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1. Introduction

Biomimétisme : Démarche d’innovation durable qui consiste a transférer et a adapter a

I’espece humaine les solutions déja élaborées par la nature (faune, flore, etc.). — Larousse

La situation clinique en odontologie permet rarement de préserver ad integrum les tissus natifs.
Traumatismes ou pathologies infectieuses sont autant de situations a I'origine de pertes
tissulaires d’étendues variables. L'objectif thérapeutique étant alors de mimer autant que faire se
peut les tissus natifs avec leurs propriétés biomécaniques et optiques. Bien que I'idéal puisse étre
la régénération des structures, les thérapeutiques actuelles ne nous permettent souvent que des

réparations partielles des structures dento-parodontales.

Pourtant, les progrés technologiques nous ouvrent la porte de la médecine régénérative. On peut
parler de médecine 4R (Remplacer, Réparer, Régénérer, Reprogrammer), personnalisée au
patient. Ainsi de la peau cultivée in vitro est déja utilisée pour soigner les grands br(lés, des
études cliniques ont été réalisées concernant la cornée, |'urétre ou encore la trachée (1-4).
L'ingénierie tissulaire étant I'administration de cellules stimulées de maniere adéquate dans un

biomatériau. Ainsi elle repose sur trois composantes (5) :

- Les cellules: il s’agit tres souvent de cellules « souches » adultes, multipotentes, comme
les cellules stromales mésenchymateuses (CSM), véritables chef d’orchestre des tissus.
Accessibles depuis la sphere buccale, on trouve les cellules stromales pulpaires (DSPCs),
des dents exfoliées (SHED), de la papille apicale (SCAP), de type parodontal (DFPC), du
ligament (PDLSC), de la gencive (GSC) ou du tissus adipeux (ASC).

- Les facteurs de croissance : Ces médiateurs biologiques polypeptidiques agissent sur la
prolifération, le chimiotactisme, la différenciation et la synthése de la matrice extra-
cellulaire, tels que la famille du Transforming Growth Factor béta (TGF-B), les Bone
Morphogenic Proteins (BMP), ou plus spécifique le Dentin Matrix Protein-1 (DMP-1). Si
I'utilisation de facteurs recombinants, utilisés a des doses supra-physiologiques, parait
peu souhaitable au niveau clinique, certains produits utilisés en clinique sont un moyen
détourné d'utiliser de tels facteurs trophiques comme I'Emdogain (protéines amélaires
porcines, avec un contingent de BMP) ou le Platelet Rich Fibrin (PRF) dérivés des
plaguettes.

- Un échafaudage: Dans [|'objectif de reconstituer la matrice extra-cellulaire, un

biomatériau candidat doit répondre a un cahier des charges précis : Biocompatible pour le
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contrdle de la réaction inflammatoire, biodégradable selon le turn over cellulaire cible
pour permettre un juste remplacement par le tissu néoformé et limiter une réaction
inflammatoire chronique (une réaction inflammatoire aigue est au contraire souvent
souhaitable), adhésion cellulaire pour assurer leur rétention et le maintien de leur
phénotype, perméabilité pour permettre les échanges nutritionnels et limiter le gradient

en oxygene, possibilité de stérilisation pour faciliter la mise en ceuvre et le stockage.

L'ensemble de cette architecture peut alors prendre une forme galénique variable selon les tissus
a régénérer et les impératifs de la situation clinique. Ainsi il sera possible de retrouver des
granules, des membranes fibreuses, des hydrogels, des films, des mousses, avec une mise en

forme par moulage ou des impressions 3D (6).

Figure 1: Principe de l'ingénierie tissulaire combinant différentes sciences du vivant pour restaurer, maintenir ou améliorer
les fonctions tissulaires

La constitution des échafaudages fait débat dans la littérature. De nombreux matériaux comme
les céramiques (phosphate de calcium biphasique [BCP], hydroxyapatite [HAP], phosphates
tricalciques [TCP], bioverres ou les alliages métalliques (Titane) présentent des valeurs de
résistance et de ténacité exemplaires (7). Des polymeéres sont également étudiés mais leurs
propriétés mécaniques sont souvent décrites comme inférieures. Certains sont synthétiques
comme le poly-capro-lactone [PCL], I’Acide Poly-Lactique [PLA] et nécessitent a leur élaboration
une industrie couteuse et énergivore. D’autres d’origine naturelle sont constitués d’une palette
chimique simple (protéique ou polysaccharidique), s’élaborent naturellement a température

ambiante. C’est notamment le cas du collagene, du chitosane ou de I'alginate.
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La famille de protéines naturelles faisant I'objet du présent travail est la soie qui a la particularité
d’étre un polypeptide comme le collagene. Utilisée depuis I'antiquité dans la fabrication de
textiles et retrouvée dans des tombes du néolithique (8), la soie fut utilisée dans le domaine
médical dés le Xe siécle comme fil de suture par Abu Al Qasim Al Zahrawi (Albucasis) (9). De nos
jours elle est de moins en moins utilisée pour cette indication, sa faible dégradabilité associée a sa
haute adhérence bactérienne en font une solution discutable comparée aux autres solutions
résorbables ou non (10). Cette fibre protéique est essentiellement présente dans le réegne animal
chez certains insectes (vers a soie ou a cire, abeilles, mite...), chez les arthropodes (araignées,

scorpions...) mais aussi chez des mollusques bivalves (moule, huitre, bernacle).

Dans cette introduction nous ferons un récapitulatif des principales protéines s’affiliant a la soie
dans le regne animal avant de présenter I'apport des biotechnologies dans la production de soie

de synthése.

1.1. Soie de vers a soie

Cultivée depuis cing millénaires dans le nord de la Chine, la soie du cocon de Bombyx mori ou vers
du murier (son alimentation exclusive) fut la premiére étudiée des les années 1940. Il est possible
de I'extraire de son cocon, ayant une masse d’environ 0.5g (11) apres 42 jours de croissance,
avant qu’il ne devienne un lépidoptére ou papillon (Figure 2). Celui-ci possede deux glandes
labiales séricigenes sécrétant chacune en postérieur une fibre de fibroine, toutes deux
enveloppées dans une pellicule de séricine dans la partie médiane de la glande(12). Il sécrete
également des protéines de taille plus réduites, en lien avec son systeme immunitaire, une

défense contre les micro-organismes, notamment fongiques(13).

