sondage a la sonde graduée)
décrits dans la partie 1.1. et les examens radiographiques permettant de mettre en évidence

quantitativement et qualitativement les lyses osseuses de fagcon non invasive.
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Figure 8 : sondage parodontal a la sonde graduée chez I’humain (A) et chez le chien (B).

Les fleches montrent 1’inflammation clinique associée a un saignement lors du sondage.

Contrairement a I’humain, cet examen parodontal doit cependant chez le chien étre réalisé
sous anesthésie générale en raison d’une insuffisance de coopération nécessaire a un

diagnostic complet et précis.

La parodontite spontanée du chien s'avere particulierement intéressante et peut étre idéale
en expérimentation préclinique (2 l'exception éventuelle des grands primates dont les
considérations éthiques limitent l'expérimentation). C’est LE modéle idéal pour les
procédures expérimentales de médecine régénérative de la parodontite par greffe de cellules

mésenchymateuses.

L’¢tude de la physiopathologie du parodonte a donc permis de dégager de nouveaux objectifs
thérapeutiques concernant la régénération parodontale. Elle doit permettre de recouvrer une
architecture native et une homéostasie durable et par conséquent remédier a la dysbiose ainsi
qu’a 'inflammation exacerbée du milieu, €tre adaptable a I’anatomie Iésionnelle, préserver
le caillot, recruter et stimuler les progéniteurs locaux pour la régénération tissulaire. La
greffe d’ASC vectorisées par un hydrogel de fibrine apparait comme un traitement

susceptible de répondre a I’ensemble de ces objectifs.

Bien que de nombreuses expériences aient d’ores et déja été effectuées sur des modeles
animaux avec des lésions parodontales ¢loignées de la physiopathologie humaine,
I’innocuité et ’efficacité de ce traitement dans un contexte plus proche de la clinique
humaine restent a démontrer. C’est le but principal du protocole ASC PARO, réalisé sur une
parodontite spontanée canine qui compare l’efficacité et 1’innocuit¢ de la greffe du
biohybride ASC autologues dans un hydrogel de fibrine avec la greffe d’un hydrogel de
fibrine seul en évaluant la régénération au niveau de 1’architecture et de la fonction

parodontale, et sa pérennité dans le retour en santé.

32



Deuxieme partie :

Ingénierie cellulaire du parodonte par grefte autologue de cellules
mésenchymateuses du tissu adipeux : preuve de concept sur un modele

préclinique de parodontite canine spontanée.
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2. Le protocole ASC PARO

Compte tenu de la complexité technique, scientifique et éthique des sujets soulevés par cette
¢tude, un partenariat a réuni différents champs d'expertise : le laboratoire RESTORE
(anciennement Stromalab) pour son expérience de longue date sur les ASC et la thérapie
cellulaire, la Facult¢ de Chirurgie Dentaire de Toulouse, porteur de 1'étude pour ses
compétences en parodontologie et biomatériaux, 1I'2MC (Equipe 2) pour le volet
microbiologique et I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse pour les parties concernant les

aspects de sécurité et le modele canin dont nous allons rapporter les résultats cliniques.

Objectif :

L'objectif principal de I'étude est de démontrer I'hypothése qu'un traitement chirurgical par
greffe d’un biohybride (matériau contenant ou composé de substances a la fois biologiques
et non biologiques (64)) d’ASC autologues aura une meilleure efficacité¢ que la grefte de
I’hydrogel de lysat plaquettaire (porteur cellulaire) seul (objectif primaire) ou qu’un
traitement de référence (objectif secondaire) sur la régénération du parodonte canin, la
réversion de la dysbiose et la réduction de I'inflammation a long terme. Il devra également

montrer I’absence d'effets indésirables locaux et/ou généraux.

2.1. Matériel et méthodes

2.1.1. Méthodes

Le volet canin du protocole ASC PARO est un essai pré-clinique, prospectif, contrdlé,
randomisé, unicentrique et en double aveugle. L’essai intéresse 1’ensemble de la bouche de
chaque chien.

Concernant ’arcade inférieure : une greffe d’ASC associées a 1’hydrogel de fibrine
plaquettaire est effectuée dans un quadrant, une greffe d’hydrogel de fibrine seul dans I’autre.
Concernant I’arcade supérieure : un traitement différent est utilisé sur chaque quadrant, ces
traitements sont de type débridement chirurgical simple (sans aucune grefte de biomatériau),
mise en place d’Emdogain (dérivées de la matrice de 1’émail) ou d’hydrogel de fibrine avec
ASC. Les traitements sont attribués par randomisation mais sans aveugle dans ce cas.

Un bilan clinique et radiologique est effectué 45 jours et 120 jours apres ces traitements (65).
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2.1.2. Critéres d’inclusion et d’exclusion

Les chiens doivent étre de race Beagle, étre agés de plus de huit ans, avec un diagnostic de
parodontite (au moins six dents permanentes résiduelles dont au moins deux molaires
inférieures (une de chaque c6té)) avec au moins une poche parodontale sur celles-ci de plus

de 4 mm au sondage.

Les criteres de non inclusion sont une contre-indication aux anesthésies générales (affections
diverses, neurologiques, dermatologiques, respiratoire, anorexie, antécédents de

complications opératoires, etc.) ou I’implication du sujet dans un autre protocole.

2.1.3. Description de la population d’¢tude
Seize chiens expérimentaux ont €té inclus dans 1’étude. Les chiens expérimentaux ont recu
les greftes de cellules souches (ASC + / traitement A) et d’hydrogel de fibrine seul (ASC -/

traitement B) distinctement sur leurs hémi-arcades inférieures (de fagon randomisée et en

double aveugle).
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Numéro de chien Année de naissance Sexe IMC
1228 2010 Femelle 81
2223 2005 Male 71
2296 2005 Femelle 62
2819 2005 Femelle 72
2870 2005 Femelle 62
3024 2010 Femelle 75
3183 2005 Femelle 74
3495 2005 Femelle 75
3684 2011 Male 83
4340 2010 Male 77
4389 2010 Femelle 78
5775 2010 Male 65
6559 2010 Femelle 95
6907 2010 Male 62
9089 2012 Femelle 74

Tableau 3 : description de la population d'étude (chiens expérimentaux) : numéro du chien,

année de naissance, sexe et indice de masse corporelle (IMC)

IMC
Insuffisance pondérale Inférieur a 75
Poids idéal 75a 85
Surpoids Supérieur a 85

Tableau 4 : score IMC pour les Beagles

2.1.4. Criteres de jugement

Le critére de jugement principal de cette étude est le calcul de la réduction de la perte

d’attache clinique (CAL : profondeur de poche (PPD) + récession gingivale (REC)) entre les

cOtés expérimentaux et contrdles 45 et 120 jours apres la chirurgie.
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Les critéres de jugement secondaires sont :

- L’index gingival (GI)

- L’index de plaque (PI)

- Le saignement au sondage (« bleeding on probing » i.e BOP)

- Lamobilité

- Les parametres radiologiques avec la qualité de 1’os néoformé évaluable par la den-
sité osseuse radiologique et la perfusion tissulaire via une injection de produit de
contraste.