SERICINE POLYMER

FIBROIN POLYMER

Figure 2: Bombyx mori a I'état de cocon et apres éclosion (gauche). Coupe transversale montrant la structure commune de
la soie issue des différentes especes de vers a soie (droite) (9)

D’autres especes de vers a soies ne dépendant pas du murier font également le sujet d’études
bien que moins nombreuses sous la mention « non-mulberry silk ».(14) A I'instar des soies des
vers Tasar (Antheraea mylitta) ou Tussah (Antheraea pernyi) retrouvés notamment en Inde, bien
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gue constitués des mémes protéines que la soie de Bombyx mori, ces derniéres voient leurs
propriétés mécaniques et biologiques modifiées. Ainsi le tripeptide [Arginine — Glycine —
Aspartate] (RGD), connu pour son réle dans I'adhésion cellulaire, se retrouve naturellement dans

des soies du genre Antheraea.(15)

1.1.1. Fibroine o [,,{

\\\\\\\\\\\

La fibroine de soie (SF) est une protéine polymérique H L 5
Gly Ser Gly Ala Gly Ala

constituant le noyau de la fibre de soie chez Bombyx mori, rigure 3: structure primaire de la fibroine
constituée de régions cristallines en feuillets B hautement

organisées et de régions semi-cristallines responsables de |'élasticité de la soie. Elle contient
essentiellement de Glycine, agencée a de I’Alanine, de la Sérine voire de la Tyrosine (Erreur! S
ource du renvoi introuvable.) formant ainsi des blocs hydrophobes (GAGAGS), représentant 94%

du polypeptide.

Au moins deux chaines sont présentes, une légere et une lourde, pesant respectivement 25 et 325

kDa. Elles sont jointes par liaison di-sulfure au niveau de leur extrémité C-terminale.

1.1.2. Séricine
La séricine correspond a la gaine souple adhérent aux deux filaments de fibroine qu’elle entoure.
Elle apporte de la souplesse et un état de surface lisse a la fibre de soie. Hydrophile, elle est
essentiellement composée de Sérine, Thréonine, Glycine et d’Acide aspartique (type A) agencés
en hélice a ou en feuillet B aléatoirement répartis. Certaines formes, moins solubles contiennent
du Tryptophane (type B) quand d’autres contiennent de la Proline (type C) et sont insolubles.
Solubilisée a 50-60°C, elle se transforme en hydrogel pour des températures plus basses

augmentant la part de feuillets B (16).

La séricine a longtemps été associée a une réponse immunitaire(17) mais des études plus
récentes in vitro(18) et in vivo ont invalidé dans les années 2000 son caractére pro-inflammatoire
et recruteur de macrophages pour en déduire que c’est I'association de la fibroine avec la séricine
qui induit cette réaction inflammatoire. Il a été montré chez le rat que cette protéine pouvait
augmentait de maniere fugace la production de TNF-a et d’IL-1B mais sans activer la cascade
inflammatoire. Des essais in vitro rapportent également sa non cytotoxicité (19). Elle est ainsi
utilisée en cosmétologie, en additif aux milieux de culture de cryoconservation, dans le
pansement des plaies, en oncologie, dans l'inhibition de la peroxydation lipidique et dans le

traitement de I'obésité (16).
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1.1.3. Autres espéces de vers a soie

Les vers a soie possedent une grande diversité phylogénétique. Si Bombyx morii fut étudié des
suites de la sériculture au sein de I'empire du milieu, la fibroine et la séricine se retrouvent dans
des cocons d’autres espéces. C'est notamment le cas des especes de vers Tasar indiens
(Antheraea mylitta) et chinois (Antheraea pernyi) qui possédent la plus grosse capacité de

production de soie (20), des espéces de Muga (A. assama) et des Eri (P. ricini).

1.2. Soies d’araignées

Les soies d’araignées présentent une plus grande hétérogénéité selon la glande de laquelle elles
proviennent, chacune ayant des usages spécifiques. De surcroit, la diversité des plus de 50 000
especes référencées en 2020 par Word Spiders Catalog(21) s’accompagne de mutations des génes

codant pour les protéines de soie augmentant cette diversité protéique.

On considére, depuis les biologistes Simon et Pocock a la fin du XIX® siécle, deux grandes familles
d’araignées (Erreur ! Source du renvoi introuvable.) : Aranaemorphae rassemblant des especes s
e servant de la soie pour faire des toiles leur permettant entre autres d’attraper des insectes ;
Mygalomorphae correspondant a des espéeces plus volumineuses, plus trapue, incluant également
les tarentules et la fameuse Theraphosa blondi qui n’ont pas besoin de toile pour attraper oiseaux
et opossums. Ces dernieres ont néanmoins une a trois types de glandes pour par exemple
envelopper leurs ceufs quand les Anaraemorphae les ont diversifiés au nombre de six en moyenne
voire sept dont la composition change d’une glande a I'autre mais reste similaire d’une espeéce a
I'autre en fonction des habitudes de chasse de [I'araignée(22). Ce sont les soies des
Anaraemorphae qui font principalement I'objet de recherches pour leur soie de toile. L’analogue

de la fibroine retrouvée chez 'araignée est appelé spidroine (Sp).

Figure 4 : Deux grandes familles d'araignées : Les Aranaemorphae représentées ici par Nephilia clavipes (gauche) et les
Mygalomorphae représentées ici par Teraphosa blondi (droite)

Etudiée pour son pouvoir adhésif depuis les années 1960(23), une culture de la soie d’araignée fut

envisagée, comme c’était déja le cas avec la soie de Bombyx mori. Mais celles-ci devenant
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cannibales quand regroupées en grande densité de population, I'élevage industriel devint
impossible. De plus elles ont tendance a réingérer leurs toiles lorsque ces dernieres ne lui

trouvent pas d’utilité.

Figure 5 : Présentation des différentes glandes de de araignée de la famille Aranaemorphae et des usages de leur
soie(24)

La soie de la glande ampullacée majeure (MA) est utilisée pour concevoir les fondations de la

toile. Elle est généralement constituée de Spidroine Majeure 1 et 2 (MaSp 1 & MaSp2) a
respectivement 80% et 20% mais les proportions peuvent varier selon les espéces(25). Leurs
séquences protéiques sont composées d’unités répétitives comportant essentiellement de
Glycine et d’Alanine (GA), / GPGGX / GPGQQ. A l'instar de la soie de Bombyx morii, la soie
Dragline posséde une organisation en feuillet pour 15-20% du volume, le reste correspondant a
une phase semi-cristalline(26). Elle subit des modifications post-traductionelles, essentiellement
des phosphorylations chez les araignées Nephila.(27) Elle est réputée pour ses propriétés

mécaniques, plus solides que I'acier ou le kevlar.

La soie de la glande ampullacée mineure (MI) ressemble par sa composition a la soie de la glande

majeure, constituée de Spidroine mineur 1 et 2 (MiSp1-MiSp2). Elle sert d’échafaudage
temporaire pendant I'édification de la toile avant d’étre remplacée par la soie de la glande

majeure.

La soie de la glande flagelliforme est constituée majoritairement d’une protéine de 500kDa a forte
teneur en Glycine, enrichie en Proline et en valine avec moins d’alanine que les soies des glandes

majeures et mineures. Son unité de base est GPGGX/GGX. Aussi appelée « viscid » et abréviée
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« flag », cette soie de capture hautement élastique est disposée en spirale de capture autour de
laquelle des gouttelettes de soie aggregate sont déposées pour fixer la proie. La soie flagelliforme

posséde une haute absorbance cinétique amortissant I'impact des insectes.

La soie de la glande aggregates se présente sous la forme de globules déposés le long d’un fil de

soie flagelliforme pour capturer les proies, réputée pour son fort potentiel adhésif. Son excrétion
suit le méme procédé que pour les fibres(28). L'analyse de leur séquence réveéle un motif de 36
acides aminés répété 55 fois dont un sub-motif X1PGGX2 est un analogue du motif de I'élastine,
VPGXG/GPGQQ.(29) La composition moléculaire révele deux protéines AgSp1 (1450 kDa) et AgSp2
(400-600 kDa) de tres grande taille mais le motif répété n’a pas été trouvé(30). L'adhésion
primaire serait liée a la présence de glycoprotéine et le maintien de cette adhésion est assuré par
I’hygroscopie de composé a faible masse moléculaire (Low Molecular Mass Compounds, LMMC)
méme dans des conditions de haute humidité.(31) Les LMMC seuls ne permettent pas d’obtenir
ces qualités adhésives, c’est bien leur interaction avec les glycoprotéines qui le permet.(32)
L’hypotheése serait qu’elles permettent une élasticité et une extensivité permettant de retenir les

proies.

La soie de la glande aciniforme est utilisée pour envelopper les proies fraichement capturées ainsi

gu’en éluant spermatique des males.

La soie de la glande tubuliforme sert a faire les cocons des soies pour la descendance de

I'araignée. Les protéines de spidroine la composant sont abrégées TuSp

La soie de la glande piriforme permet de faire les points de jonction entre les soies majeures,

mineures et flagelliforme ainsi qu’a faire adhérer la toile a différentes surfaces (branches d’arbres,
murs). La soie pyriforme est tres différente des autres types de soie. Constituée de protéines
PySp1l et PySp2, deux motifs répétitifs ont été identifiés sur PXPXP(33) (PySpl1) et QQXXXX(34)

(PySp2) , elle est réputée pour ses propriétés adhésives.
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1.3. Principe d’excrétion commun aux araignées et aux vers

Figure 6: GAUCHE : Comparaison de l'organisation des glandes séricigénes antérieures, moyennes et postérieures (ASG,
MSG, PSG) de Bombix mori(gauche) et d'une glande Ampulate Majeure de Nephiloa (droite). Les cellules séricigénes sont
dans la partie proximale (rose) et les cellules productrices d’anhydrase carbonique sont dans la partie distale (grise)
DROITE : Représentation de la glande pyriforme avec des cellules sécrétoires distales (dsC), proximales (psC) et un conduit
sécrétoire (D)

Les glandes séricigenes de Bombyx mori et des araignées partagent une méme organisation(35)

méme si des variations anatomiques sont possible(36) (Figure 6).

Parmi ces différentes protéines de soie, les séquengages du transcriptome montrent un schéma
commun, construit sur des extrémité N-terminal et C-terminal non répétitives encadrant des
unités intermédiaires répétitives. Si les unités intermédiaires ont leur importance dans la
configuration de la protéine obtenue(37), les unités terminales ont la leur dans les propriétés de

la fibre a travers les interactions lors du stockage et de I'assemblage (38) (Figure 7) .

Le diameétre du canal excréteur va progressivement passer de 400um a 50um chez Bombyx mori
et de 100um a <10um chez I'araignée. Sous I'action de forces de cisaillement, d’une diminution du
pH par l'action conjointe d’échanges d’ions et des anhydrases carbonique sécrétées par
I’épithélium situé dans les portions distales de I'ampoule, il y a dissociation de phase entre les
micelles de soie se solidifiant et le gel liquide (Figure 7). Si la soie dans sa phase désorganisée est
sous forme de bobine aléatoire, celle-ci passe par différentes formes d’organisation croissantes
vers les cristaux liquides mélant hélice- a, hélice-p pour les phases intermédiaires aux feuillets-f
pour les plus organisées par liaison hydrophobe(35). A noter que cette organisation en feuillet-f
est par exemple valable pour les MaSp et les MiSp mais pas pour les Flag plus chargée en hélice-p

qui auront de fait une plus grande extensibilité(39).
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Figure 7: Fonctionnement d'une glande Ampulacée majeure de I'araignée et structure organisationnelle d’une fibre de
soie (40)d’apreés (38)

1.4. Les soies maritimes

Si les araignées vivant au bord des lacs peuvent tisser des toiles a la surface de 'eau, on ne

retrouve pas de toile pour les araignées subaquatiques.