- Les paramétres biologiques et bactériens (prélévements sulculaires et sanguins,
quantification et qualification bactériologique)

- Les parameétres histologiques

2.1.5. Protocole — chronologie

Figure 9 : Axe chronologique du volet canin du protocole ASC Paro

Le protocole se divise en 6 étapes majeures se déroulant a I’Ecole Vétérinaire de Toulouse.

Toutes sont réalisées sous anesthésie générale.

2.1.5.1. Lapré-inclusion

Faite a I'état vigile sur les chiens mis a disposition par I'école vétérinaire, elle vise a vérifier
par un examen global que le chien remplit bien les critéres d'inclusion de 1'é¢tude. Elle est
réalisée par un odontologiste sur le lieu de vie des chiens concernant les aspects bucco-

dentaires et par un vétérinaire pour I’état général du chien.
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Durant toute la durée de I'¢tude, de l'inclusion au dernier bilan de fin de protocole, un
contrdle de plaque le plus efficient possible est maintenu par un brossage dentaire a 1'état
vigile trois fois par semaine avec une brosse a dent souple (personnelle pour chaque chien)
trempée dans un bain de bouche a la chlorhexidine (0,12%) et complété avec un doigtier qui
permet d'accéder plus facilement aux faces linguales. Un cahier est attribué¢ a chaque chien
(Case Report Form) qui le suit a chaque étape du protocole, de la pré-inclusion a la fin ou
sont consignés les différents traitements effectués, les bilans cliniques avec « charting »
parodontal a chaque étape, les CDs d'imageries radiologiques, les observations spécifiques,
etc. Celui-ci est doublé d'un cahier de suivi a l'animalerie (suivi du poids, santé générale,

alimentation, etc.)

2.1.5.2.  L'inclusion (J-45)

L'inclusion a lieu quarante-cinq jours avant la chirurgie parodontale. Elle se fait sous
anesthésie générale. Elle comprend tout d'abord un prélévement sanguin jugulaire (environ
8ml en tubes héparinés) puis apres nettoyage intra-buccal a la compresse, un schéma dentaire,
bilan de sondage parodontal complet, le relevé d'indice de plaque (indice de Sillness et Loé,
sans coloration) et de saignement. Toutes ces mesures se font sur trois points de chaque dent
présente (mésial, vestibulaire et distal). On procede ensuite au relevé des mobilités sur
chaque dent et des atteintes de furcations sur les dents pluriradiculées. Des prélevements
sulculaires sont effectués a 1'aide de pointes de papier sur une molaire ou prémolaire par
hémi-arcade et sur une incisive par arcade. Les prélévements sulculaires sont de deux types :
de plaque dans des tubes secs et de fluide gingival avec tampon RIPA dans le but d’une

analyse des cytokines par ELISA.
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Figure 10 : prélevement de biofilm et de fluide sulculaire a la pointe papier

Les préléevements sont conditionnés ensuite directement dans des tubes annotés dans une
glaciére. Un détartrage ultrasonique sous irrigation, supra-gingival, complet est ensuite
effectué. Les dents en mobilité terminale sont extraites. Le chien est transféré ensuite,
toujours anesthésié, en salle de scanner ou deux scans céphaliques sont effectués
successivement : un premier sans produit de contraste et un second avec. Le chien est

ensuite réveillé et retourne a I’animalerie.

A partir de cette étape, une hygiéne orale est réalisée trois fois par semaine.

2.1.5.3.  Eléments sur les protocoles d'anesthésie

On distinguera deux protocoles d 'anesthésie différents selon la phase du protocole : un
simplifié, avec une narcose légere et sans antalgie générale pour les actes peu voire non
invasifs (J-45, J+45, J+120) et un autre pour les actes chirurgicaux induisant une narcose
plus profonde et comprenant une antalgie conséquente, employé¢ lors des prélevements

graisseux (J-10) et de la chirurgie parodontale (JO).
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Tableau 5 : Protocole anesthésique pour les séances peu invasives (J-45, J+45 et J+120)

Tableau 6 : Protocole anesthésique pour les séances chirurgicales (J-10 et JO)

Notons que lors des avulsions dentaires et des chirurgies parodontales des compléments

locaux peuvent étre effectués (type para-apicale) avec une solution d'articaine adrénalinée.

2.1.5.4.  Réalisation du prélevement de tissu adipeux et culture des ASC (J-10)

Il se pratique sous anesthésie générale. Une incision de 3 cm environ est faite dans la paroi
abdominale et le vétérinaire préleve par dilacération 6 a 8g de tissus adipeux qui sera
conditionné dans un tube stérile contenant seulement du sérum physiologique pour
maintenir la pression osmotique. Il sera ensuite acheminé pour son traitement au laboratoire
Stromalab (nouvellement RESTORE). La plaie opératoire est suturée sur deux plans. Le
chien est réveillé et retourné a 1'animalerie. Le protocole ne prévoit pas d'antibiotique ou
antiphlogistique en post opératoire afin de ne pas interférer sur le parodonte mais des

antalgiques sont administrés si besoin.
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Dés son arrivé au laboratoire, le tissu adipeux est extemporanément pes¢€, découpé aux
ciseaux et digéré par des collagénases NB4. Le produit obtenu est agité au bain marie
pendant quarante-cinq minutes puis centrifugé. Les hématies lysées. La fraction stromale
vasculaire est mise en culture et, aprés un passage, les ASC sont finalement isolées et
récupérées ; les cellules sont laissées en culture dix jours durant. Un passage est réalisé en

cas de trop grande confluence cellulaire.

2.1.5.5. Constitution des greffons.

La constitution des greffons a lieu entre le prélévement de tissu adipeux et la chirurgie
parodontale. Elle est réalisée par les équipes du laboratoire Stromalab. Comme décrit
précédemment, il y a deux types de greffons différents : les concentrés plaquettaires (grefte

contrdle) et les concentrés plaquettaires associés aux ASC (greffe expérimentale).

- Constitution des concentrés plaquettaires seuls : I’hydrogel de fibrine est un support
cellulaire biodégradable sous la forme d'un hydrogel poreux. Il est préparé, a partir
d'un lysat plaquettaire issus d'un prélévement sanguin canin autologue selon le
protocole de 1'établissement frangais du sang (66). Le lysat est préparé a l'avance et
congelé jusqu'au jour de la chirurgie parodontale. Le jour de la chirurgie parodontale,
le lysat plaquettaire est dégelé trois heures a 'avance et polymérisé extemporanément
grace a I’ajout de CaCl2, de NaCl et d’acide tranexamique pour obtenir un hydrogel

de fibrine gélifié (protocole en cours de soumission a publication).

- Constitution des concentrés plaquettaires associés aux ASC : trois heures avant la
chirurgie parodontale, les ASC canines produites sont mélangées a du lysat
plaquettaire décongelé. L'ensemble sera polymérisé de la méme fagcon que I’hydrogel
de fibrine seul, avec I'adjonction de CaCl2, de NaCl et de 1'acide tranexamique. Cela
se fera dans des plaques de douze puits en atmospheére humide pour un total de quatre
millilitres de greffon. Trois couches de 2.10° cellules sont disposées dans chaque

puits.
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2.1.5.6.  La chirurgie parodontale (JO)

Une fois l'anesthésie générale induite, un bilan parodontal complet est réalis¢ selon un
protocole identique a celui de I'inclusion (plaque, saignements, sondage, mobilités, scanners,
prélévements sanguins et intra-sulculaires...). Il permet notamment de suivre I'état du
parodonte suite a l'assainissement initial et a l'application du protocole d'hygiéne. On
procede ensuite a la chirurgie sur les quatre secteurs, au niveau des dents les plus atteintes
préférentiellement, les secteurs inférieurs regoivent les traitements expérimentaux de fagcon
randomisés et en aveugle et les secteurs supérieurs des traitements conventionnels (protéines

de la matrice de I'émail ou débridement chirurgical seul) ou un biohybride.

Protocole chirurgical :

Le protocole chirurgical est semblable pour tous les secteurs, seul le type de chirurgie varie.

1. Nettoyage intra-buccal a la compresse et complément d'anesthésie locale (articaine avec
vasoconstricteurs) sur les sites d'intérét.

2. Unlambeau vestibulaire est levé au niveau des dents les plus atteintes sur chaque secteur
a l'aide d'un bistouri lame 15 et de décolleurs et rugines adaptés.

3. Débridement radiculaire manuel et/ou ultrasonique des racines atteintes sous contrdle
visuel.

4. Mise en place du matériau de régénération :

- « A » et « B » sur l'arcade inférieure correspondant de fagon randomisée en double
aveugle aux traitements expérimentaux (concentré plaquettaire et concentré plaquettaire
associé aux ASC.

- Sur chacun des secteurs supérieurs : soit des biohybrides, soit des protéines de la
matrice de I'émail aprés application et ringage d'une solution d'Ethylénediaminetétraacétique

(E.D.T.A, prefgel), soit aucun matériau (« open flap debridement i.e OFD).

Apres hémostase, les sites sont suturés avec des sutures résorbables.
Les chiens sont imagés puis réveillés et mis en observation jusqu'a leur retour a I'animalerie
avec une prescription d'antalgiques (dérivés opiacés type buprénorphine) et d'antibiotiques

(clindamycine). Un suivi clinique étroit sur dix jours est mis en place.
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2.1.5.7. Bilan de suivi (J+45)

Quarante-cing jours apres la chirurgie, un bilan est effectué sous anesthésie générale. Il
permet de vérifier I’absence d'effet indésirable (bien que les plus notables puissent déja avoir
¢été notifiés lors des séances d'hygiéne pluri-hebdomadaires) et de constater une éventuelle
efficacité des traitements chirurgicaux. Il se déroule selon le méme protocole qu'a J-45 et J
0 avec sondage complet, indice de plaque, relevé des mobilités, prélévements sulculaires et
sanguin, scanners avec et sans produit de contraste, etc. Notons que le protocole d'anesthésie

est allégé pour cette étape, les actes étant particulierement peu invasifs.

Figure 11 : procédures et suivi

A : parodonte inflammé avec une récession parodontale importante et furcations de classe 3. B : dégagement
chirurgical de la poche. C : mise en place du biomatériaux (hydrogel avec ou sans ASC). D : fin de chirurgie
aprés suture du lambeau. E : a J+3, aucun effet indésirable notable a déplorer, on remarque un peu de fibrine

et ’amorce de la réparation. F : Réparation muqueuse a 50 jours

2.1.5.8.  Fin de protocole (J +120)

Quatre mois apres la chirurgie parodontale, un dernier bilan est effectué sous anesthésie
générale légere, selon le méme protocole qu’a J+45. Il permettra d’évaluer les éventuels
effets des traitements. A cette issue, l'essentiel des chiens sont réveillés et renvoy€s a
I’animalerie et sortent définitivement du protocole. Six des chiens parmi la tranche des plus

agés sont en revanche sacrifiés aprés I'étape du bilan, toujours sous anesthésie générale par
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injection d'une solution létale. Le sang total est prélevé (en vue de tests in vitro et de
production d’hydrogel de fibrine) ainsi que leurs maxillaires afin d’effectuer les analyses

histologiques.

Tableau 7 : récapitulatif du protocole

2.1.6. Considérations éthiques et bien-étre animal

L'ensemble de I'é¢tude a été validée par le comité d'éthique local de I'Université Paul-Sabatier
(Toulouse, France). L'école vétérinaire est d'ores et déja le lieu de vie des chiens inclus et
est habituée et équipée pour maintenir leur bien-€tre et leur santé, disposant d'une animalerie
et d'une équipe de soigneurs aguerris. Elle assure leur alimentation, leur hygiéne et leur
confort. Des dispositions particulieres ont été prises pour les chiens participant a I'étude. La
prise en charge de la douleur est effective durant les chirurgies via les anesthésies générales
a chaque occurrence d'acte invasif (injection d'analgésiques). Des antalgiques leur sont
également délivrés en post opératoire jusqu'a la disparition de tout signe algique. Une
attention particuliére a également été portée afin de limiter leur stress (n'assistaient pas aux
chirurgies de leurs congéneres, couvertures chauffantes au réveil...).

Le nombre tres limité de sacrifices, se concentrant exclusivement sur les chiens les plus agés
ayant atteint des ages proches de la longévité canine est également un facteur positif
concernant 1'é¢thique avec également la volonté de traiter une majorité des chiens sans

sacrifice. Un bénéfice pourra méme étre observé pour les chiens traités et non sacrifiés qui
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pourraient voir leur état bucco-dentaire bien amélioré avec un impact sur leur bien-étre et
leur alimentation a moyen terme. En termes de retombées, I'é¢tude pourrait également avoir

un impact sur les traitements humains mais aussi vétérinaires de la parodontite.