Le byssus est un faisceau de filaments qui permet a certains mollusques comme la moule de se
fixer sur leur support. Constitué de collagéne, d’analogues de I’élastine et d’analogues de fibroine,
il est synthétisé par des rainures situées au niveau du pied de la moule (Erreur ! Source du renvoi i
ntrouvable.). Moulé par injection sur une épaisseur de 100um, son role est adhésif, antimicrobien

et de résistance a I’abrasion(41).
Le byssus est constitué de trois parties :

- La plaque: C’est la partie qui intéresse le plus l'industrie pour sa capacité a adhérer a
n‘importe quelle surface dans un environnement d’eau salée. Ces propriétés sont liées
aux protéines Mfp-3, Mfp-5 et Mcfp-6 qui représentent la premiere ligne d’adhésion.(42)
Cette derniere est augmentée par la présence de DOPA et l'infiltration d’ions Calcium
(Ca?*) et Fer lll (Fe*) depuis le milieu maritime.

- La fibre: Constituée d’un noyau de pré-collagene et TMP ralliant la plaque et d’une
cuticule (membrane externe) de Mcfp-1

- Le pied
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Soie d’araignée

Byssus de Moule

Processus de fabrication | Tissage Injection molding
Fiber thickness (um) 5 100
Coating thickness 0.1-0.2 2-4

Coating composition

Lipides, Glycoprotéines

Mussel foot protein-1

Coating fonction

Barriere antimicrobienne,

équilibre hydrique, phéromone

Anti-microbien,

Résistance a I’abrasion

Tableau 1: Comparatif entre la soie d'araignée et le byssus de moule(41)

Parmi les crustacés, le pétoncle de Farrer (Chlamys farreri) a montré un schéma différent avec

sept protéines byssales identifiées (Sbp1-Sbp7)(43). Au moins 14 protéines byssales ont été

identifiées dans la perle de Pinctada fucata sans qu’aucune ne corresponde aux protéines Mfps

ou Sbp(44). Enfin I'organisation des mollusques bivalves en eau douce comme Dreissena

polymorpha révele 12 nouvelles protéines du pied de la moule (Dpfpl-Dpfp12)(45). De plus

amples études sur la caractérisation fonctionnelle de ces protéines sont donc nécessaires pour

révéler leur potentiel dans I'ingénierie en milieu aquatique.

1.5. Synthése des propriétés

La proportion de feuillets beta est déterminée par spectroscopie infrarouge a transformée de

Fourier (FTIR)(46).

Parametre

Soie d’araignée

Soie de vers a soie

Type de glande

6 types de glandes abdominales

1 type de glande buccale

Domestication Impossible Domestiqués
Revétement externe Glycoprotéines Séricine
Protéine Spidroine Fibroine
Taille 275-320kDa 350kDa

Séquence (motif)

GPGGX, GPGQQ

GAGAS, GAGAY

Glycine 37% 46%
Alanine 21% 29%
Serine 4.5% 12%
Beta-sheet 30% (Ampulacée majeure) 40-50%

Hydrophobic contents

Variable, riche en glycine

Résidus hydrophobes

Contraction hydrique (%)

44 +/- 2 (ampulacée majeure)

0 +/- 1 (résiste a I'eau)

Tableau 2: Comparaison des propriétés de la soie d'araignée et de la soie de vers a soie(47).
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1.5.1. Propriétés mécaniques

Les protéines natives de soies sont réputées pour leur compromis entre leur résistance a la
rupture, leur potentiel d’élongation, leur module d’élasticité, leur ductilité et leur ténacité. Les

fibres de soies sont ainsi réputées pour étre plus résistantes que le Kevlar ou I'acier.

Les fibres de soie d’araignée sont particulierement concernées par ces propriétés mécaniques
exceptionnelles, notamment celles venant de la glande ampullacée majeure. Celle de Caerostris
darwini avait par exemple une résistance a la rupture de 1.7GPa pour un module d’élasticité de
10GPa(48) quand celle de Bombyx mori rompt jusqu’a 0.5GPa pour un module a 7GPa et 15%
d’élongation(49). Mais certaines draglign comme celle de Plebs sachalinensis ont des résistances
a la rupture pouvant dépasser les 3GPa pour des modules d’élasticité de 30GPa(50). Cette
différence de propriétés serait autant liée aux conditions d’excrétions comme la vitesse qu’a leur
séquence protéique (49,51,52). Par rapport aux autres matériaux d’origine naturelle, la soie
possede le meilleur rapport entre densité et rigidité. Elle posséde également un excellent ratio

entre résistance et élasticité(53) comme présenté en Figure 8a.

Les soies artificielles sont loin d’égaler les propriétés des soies natives du fait de I'absence de
liaison hydrogénes. Ces derniéres sont irréversiblement rompues lors de l'utilisation de solvants
comme le Bromure de Lithium qui s’avere chaotropique. De plus la soie de laboratoire perd
I’enchevétrement naturel procurant une plus-value aux propriétés des matériaux composites
vivants. En effet, les propriétés des composites naturels comme I'os ou la nacre sont souvent
supérieures a la somme de celles de leurs composants. Ce potentiel architectural surclasse la loi
des mélanges qui préfigure les propriétés d’un composite selon celles de ses constituants. Ainsi
comme présenté Figure 8b, les matériaux obtenus (ronds pleins) ont des propriétés plus élevées
que leur valeur théorique (ronds vide)(54). E Munch & al ont ainsi réussi en mimant I'architecture

du nacre a recréer cet effet sur un composite synthétique a base de PMMA et d’Alumine (55).
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Figure 8: (a) Graphique d'Ashby des valeurs spécifiques (normalisées par la densité) de résistance et de rigidité (ou
module de Young) pour les matériaux naturels et synthétiques. (b) Graphique montrant la rupture de la loi des

mélanges, symbolisée par des pointillés. Tous deux issus de la revue de U. G. K. Wegst & al.(54)

1.5.2. Dégradabilité
L'utilisation de la soie en ingénierie tissulaire se justifie par son excellente biocompatibilité et sa
dégradabilité paramétrable.(56) Comparée aux autres matériaux synthétique biodégradables
comme les polycaprolactones ou l'acide poly-(L)-lactique, la fibroine de soie n’émet pas de
monomere intermédiaire. Plus intéressant encore, contrairement a des éléments de la matrice
extra-cellulaire comme le collagene ou la gélatine, la purification de la soie ne nécessite pas de
fragmentation cellulaire, ce qui réduit les risques de contamination(57). Enfin la fibroine de soie
montre un trés faible taux d’antigénicité. Ainsi les échafaudages poreux de fibroine peuvent étre
utilisés comme matrice extra-cellulaire temporaire pour maintenir I'espace a une prolifération,

une différenciation et méme une migration cellulaire.