2.1.7. Traitement des données.

Il a été estimé que 15 chiens seraient nécessaires pour espérer une significativité des données
concernant le critére de jugement principal (perte d’attache clinique pour rappel). Ce chiffre
tient compte de la nature appariée des données, suppose un écart type égal dans les deux
groupes de randomisations et une corrélation de 0.3 sur un méme sujet entre les deux
traitements expérimentaux concernant la perte d’attache. La différence de perte d’attache
aurait alors un écart type égal a 1. Un chien a ét¢€ ajouté en supplément (soit 16 au total inclus)
afin de palier le risque d’en perdre un durant 1’étude. Pour I’ensemble du projet, les analyses
statistiques ont été effectuées par des tests appropriés (test non paramétrique de Wilcoxon,

ANOVA) a I’aide des logiciels GraphPad® et R.

2.2. Résultats

2.2.1. Tolérance.

Aucune complication (inflammation sévere, infectieuse, ou encore ouverture du lambeau)
n’a été remarquée consécutivement aux chirurgies, exceptée une hémorragie post-opératoire
au niveau d’un site traité par protéines de la matrice de 1’émail qui a pu étre maitrisée
simplement par compression manuelle. Cette étude indique donc que 1’ingénierie tissulaire
parodontale a base d’ASC autologues est bien tolérée et ne présente pas d’effets indésirables
a court et moyen termes autres que ceux inhérents a toute chirurgie orale d’invasivité

similaire.
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2.2.2. La greffe d’ASC associées a un hydrogel de fibrine améliore et maintient la
santé parodontale (Tableau 8).

Tableau 8 : tableau récapitulatif des effets de ’intervention sur les indices parodontaux au

niveau des arcades inférieures

Résultats + écart type ; a : p-value du test non paramétrique de Wilcoxon concernant la différence entre les
sites controles (Hydrogel sans ASC) et les sites expérimentaux (Hydrogel avec ASC) ; b : différence moyenne
ajustée du résultat entre les deux traitements a J+45 ou J+120 par analyse de covariance, ajustée par sujet et
sur la valeur de référence (JO). Si ce chiffre est négatif cela indique que la valeur du paramétre mesuré est plus

faible dans le groupe expérimental que contrdle ; c : p-value de la différence moyenne ajustée.

Comparé a I’hydrogel de fibrine seul, la greffe d’ASC avec I’hydrogel de fibrine réduit
significativement les parametres d’inflammation clinique, avec des saignements au sondage
diminués (intervalle de confiance a 95% de I’écart moyen : -0.82[-1.3 ; -0.33] et —0.93[- 1.42;
-0.46] respectivement a J+45 et J+120 comparé a JO) et un indice gingival diminué (-0.51[-
0.94 ; -0.08] et —0.71[-1.07 : -0.34] respectivement a J+45 et J+120 et comparé a JO. Une
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diminution significative des profondeurs de poches a aussi été objectivée, de méme qu’une
amélioration significative de 1’attache clinique. Pour ce dernier paramétre, I’intervalle de
confiance de I’écart moyen comparé a JO est de —0.92 [- 1.71 ;-0.13]aJ+45 et —1.74 [ -2.57 ;
-0.91] a J+120.

2.2.3. Evolution dans le temps.

On observe une différence dans 1’évolution des parametres cliniques entre le groupe contrdle
et expérimental au fil de I’expérience. Les indices gingivaux et de saignement se dégradent
ou au mieux se stabilisent au fil de I’expérience dans le groupe contrdle alors que dans le
groupe avec ASC, ils tendent a s’améliorer apres la greffe dés J+45. 11 en va de méme pour
la profondeur de poche et I’évolution de I’attache clinique qui s’aggravent dans les sites

contrdles alors qu’elles s’améliorent significativement dans les sites expérimentaux.

2.2.4. Lagreffe d’ASC associées a un hydrogel de fibrine a une meilleure efficacité
sur 1’évolution des indices parodontaux que les traitements chirurgicaux
conventionnels (Tableau 9).

Comparé¢ au traitement par protéines de la matrice de 1’émail et au débridement chirurgical
simple, la greffe d’ASC associées a un hydrogel de fibrine réduit significativement 1’indice
gingival dés J+45 (1.90 + 0.58 pour la greffe d’ASC avec hydrogel de fibrine versus 2.44 +
0.62 pour le traitement par protéines de la matrice de 1’émail et 2.17 £ 0.50 pour le
débridement chirurgical simple) et le saignement au sondage a J+120 (1.40 = 0.41 pour la
greffe d’ASC associées a ’hydrogel de fibrine contre 1.90 + 0.73 pour le traitement par
protéines de la matrice de I’émail et 1.92 + 0.49 pour le débridement chirurgical simple).
Comparé au traitement par protéines de la matrice de 1’émail et au débridement chirurgical
simple, la greffe d’ASC associées a un hydrogel de fibrine améliore significativement aussi
la profondeur des poches (3.48 £ 1.05 pour la greffe d’hydrogel de fibrine avec ASC versus
4.63 + 1.22 pour la greffe de protéines de la matrice de 1’émail et 4.96 = 0.78 pour le
débridement chirurgical simple) et le niveau d’attache clinique (5.64 £ 1.79 pour la greffe
d’ASC associées a un hydrogel de fibrine versus 6.76 = 1.30 pour la greffe de protéines de

la matrice de I’émail et 7.11 + 1.71 pour le débridement chirurgical simple).
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Tableau 9 : comparaison entre la greffe d’ASC et les thérapeutiques parodontales

conventionnelles sur les indices cliniques parodontaux
Résultats + écart type. Les lettres identiques indiquent une différence statistiquement significative entre les
valeurs qui leurs sont associées, ajustées par sujet et la valeur de référence (JO). L’analyse des mobilités n’est

pas montrée car jamais significative.

2.2.5. Une variabilité inter-individuelle importante est mise en évidence dans les
réponses cliniques suivant la greffe d’ASC associées a un hydrogel de fibrine
(Figure 15).

Bien qu’un bénéfice significatif en faveur de la greffe d’ASC dans un hydrogel de fibrine
comparée aux sites controles soit constaté au niveau des parametres cliniques, 1’analyse du
niveau d’attache clinique a J+120 pour chaque sujet révele une forte variabilité inter-
individuelle dans la réponse au traitement. (Figure 12). En effet, certains chiens et en
particulier les plus jeunes semblent montrer de meilleures réponses que d’autres, pour
I’évolution du niveau d’attache clinique comparée a JO suite aux traitements mais aussi pour
un meilleur bénéfice propre a la greffe d’ASC avec hydrogel de fibrine comparée a la greffe
d’hydrogel de fibrine seul. En revanche le sexe ou I’indice de masse corporelle ne semblent

pas avoir d’influence sur ces résultats.

48



Figure 12 : ¢tat du niveau d’attache clinique sur les sites expérimentaux avec et sans ASC a

J+120
Le graphique montre pour chaque individu 1’évolution de 1’attache clinique sur le quadrant avec ASC et le
quadrant sans ASC. Les nuances vertes décrivent I’amélioration de 1’attache clinique par rapport a J.0
tandis que les nuances violettes décrivent au contraire sa détérioration. Les nuances rouges marquent, a

J+120, I'écart de résultats entre les deux traitements pour chaque chien.
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Troisieme partie :

Discussion et conclusion
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3. Discussion

3.1. Mise en perspective des résultats cliniques avec les données histologiques et
radiologiques.

Les données histologiques a J+120 viennent éclairer les résultats cliniques. Les poches
parodontales résiduelles ont un pronostic plus favorable dans les situations avec ASC (une
poche résiduelle sur les cinq présente un pronostic défavorable dans le groupe avec ASC
contre quatre sur cinq dans le groupe sans ASC). Les épithélia ont une architecture plus
conforme a I’architecture native dans le groupe ASC+. On observe en effet une absence
d’attache épithéliale sur un seul site dans le groupe avec ASC contre cinq dans le groupe
sans ASC. Un épithélium jonctionnel court a pu étre observé sur deux sites groupe ASC +
contrairement au groupe ASC- qui se contente d’épithélia jonctionnels longs souvent
inadhérents. De méme la réparation du parodonte profond dans le groupe ASC - engendre
souvent des processus d’ankyloses (quatre sites) ou de fibroses (deux sites) alors que dans
le groupe ASC + le parodonte profond apparait stable ou régénéré au niveau de six sites, un
seul site est fibrosé, aucun ne présente d’ankylose. Ces résultats confirment donc ce que les
données cliniques suggerent, c’est a dire que les ASC offrent un bénéfice dans la stabilisation
de la maladie parodontale avec une absence de poches profondes au pronostic défavorable
et la néo-formation fréquente d’une attache épithélio-conjonctive. Par ailleurs, les sites
greffés avec ASC ont une structure plus proche de celle du parodonte sain (cément plus
régulier, épithélium jonctionnel souvent court...) pouvant présager d’un résultat durable alors
que la cicatrisation des sites sans ASC implique souvent des anomalies de type fibroses ou
ankyloses, défavorables au pronostic a long terme. En plus de la meilleure stabilisation du
parodonte, on peut supposer que les ASC induisent une régénération des tissus parodontaux
alors que les sites sans ASC offrent au mieux une cicatrisation de ces tissus. A ’avenir, il

restera a déterminer dans quelle mesure cette régénération peut étre reproductible.

L’analyse qualitative par imagerie a rayon X a montré une néoformation osseuse sur une
proportion plus importante des sites expérimentaux (ASC+) comparé aux sites contrdles
(ASC-). L’analyse quantitative en revanche n’a pas permis de mettre en évidence une
différence significative entre les sites expérimentaux et controles concernant la formation
osseuse a J+120 bien qu’il semble y avoir une tendance a une plus forte densité osseuse

mesurée sur les sites expérimentaux (67).
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3.2. Anatomie lésionnelle

L’¢étude s’appuyant sur un modele de parodontite spontanée, une diversité trés importante a
pu étre observée concernant les 1ésions tant du point de vue de leur anatomie que de leur
sévérité. L’analyse s’est faite indépendamment de cette variabilité. Une évaluation plus
affinée tenant compte de ces parameétres pourrait s’avérer intéressante dans le but de définir
d’¢éventuelles indications chirurgicales. Les études antérieures (52), se basant la plupart du
temps du temps sur des lésions mécaniquement induites, peu pertinentes en termes de
physiopathologie mais permettant de dimensionner de fagon reproductible les lésions, ont
permis de mettre en évidence quelques tendances avec un bénéfice mesurable a 1’utilisation
des cellules souches mésenchymateuses pour le traitement des lésions angulaires, de
furcations de classe 1 ou 2 ou présentant au moins 2-3 parois mais pas d’efficacité notable
dans le traitement des lésions supra osseuses et de classe 3 pour lesquelles 1’espoir de

régénération demeure trés mince quelle que soit la technique utilisée.

3.3. Evolution dans le temps.

Les indices parodontaux s’améliorent dans le groupe expérimental apres la chirurgie alors
qu’ils tendent a se dégrader dans le groupe avec I’hydrogel seul. On observe une
amélioration de plusieurs parameétres cliniques entre J+45 et J+120 dans le groupe
expérimental : profondeurs de poches, attache clinique, indice gingival et saignement au
sondage. Ces mémes parametres se dégradent ou au mieux se stabilisent dans le groupe
controle. Cela tend a prouver un bénéfice durable dans le temps conséquent a I’intervention
des ASC. Ce temps nécessaire a ’effet des cellules souches mésenchymateuses se confirme
dans la littérature ou le bénéfice maximal a leur emploi est souvent observé plusieurs mois
apres la greffe comme par exemple dans I’étude de Tobita et coll. (49) qui a montré une
meilleure régénération histologique sur les coupes effectuées deux mois apres la grefte
comparé a celles effectuées un mois apres. Dans les études de Nunez (68) et coll. et Azuki
et coll. (69) la régénération a également été montrée respectivement deux mois et trois mois

apres la greffe.