La dégradation de la soie dépend de plusieurs paramétres comme la teneur en feuillet B, la
concentration en fibroine, la porosité, la stabilité structurale liée aux pressions locales et au taux
de croissance tissulaire. La soie se dégrade par I'action d’enzymes hydrolysant les liaisons amides
entre les acides aminés qui sont alors facilement réabsorbés. L'action de ces protéases XIV,
protéase K et de I'a-chymotrypsine fut étudiée in-vivo et in vitro, révélant qu’elles facilitaient la
rupture des fibres. In vitro, la protéase XIV dégrade la soie en dix jours quand elle est sous forme
de fibre et en 8 semaines sous une disposition tri-dimensionnelle (scaffold). In vivo, la dégradation
se fait rapidement pendant les neufs premiers jours pour se ralentir les dix-huit jours suivants. La
conformation change alors et I'échafaudage est en général totalement dégradé aprés huit a dix

semaines pour une demi vie de un mois(58,59).
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1.6. Production de soie synthétique

Avant toute chose, il est nécessaire de séparer la fibroine de la séricine pour I'élaboration
d’échafaudages de régénération tissulaire. Cette phase d’extraction aboutit a I'élaboration d’une
solution de Fibroine de Soie Régénérée (RSF). Les cocons de soie sont insérés dans de l'eau
bouillante contenant du carbonate de sodium pendant 30 voire 60 minutes avant de la rincer trois

fois dans de I'eau distillée et laisser sécher les résidus de fibroine. (60,61)

Figure 9: Protocole d'obtention d'une solution de soie régénérée a
partir de cocons.

Vient ensuite un processus de solubilisation dans un solvant salin, ici Bromure de Lithium (LiBr)
qui sera transféré dans une cassette de dialyse. Une fois sortie de la cassette, la solution de RSF
de concentration 6-7% (w/v) sera centrifugée deux fois avant d’étre stockée a 4°C. (Figure 9). Au
lieu d’étre dissoute dans un solvant salin, la fibroine peut étre dissoute dans un solvant organique,

le 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) apres lyophilisation.

La soie est alors préte pour un traitement pour obtenir un film, un maillage fibreux, des hydrogels
ou des éponges. Elle peut étre préalablement couplée a d’autres polymeéres pour créer un
composite. |l est également possible d’apporter un traitement chimique pour entrainer une
réticulation avec d’autres composés, une fonctionnalisation via I'apport de principes actifs ou un
couplage de type bio-ingénierie pour l'obtention de protéines hybrides ou de revétements

actifs(62,63)

Une fois I'architecture choisie il ne reste plus qu’a induire la cristallisation des feuillets B. Celle-ci

peut se faire par immersion dans un alcool comme I’éthanol ou le méthanol, par un séchage lent
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ou par une nouvelle cuisson a la vapeur d’eau. La premiere méthode est plus rapide mais les
chercheurs souhaitant éviter I'emploi d’alcool s’orientent sur la seconde qui dure plusieurs
heures. En faisant varier la température de cette vapeur, il est cependant possible de moduler le

taux de feuillets beta présents dans le film.(64)

1.6.1. Films
Les films de soie ouvrent une possibilité d’analyse de matériaux pour des tests tant in vitro qu’in
vivo mais aussi une voie dans la libération prolongée en incorporant des molécules bioactives ou
des cellules selon des schémas précis. Ces films sont obtenus en déposant de la solution de soie
dans un récipient que I'on va lyophiliser toute la nuit. Il est possible d’incorporer des motifs au
fond du récipient a I'image d’un moule pour les retrouver sur le film. Ces derniers sont ensuite
séchés et recuits a la vapeur d’eau avant d’étre immergés dans du PBS toute une nuit. L'épaisseur

de ces films est paramétrable en variant la concentration de la solution de soie.

Figure 10: Schéma pour I'élaboration de films de soie a motifs ou lisses

1.6.2. Microtubes
Deux méthodes permettent |'obtention de tubes de soie. La premiere consiste a plonger un
mandrin dans la solution de RSF et de la répartir homogénement en inclinant le tube en fonction
des exces et des manques. Le mandrin enduit est ensuite plongé dans une solution de méthanol

ou d’éthanol pour induire la cristallisation des feuillets B.

Une autre technique consiste en I'adjonction sur le mandrin en rotation de gel de fibroine suivi
d’une application de méthanol. Si des tubes poreux sont requis, I'ajout d’oxyde de poly-éthylene

(PEO) a la solution de RSF sera indiqué.
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Figure 11: Présentation des deux méthodes pour I'élaboration de tubes de soie. A gauche la méthode par tissage d'un gel
au travers d'une seringue, a droite la méthode de trempage.

1.6.3. Fibres artificielles & Eponges fibreuses

L’electrospinning ou électrofilage est un procédé permettant I'élaboration de fibres uniformes de
tres faibles diametres (<800nm) avec possibilité d’'y adjoindre des principes actifs. Il consiste en la
solubilisation de la soie dans un solvant comme le polyéthyléne glycol ou I'acide formique qui

facilite un filage de diamétre réduit par I'appareillage (65)(Figure 12).

Figure 12: Schéma montrant le principe de I'électrofilage d'une solution de soie (gauche) et I'évolution du concept de
fibres coaxiales pouvant subir d'autres transformations pour ordonner les fibres (droite)

La taille des fibres obtenues est paramétrable en faisant varier la concentration de la RSF, cette
variation est également corrélée a la dégradation de |'échafaudage obtenu. Les échafaudages
ayant des fibres de plus petits diametres ont un meilleur impact sur la prolifération cellulaire que
les échafaudages aux fibres de plus gros diametre.(66) Un tressage des fibres obtenus permet
d’augmenter d’autant plus la résistance mécanique des fibres. Les modules de Young et résistance
a la tension de fibres hybrides PLA/Fibroine sont alors multipliés par 2 et par 4 pour atteindre

respectivement 417.65MPa et 180.36MPa.(67)
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1.6.4. Hydrogels
De nombreux mécanismes permettent I'obtention d’un hydrogel, les plus basiques peuvent étre
obtenus en quelques minutes. Parmi ces méthodes on retrouve I'’émulsion/vortex, la sonication
ou la modulation par le pH. Il est possible de mélanger la solution de soie avec d’autres matériaux
naturels ou synthétiques avant élaboration et des cellules peuvent étre insérées dans les gels

apres stérilisation (68).

Figure 13 : Meéthodes de fabrication d'hydrogels de soie par
centrigugation, sonication, modulation du pH (de gauche a droite)

1.6.5. Eponges ou Aérogel ou Mousse

Plusieurs méthodes de production sont possibles pour obtenir un échafaudage poreux.
L’élaboration des pores peut étre faite par I'utilisation de porogenes facilement éluables comme
NaCl dont la granulométrie assure la régularité, par des gaz moussants comme le protoxyde
d’azote(69) ou le dioxyde de carbone ou par lyophilisation. L’objectif étant de tendre vers un gel,

les techniques utilisées pour la fabrication d’hydrogel sont cumulables.

La méthode par sédimentation de particules porogenes peut se faire avec une soie dissoute en
solution aqueuse ou organique (Figure 12). Outre la taille des particules porogénes, la
température est un autre facteur conditionnant la taille des pores finales. Celle-ci devrait étre

contrdlée a 30-35°C et non laissée au bon vouloir de la température ambiante. (70)
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Figure 14: Représentation de la méthode d'élaboration de mousse par particules porogeénes, en solution aqueuse
(gauche) ou organique (droite)

La lyophilisation en condition frigorifique ou freeze-drying est une seconde méthode consistant a
éliminer I'’eau ou le solvant d’une solution congelée apres émulsion ou aprées introduction de sels
porogenes. Cette sublimation sous vide permet I'obtention d’échafaudages anhydre ou presque
anhydre avec 90% de porosité avec des diameétres allant de 20 a 200um. La taille des pores peut
étre diminuée en augmentant la concentration de la solution soie, en diminuant la température

de la solution avant traitement, le pH ou la vitesse de congélation. (71,72)

La littérature compare le lien entre la méthode d’élaboration du scaffold et ses propriétés. Les
échafaudages obtenus par filtration de solvants obtiennent de bien meilleures propriétés
mécaniques, loin devant les méthodes aqueuses puis lyophilisées, mais il semblerait qu’elles
soient moins performantes sur le plan biologique. Ceci pourrait s’expliquer par la présence de
solvants résiduels.(73) Des études in vivo de 8 semaines sur ostéocytes montrent que les scaffolds
HFIP développent des zones nécrotiques quand les scaffolds de sédimentation aqueuse
permettent une configuration trabéculaire de I'os néoformé.(74,75) Il apparait également une
difficulté des organismes a dégrader les scaffolds issus de la sédimentation organique(76) qui

peuvent mettre plus d’un an a se dégrader in vivo(77).

1.6.6. Nanoparticules & Microsphéres

Les micro- et nanospheres permettent de charger des facteurs de croissance ou de petites
molécules thérapeutiques. Le premier protocole est d’utiliser des acides gras insaturés (1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-Phosphocholine ou DOPC) pour encapsuler une solution aqueuse de soie
dans laquelle est introduite la molécule d’intérét. Les lipides sont alors retirés et les particules

obtenues, d’un diamétre de 2um peuvent étre remise en suspension.
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Le second protocole consiste en |'utilisation d’un polymeére (alcool polyvinyle) pour réaliser une
séparation de phase. Les particules obtenues ont un diametre plus modulable (300nm-20u), soit

par la variation de la proportion SF/PVA, soit par sonication.

Une derniére stratégie consiste en la dilution de la fibroine dans un solvent comme
précédemment évoqué pour la placer dans une seringue qui laissera échapper un goutte a goutte

de solution dans un bain de méthanol....(78)

1.6.7. Impression 3D
L'impression 3D est en plein expansion, ceci se ressent dans la diversité des protocoles. Elle peut
se faire par addition via I'extrusion d’un hydrogel ou par photopolymérisation DLP. Il y aura
nécessité d’additifs, comme respectivement le PEG ou des méthacrylates. A l'instar des autres

polymeéres étudiés dans la littérature, la soie évolue a travers plusieurs procédés :

- La bio-impression par jet d’encre

- La bio-impression par extrusion : La trainée de soie se produit plus lentement que pour la
technique en jet d’encre avec une résolution plus grossiere et une viscosité
obligatoirement plus élevée. Mais la densité cellulaire peut étre bien plus élevée que dans
les autres techniques.

- La bio-impression par photopolymérisation : Permettant une meilleure résolution que les
autres techniques, elle comprend deux procédés : La Stéréolithographie (SLA) basé sur le

laser et |le Digital Light Processing (DLP) basé sur un écran numérique.
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1.6.8. Elaboration de soie d’araignée

Le protocole de synthése de soie d’araignée a une étape préalable de génie génétique lié a
I'impossibilité d’avoir un élevage d’araignées.(79) Les soies recombinantes concernent le plus
souvent les génes de Nephila Clavipes et Araneus diadematus. Aprés définition de I’ADNc, il est

possible de faire des adjonctions génétiques pour essayer d’augmenter sa bioactivité.