3.4. Aspects liés au vecteur cellulaire.

Les vecteurs cellulaires offrant les meilleurs résultats, associés aux cellules souches
mésenchymateuses en termes de régénération parodontale semblent étre ceux d’origines

naturelles et en particulier les dérivés plaquettaires qui constituent un réseau facilitant
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I’adhésion et le déploiement des cellules souches et contiennent des facteurs de croissances
naturels (52). Cela se vérifie dans cette étude avec une efficacité significativement supérieure
par rapport aux traitements conventionnels sur plusieurs parameétres cliniques, en particulier
les profondeurs de poches et les saignements au sondage. Beaucoup d’études parmi celles
qui ont obtenu les meilleurs résultats utilisent ce type de supports notamment celle Tobita et
coll. (49) qui utilisait un Plasma Riche en Plaquette comme vecteur, celle de Masao Ozasa
et coll. (70) qui utilisait aussi un gel de fibrine et celle de Azuki et coll. (69) qui ont utilisé
de 1‘acide hyaluronique. Cependant si ces supports liquides ou gélifiés semblent les plus
pertinents pour des l€sions anatomiquement rétentives, les substituts osseux, associés ou non
a ces hydrogels pourraient étre un support plus approprié pour les Iésions peu rétentives avec
un nombre insuffisant de parois osseuses car ils facilitent le maintien du caillot sanguin et
des cellules sur le site chirurgical dans le temps. Citons parmi les expériences ayant utilis¢
ce type de substituts : Nunez et coll. (71) dont résultats ne sont pas significatifs mais il faut
noter que cela pourrait tenir plus de 1’anatomie 1ésionnelle moins favorable a la régénération
dans cette étude qu’au biomatériau vecteur choisi (en l’occurrence des minéraux
xénogéniques déprotéinés) et Khorsand et coll. (72) avec un bénéfice significatif a I’emploi
des cellules souches mésenchymateuses associées au substitut (minéraux xénogéniques

déprotéinés) comparé au vecteur seul.

3.5. Reproductibilité des résultats : la variation interindividuelle.

Si les ASC améliorent significativement les parameétres cliniques sur la globalité des chiens
étudiés, ce résultat ne doit pas masquer une grande disparité inter-individuelle de réponses
aux traitements, notamment au niveau de la récupération d’attache clinique a J+120. Ce
probléme de reproductibilit¢ est déja connu avec les thérapeutiques régénératives
conventionnelles. Les chiens plus jeunes semblent avoir une meilleure réponse au traitement
tant en termes de gain d’attache par rapport a JO mais aussi avec un bénéfice plus marqué
par I’emploi des ASC comparé a ’hydrogel seul a J+120. Cela pourrait s’expliquer par une
réserve des capacités cellulaires diminuée avec 1’dge mais aussi peut-Etre par une sévérité de
la maladie moins importante chez ces jeunes chiens avec des anatomies 1ésionnelles plus
favorables. Une analyse affinée tenant compte de la typologie Iésionnelle pourrait contribuer
a éclaircir ces résultats et définir des indications anatomiques pour ce traitement. Une
éventuelle corrélation des résultats avec les indices de plaque et de saignement pourrait aussi
étre a rechercher, la compliance des chiens face au controle de plaque étant trés inégale et
pouvant expliquer au moins partiellement la dispersion des résultats. Le sexe et I’indice de

masse corporelle, en revanche ne semblent pas avoir d’influence sur la réponse au traitement.
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3.6. Mise en perspective avec les études antérieures

Sur les modeles pré-cliniques, et en particulier canins, les paramétres histologiques et
histomorphométriques les plus souvent significativement améliorés sont 1’apposition
cémentaire, la régénération osseuse par sa densité et/ou son volume et la régénération du
ligament desmodontal (ce dernier parametre étant étudi¢ dans un nombre plus faible d’étude)
(52). Citons, parmi quelques résultats d’études utilisant des ASC, Tobita et coll. (49) qui ont
montré une régénération conforme a Il'architecture physiologique du parodonte par
l'association d'ASC autologues a du plasma riche en plaquette. Ils ont montré que la
régénération était supérieure deux mois apres la chirurgie qu'a un mois. Nos résultats vont
¢galement dans ce sens-l1a étant plus significatifs sur plusieurs parametres a J+120 qu’a J+45.
Masao Ozasa et coll. (70) ont comparé sur des chiens agés d'environ quatre ans la greffe
d'ASC associées a un gel de fibrine a la mise en place du gel de fibrine seul dans le traitement
de Iésions parodontales mécaniquement induites au niveau des secteurs postérieurs
(furcation des molaires et prémolaires). Ils ont montré dans le groupe expérimental une
apposition de cément et une formation osseuse significativement meilleure par analyse
histologique six semaines apres la chirurgie ainsi qu'une insertion verticale des fibres
tissulaires dans 1'os et le cément. Ils évoquent également comme dans les résultats
histologiques précités de notre étude I’absence d'effets indésirables tels que la résorption
radiculaire ou l'ankylose dans le groupe ASC+. Notons que dans ces deux études les
biomatériaux supports sont relativement semblables a ceux utilisés dans ASC PARO et
confirment la pertinence de ce choix. Comme dans 1’é¢tude de Lemaitre et coll. sur le modele
murin, on observe sur le volet canin d’ASC PARO une régénération tissulaire favorisée par
la greffe d’ASC, en particulier au niveau des fibres conjonctives, de la néoformation

d’attache et du cément (51).

D’autres modeles proches de I’humain ont également été employés pour étudier I’ingénierie
cellulaire parodontale et en particulier le modele porcin. Parmi les études les plus notables,
il est possible de citer Lang et coll. (73) qui se sont également intéressés aux parametres
cliniques, ici sur une parodontite induite par ligatures. Ils ont notamment montré une
différence significative concernant la réduction des profondeurs de poches avec I’emploi de
cellules souches mésenchymateuses d’origine osseuse par rapport aux sites sans cellules.
Comme dans notre expérience, la réduction de la profondeur de poche fut particulicrement

importante en fin d’étude avec un retour a une profondeur de poches proche de la physiologie.
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Les auteurs ont également remarqué de meilleurs résultats histologiques sur les groupes avec
cellules souches en termes de néoformation osseuse. Toujours chez le porc, Ding et coll. (74)
ont remarqué un bénéfice clinique, a trois mois, trés significatif sur la réduction des poches
mais aussi sur I’amélioration de 1’attache clinique grace a I'utilisation de cellules souches
mésenchymateuses du ligament parodontal (assemblées en feuillets, associées a de
I’hydroxyapatite et des phosphates tricalciques, le tout maintenu par une membrane de
gélatine) comparé aux sites sans cellules souches dans le traitement d’une parodontite
provoquée. IlIs ont également comparé 1’utilisation de cellules souches autogénes et
allogenes sur des sites différents et n’ont pas trouvé de réponses significativement différentes
entre ces deux groupes. Enfin Venkataiah et coll. (75) ont essayé comme dans ASC PARO,
des ASC associées a un hydrogel de fibrine en guise de biomatériau vecteur. Comme dans
I’expérience de Ding et coll, ils ont distingué¢ des sites avec ASC autogéniques ou
allogéniques. L’analyse radiographique par Micro-C.T. a démontré une neoformation
osseuse significativement supérieure sur les sites avec ASC comparés aux sites controles,
sans différence significative par contre entre les sites greffés avec de ASC autogenes
comparé a ceux avec ASC allogenes. Ces résultats radiologiques sont confirmés par leur
analyse histologique qui a montré un remplacement des tissus conjonctifs du parodonte
profond par de 1’épithélium sur les sites contrdles mais une néoformation cémentaire et
osseuse sur les sites ASC+. Ces deux tissus se retrouvant reliés par un ligament parodontal

avec des fibres de Sharpey efficientes.

Ces nombreux résultats obtenus dans les essais précliniques ont permis d’ores et déja la
transition de ces traitements vers des essais cliniques, publiés sans résultats probants pour
quelques-uns (par manque de groupe controle ou par absence de résultats significatifs), mais
pour nombre d’entre eux encore en cours (76—78) voire en projet. De nouveaux résultats
devraient étre ainsi publiés trés prochainement, s’appuyant comme cette étude sur des

parametres cliniques et radiologiques.

Les essais cliniques, chez I’Homme publiés, méme ceux constitués de quelques cas et sans
bras de contrdle, contribuent a prouver, comme dans notre étude, la sécurité de 1’utilisation
des cellules souches mésenchymateuses autologues en ingénierie tissulaire parodontale par
I’absence d’effets indésirables spécifiques a I’utilisation de ces cellules (79—-81).

On peut par ailleurs citer 1’essai clinique de Sanchez et coll. (82), déja publié, qui n‘a pas
montré de bénéfice significatif a I'adjonction de cellules souches autogénes du ligament a

une greffe de minéraux xénogéniques (malgré un gain d'attache moyen et une réduction de
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poche plus importante dans le groupe expérimental). Il faut cependant souligner 1'aspect
innovant ainsi que les qualités méthodologiques de cet essai : contr6lé et randomisé. Ils ont
montré l'innocuité de [’utilisation des cellules souches mésenchymateuses sur les
participants a 1'é¢tude qui n’ont pas développé d'effet indésirable majeur, de méme pour celui
de Chen et coll. (83) qui ont utilisé également des cellules souches issues du ligament et un
substitut osseux en guise de matériaux support. Ces absences de résultats sur 1‘efficacité
pourraient peut-&tre s’expliquer par le vecteur cellulaire choisi. Il est possible en effet que
les substituts osseux soient des matériaux moins adaptés a la survie, au déploiement ou a
I’action biologique des cellules mésenchymateuses que les hydrogels plaquettaires ou

fibrineux.

L’essai publié le plus concluant est celui de Nunez et coll. (84). Il s’agit d’un essai clinique
controlé et randomisé¢ mené sur 22 participants adultes (55 a 64 ans) sains ou avec des
pathologies chroniques controlées. Apres assainissement initial et traitement non
chirurgical : 11 des participants (groupe contréle) ont bénéficié d’un traitement chirurgical
des 1ésions résiduelles avec mise en place d’'une membrane collagénique (biomatériaux
vecteur), les 11 autres (groupe expérimental) ont bénéficié de la méme intervention mais
avec des cellules souches mésenchymateuses issues de la pulpe dentaire, allogéniques,
associées au vecteur (cellules prélevées sur des enfants et cultivées). Aucun effet indésirable
n‘a été relevé pendant la convalescence sinon de faibles douleurs contrdlées par des
antalgiques. A 6 mois apres la chirurgie, les profondeurs de poches sont significativement
réduites dans le groupe expérimental (par rapport au groupe contrdle), atteignant un niveau
moyen proche du sulcus physiologique (2.34 + 0.29 contre 3.78 £0.53). Comme dans les
résultats d’ASC PARO, on observe donc un bénéfice a I’emploi des cellules avec une
profondeur de poche moyenne en fin de traitement proche des valeurs physiologiques. La
densité osseuse progresse également plus dans le groupe expérimental mais pas de maniere
significative. La mobilité dentaire est également plus améliorée dans le groupe avec cellules.
Les auteurs se sont aussi intéressés a des parametres biologiques en analysant des
échantillons de salive. Ils ont montré notamment a 6 mois une activité significativement
supérieure de superoxyde dismutase (antioxydant enzymatique) dans le groupe

expérimental.
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3.7. Translation vers I’humain ?

Les différences concernant les parodontes humains et canins peuvent étre a 1’origine de
variations entres les résultats attendus sur 1’humains et ceux obtenus sur le chien, en
particulier au niveau des atteintes furcatoires, bien plus cervicales chez le chien. Par ailleurs,
certains facteurs de risques comportementaux pouvant étre présents chez I’humain et
pouvant gravement nuire a la guérison parodontale tels que la consommation de tabac ou
de drogues diverses ne sont bien sir pas observables sur le chien. Aussi, ces facteurs de
risque pourraient étre inscrits comme contre-indication, au moins relative a la thérapie
cellulaire parodontale compte tenu des effets notamment cytotoxiques de ces substances.

A contrario, le contrdle de plaque est en reégle générale bien meilleur chez ’humain que
celui qui a pu étre réalisé dans cette étude, organis¢ de fagon tri-hebdomadaire (au lieu du
brossage bi voire tri-quotidien recommandé chez 1’humain), sans nettoyage interdentaire et
dépendant de la compliance forcément limitée de chaque animal. Cela s’est d’ailleurs
confirmé par une ré augmentation progressive de I’index gingival et de saignement entre JO
et J120. Or, on sait que le controle de plaque est un facteur important et nécessaire au
bénéfice des traitements chirurgicaux parodontaux actuels et par conséquent il est rationnel
d’envisager qu’un traitement par un protocole similaire chez I’humain serait potentialisé

par une hygiene plus qualitative.