1.7. Application biomédicale & intérét croissant de la recherche

La soie, principalement issue de Bombyx Mori, fait 'objet de nombreuses recherches pour ses
applications biomédicales depuis le début du XIXe siecle(80). Les soies d’araignées, des autres
vers a soie et les soies sub-aquatiques font |'objet d’études d’applications biomédicales plus rares
alors que d’autres comme la soie d’abeille sont encore au stade observationnel (81). Elle est
étudiée comme vecteur de molécules cytotoxiques a vocation oncologiques (82,63). Sa libération
paramétrable permet d’établir des séquences de thérapie ciblée via I'adjonction d’anticorps mais

aussi d’atteindre des cibles intracellulaires par I'adjonction d’'une couche lipidique cationique (83).

Au vue des propriétés intéressantes de la soie, les applications de celle-ci dans la sphére dentaire

et cranio faciale posent question(84).

On ne ressence a ce jour que peu de revues systématiques en lien avec la soie (85), celle-ci se
spécifiant a I'utilisation de la soie issu de Bombyx Mori pour la régénération du cartilage par
exemple. Cependant la régénération des tissus dentaires et parodontaux appelle a une diversité
histologique intéressant les vaisseaux sanguins, les tissus osseux, ligamentaires et nerveux. Les
études sur les tissus glandulaires ont été exclues de cette revue systématique, tout comme les
muscles. Les propriétés adhésives des protéines de soie ont été également analysées pour

s’intéresser a un potentiel de dentisterie adhésive.

Objectif : Faire une revue systématique de la soie comme échafaudage tissulaire des tissus

impliqués dans I'organe dento-parodontal.
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2. Matériel & Méthode

2.1. Sélection des études

Pour sélectionner les articles, une recherche ciblée par mots-clés présents dans les titres et les
résumés d’articles sur PubMed a été élaborée. Celle-ci vise les articles sur les tissus dentaires,

gingivaux, parodontaux, nerveux, vasculaires, osseux, ligamentaires et les matériaux adhésifs.

Les articles répondant aux critéeres d’inclusion ont été répertoriés avant de subir un premier tri
basé sur leur titre, noms des auteurs et leur résumé. Aprés passage au travers des critéres
d’exclusion, ils ont été sélectionnés et classés dans un tableur sur plusieurs feuilles en fonction du
type de tissu concerné par I'article : Dento-parodontal / Angio / Ostéo / Nerf / Ligament / Adhésif

/ Produits Finis / Mise en Forme & Autres.

Les feuilles Dento-Parodontal, Angio, Ostéo et Nerf constitueront les résultats de ce travail quand
les feuilles Adhésifs et Produits finis alimenteront la discussion. Les articles sur la régénération
ligamentaire n’ont pas été inclus dans le protocole de lecture puisque leur objectif était de voir si
la soie pouvait servir de tuteur cellulaire pour les fibroblastes. La feuille « Mise en Forme et
Biomatériaux » correspond aux articles dont la finalité n’a pas été clairement affiliée d’emblée a
un type de tissus. Ces derniers ne sont pas exclus et constituent le premier groupe d’article qui
aidera a la définition de grilles de lecture pour les articles de résultats. Ces articles compléteront
I'argumentaire développé au cours de la rédaction de ce travail en fonction des matériaux

étudiés.

2.1.1. Criteres d’inclusion

- Articles en frangais, anglais, russe

- Articles sur des études menées in vivo & in vitro

- Articles originaux sortis jusqu’a décembre (janvier) 2021 sur la base de données PubMed
(Medline)

- Articles contenant les mots clés

((silk[Title/Abstract]) OR (byssus[Title/Abstract]) OR (fibroin[Title/Abstract]) OR
(barnacle[Title/Abstract])) AND ((dental[Title/Abstract]) OR (gingiva[Title/Abstract]) OR
(osteo*[Title/Abstract]) OR (bony[Title/Abstract]) OR (saliv*[Title/Abstract]) OR
(angio*[Title/Abstract]) OR (ligament*[Title/Abstract]) OR (glue[Title/Abstract]))

32



2.1.2. Criteres d’exclusion

- Articles ayant « silk road » en titre ou résumé, se référant a I'Histoire ou a I'anthropologie

-« Silk » comme Nom d’auteur

-« Silk » comme ligature ischémique, suture (rapports de cas) ou matériau d’interposition
occlusale

-« Silk » scaffold pour tissus non présents dans la sphére buccale (coeur, cerveau, vessie...)

- Articles faisant référence aux animaux eux-mémes et a leur évolution dans le monde

- Articles concernant les glandes (faux positifs concernant les glandes des vers a soie)

2.2. Extraction des données & Données relevées

Les données sont extraites selon une grille d’extraction de données préparée au préalable. Pour

I’objectif principal, les articles sont donc classés par la nature du tissu étudié.
Par article sont relevés :

- Identification de I'article : Titre / Auteurs / Date / Journal de publication

- Analyse générale de l'article : Cible étudiées / In vitro ou In vivo (animal héte) / Origine de

la soie / mode de mise en forme/ mode de cristallisation en feuillets beta / Galénique de
I’échafaudage / Additifs mesurés / Groupe controle / Résultats / Taille des pores /
Porosité / Dégradabilité

- Analyse spécifique de I'article : Selon les tissus, des critéres d’évaluation in vivo :

O Pour les tissus osseux: Volume du défaut créé, BV/TV (Bone Volume/Total

Volume), BMD (Bone Mineral Density)

O Pour les tissus nerveux: Longueur du défaut, CMAP (Potentiel d’Action

Musculaire Composé), SFI (Indice de Fonction Sciatique), Vitesse de conduction

2.3. Risque de biais

2.3.1. Biais inhérent a chacune des études

Seuls les résultats appuyés par des données chiffrées ont été considérées dans cette étude. Les

coupes de microscopie et les photographies n’ont pas été prises en compte.