Des difficultés sont cependant a prévoir en cas de validation de ces concepts par les essais
cliniques, en vue de la généralisation de ces traitements en parodontie humaine, surtout en
cabinet. La culture de cellules souches autologues en particulier semble difficilement
réalisable a large échelle pour le moment. En effet, la culture cellulaire nécessite des
conditions et un environnement physico-chimique trés contr6lé requérant un €quipement
assez important afin de multiplier et trier les cellules. De plus ces étapes peuvent étre
chronophages et nécessitent des compétences en biologie cellulaire que peu de praticiens
possedent. L’utilisation des cellules allogéniques pourrait paraitre plus facile techniquement
mais des questions supplémentaires sur la tolérance et le risque de rejet immunitaire se
poseraient alors. Par ailleurs, les cellules souches et leur support constituant un produit
labile, il faudrait également trouver des solutions particuliéres pour leur conservation et leur
conditionnement. De plus, compte tenu des moyens nécessaires a la mise en ceuvre de ce
traitement un colit important serait probablement a prévoir qui pourrait freiner I’acces a
cette thérapeutique pour de nombreux patients et amener a s’interroger sur son rapport

cout/efficacité.
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3.8. Limites de 1’étude

- Reproductibilité¢ des mesures

Les paramétres cliniques sont probablement parmi les plus opérateurs dépendants et par
conséquent soumis a une certaine subjectivité malgré leur codification en indices décrits ci-
dessus. Cela est particulierement vrai pour les indices de plaque, d’inflammation gingivale
voire de mobilité dont les scores relévent plus d’appréciations de I’opérateur que de mesures
instrumentales. Les mesures liées au sondage (85) (profondeur de poche et perte d’attache)
représentent une valeur instrumentale mais des études ont montré qu’elles comportaient
aussi de nombreux biais, principalement liés a de légeres variations des points de
pénétrations et d’axes de la sonde entre les mesures ou encore a la pression exercée par
I’opérateur (qui pour ce dernier aurait pu €tre limité par 1’utilisation de sondes a pression
constante). Ces biais de subjectivité sont d’autant plus importants que ces mesures et indices

ont pu étre relevés par deux investigateurs différents sur un méme animal.

-Schéma thérapeutique.

Notons que le protocole parodontal a été légerement tronqué pour les besoins de 1’étude et
les indications chirurgicales par conséquent élargies. En effet, les protocoles parodontaux
cliniques actuels (hors cas particuliers) ne prévoient les thérapeutiques chirurgicales
qu’ultérieurement et en cas d’échec ou d’insuffisance de résultat des thérapeutiques non
chirurgicales (débridement radiculaire non chirurgical). Il est donc difficile de présager, au
vu de cette étude, des résultats et des bénéfices par rapport aux autres protocoles

conventionnels de la thérapie cellulaire par ASC dans un schéma thérapeutique classique.

- Dents extraites

Les dents extraites ou perdues (a I’inclusion mais aussi au cours du traitement) ont été
exclues de I’analyse statistique alors que celles-ci sont susceptibles de traduire une
aggravation de la maladie qui n’est par conséquent pas prise en compte. A I’inverse la
suppression de ces foyers infectieux pourrait au moins partiellement contribuer a la
stabilisation voire a la guérison de lésions a proximité, indépendamment des traitements

appliqués.
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4. Conclusion

La thérapie cellulaire est aujourd’hui en pleine essor. Trois cent cinquante essais cliniques
utilisant des cellules mésenchymateuses seraient en cours dans le monde selon I'Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale (39). Par leurs propriétés, ces cellules sont
apparues tout a fait pertinentes dans le traitement de maladies inflammatoires chroniques
telles que la parodontite. De nombreuses études avaient déja prouvé des bénéfices a leur
utilisation sur des modeles relativement éloignés de la parodontite humaine (42,51,52).

Comparé a ces études et plus généralement aux études précliniques sur I’ingénierie tissulaire
parodontale, le volet canin d’ASC PARO s’aveére pertinent, intéressant et original sur de

nombreux aspects :

e Tout d’abord en termes de protocole :

- Par son mod¢le de parodontite, unique dans toute la littérature sur 1’ingénierie
tissulaire parodontale : spontanée canine qui se rapproche le plus de la
physiopathologie complexe des parodontites rencontrées en clinique humaine.

- Par un design qui se rapproche des protocoles de parodontie humaine
assainissement initial a distance de la chirurgie, maintien d’une hygiéne orale pluri-
hebdomadaire sur I’ensemble de 1’étude.

- Par des exigences réglementaires se rapprochant de celles utilisées dans les essais
cliniques offrant les plus hauts niveaux de preuve : le contrdle, la randomisation et le
double aveugle.

- Par la diversité des parametres €tudiés : cliniques et radiologiques se rapprochant de
ceux utilisés dans les essais cliniques, biologiques et histologiques afin d’offrir une
vision la plus globale des atteintes parodontales et de leur évolution au fil du
traitement.

- Par sa durée de 4 mois de suivi post thérapeutique.

- Par ses considérations éthiques : chiens euthanasiés a des ages proches de leur

longévité et pas de 1ésions artificiellement crées pour les besoins de I’étude.

e Surtout, en termes de résultats, significatifs sur les sites avec les ASC sur de
nombreux parameétres comparés tant au biomatériau support seul qu’a des traitements
chirurgicaux conventionnels : amélioration de 1’attache clinique, amélioration
particulié¢rement marquée de la profondeur de poche, amélioration de I’indice

gingival et des saignements au sondage, régénération histologique des tissus.
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INGENIERIE CELLULAIRE DU PARODONTE PAR GREFFE AUTOLOGUE DE CELLULES
MESENCHYMATEUSES DU TISSUS ADIPEUX : PREUVE DE CONCEPT SUR UN MODELE
PRECLINIQUE DE PARODONTITE CANINE SPONTANEE

RESUME :

La thérapie cellulaire parodontale est expérimentée depuis de nombreuses années maintenant a 1’échelle
préclinique. Les cellules mésenchymateuses issue du tissu adipeux (ASC), par leur disponibilité et leurs
propriétés, semblent étre parmi les cellules les plus adaptées a ces techniques. Par son protocole mené comme
un essai clinique, contr6lé, randomisé et en double aveugle ainsi que par son mod¢le de parodontite canine
spontanée utilisé, le protocole ASC PARO s’impose comme un essai préclinique parmi les plus optimaux. Il
aura permis de prouver la tolérance de la greffe d’ASC avec hydrogel de fibrine ainsi que sa supériorité dans
I’amélioration des paramétres cliniques tant comparée au porteur cellulaire seul qu’a des techniques
chirurgicales conventionnelles de régénération parodontale.

PERIODONTAL CELL ENGINEERING BY AUTOLOGOUS MESENCHYMAL ADIPOSE CELL
GRAFT: PROOF OF CONCEPT ON A PRECLINICAL MODEL OF SPONTANEOUS CANINE
PERIODONTITIS

SUMMARY:

Nowadays, periodontal cell therapy is preclinically investigated for many years. Based on their availability and
their properties, mesenchymal cells from adipose tissue (ASC) seem to be the most suitable cells for that kind
of therapies. Through its protocol conducted as a clinical trial, controlled, randomized and double-blind as well
as its model of spontaneous canine periodontitis used, ASC PARO project stands out as one of the most
optimum preclinical trials. It will have proved the tolerance of ASC grafting with fibrin hydrogel as well as its
superiority in the improvement of clinical parameters, both compared to cell carrier alone and conventional
periodontal regeneration surgical techniques.
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