2.3.2. Biais transversal aux études

Les biais potentiels sur la comparaison des études résident notamment dans les protocoles de
mise en forme. S’il ny a pas de consensus sur le protocole d’élaboration des différents
échafaudages, les différentes équipes ont leur approche respective (temps, température

d’ébullition, post-traitement de cristallisation, concentration en fibroine, part en feuillets beta...).
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En résulte ainsi des échafaudages aux propriétés différentes. Le post traitement de cristallisation

étant plus régulierement rapporté que les autres parameétres, nous avons relevé ce facteur lors de

I'analyse des données. La concentration en solution de soie obtenue apres solubilisation des

cocons est généralement de I'ordre de 8%. Elle n’a été analysée que lorsqu’elle faisait I'objet d’'un

comparatif entre plusieurs concentrations.

3. Résultats et discussion

Sur les 2664 études répondant aux critéres d’inclusion, 1111 furent triés sur leur titre pour entrer

dans les différentes feuilles du tableur.

Stades éliminations Par titre Par lecture Finalement cités
Régénération Vasculaire 64 56 30
Régénération Osseuse 565 523 217
Régénération Ligamentaire 69 0 0
Régénération Nerveuse 186 176 72
Régénération Dento-Parodontale | 32 29 13
Adhésifs 34 34
Autres Articles 161 159 5
Total : 1111 784 337

Tableau 3 : Récapitulatif quantitatif de la revue systématique

Figure 15 : Diagramme de flux de I'étude
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3.1. Régénération du complexe pulpo-dentinaire

L'organe dentaire est un organe complexe constitué d’un paquet vasculo-nerveux, encapsulé dans
une dentine, elle-méme surmontée par I'émail dans sa portion coronaire et par un ensemble
cémento-ligamentaire dans sa portion radiculaire. Cette pulpe délimitée par une barriére de
cellules spécialisées, les odontoblastes, recoit une irrigation terminale en provenance de |'apex

radiculaire et posséde un pouvoir de réparation limité.

La présence de films ou d’échafaudages de fibroine soutient I'adhésion et la prolifération des
hDPSC (86). Ce pouvoir régénératif peut étre potentialisé par des facteurs de croissance
conjonctifs (FGF) favorisant une bonne vascularisation et une apposition de matrice de type
dentinaires. L'implantation sous-cutanée de sections dentaires transversales dont la lumiere
canalaire est garnie d’un scaffold pré-incubé avec des hDPSC entrainent une descendance

cellulaire mélangeant des cellules transplantées et des cellules de I’héte. (87)

3.2. Régénération parodontale

Un total de 7 articles a été retenu concernant la régénération parodontale, dont 3 avec

expérimentation in vivo.

Dans une étude comparative d’hydrogel de soie versus de collagéne, le taux de survie de
I’ensemencement de fibroblastes est inférieur pour la fibroine. Mais la dégradation de cette
derniére (>3 mois) est bien supérieure a celle du collagene (2 semaines), ce dernier cédant
rapidement a la réaction immunitaire déclenchée. Les propriétés mécaniques du scaffold apres

ensemencement sont significativement meilleures pour la soie (88).

3.3. Régénération vasculaire

Les vaisseaux sanguins sont dans I'ensemble constitués de trois couches cellulaires. L'intima est la
couche épithélio-conjonctive (marqueur: CD31) interne qui ne varie pas selon le territoire
vasculaire. Le grand axe des cellules épithéliale (endothélium) est longitudinal, déterminé par les
forces de cisaillement de I'écoulement sanguin. La média est la couche de feuillets musculo-
élastiques intermédiaire constituée de cellules musculaire lisses (CML) (marqueur a-SMA) et
lames élastiques dont le nombre est proportionnel au diamétre du vaisseau. Dans les artérioles
on ne retrouve pas de lame élastique mais on retrouve une a deux couches de CML. Le tout est

entouré par une couche collagénique, I'adventice. Le vasa vasorum est un réseau vasculaire
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interne aux vaisseaux contenant plus de 29 feuillets et apporte nutriments et facteurs trophiques

aux couches périphériques de I'adventice et de la média.

La néo angiogenese est une étape fondatrice de toute régénération tissulaire. Basée sur des
facteurs de croissance comme le VEGF, I'angiopoiétine 1 (Ang-1) ou le PDGF, elle permet la
croissance de nouveaux vaisseaux sanguins qui seront amenés a se lier au systéme circulatoire

pour assurer la pérennité de la régénération.

3.3.1. Films poreux de soie et angiogénése

Les études réalisées sur des films poreux de soie ont permis de déterminer le processus de la
néoangiogénese imagé Figure 16. Ce phénomeéne commence avec une légere réaction
inflammatoire induite par la soie in vivo avec recrutement et activation de macrophages puis
formation de cellules géantes multi-nuclées a la surface de I’échafaudage. La réponse de I’'hote au
traumatisme de la section de capillaire lors de l'introduction du matériau est I'hypoxie qui
déclenche I'expression et I'activation de VEGF. En résulte un bourgeonnement de capillaires en
surface manifestant la réaction inflammatoire immédiate. Il y a alors germination de pré-
vaisseaux sanguins dans le scaffold de maniére concomitante a l'infiltration de fibroblastes et de
néovaisseaux depuis sa surface. La densité en artériole augmente alors par anastomose des pré-
vaisseaux jusqu’a un pic a 1-3 semaines puis une stabilisation s’opére a la 3° semaine avec la
maturation des néo-vaisseaux. La fibroine qui avait commencé a étre dégradée a J+10 disparait a
partir de J+24 en fonction de ses conditions de fabrications. Les capillaires matures sont retrouvés
dés J+15 ou J+25 selon les études (89-93). L’ajout de cellules progénitrices endothéliales double

voire quintuple ce nombre de jointures entre les bourgeonnements capillaires(94).

Une étude comparative avec des membranes collagéniques montre que la soie par son
recrutement de cellules géantes accueille une réaction inflammatoire plus profonde que le
collagéne. Ainsi aprés 60 jours elle est la seule a se munir d’une vascularisation interne et non pas

seulement de surface. (95)
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Figure 16: Mécanisme d'intégration et de colonisation vasculaire d'un échafaudage de soie.(92)

Les propriétés des échafaudages poreux, dépendant de leur conception, ont un impact sur leur
bioactivité et leur dégradabilité. Le traitement au méthanol a la dégradabilité la plus lente (1/2 vie
de 24 jours) et donne une biocompatibilité intermédiaire entre le traitement aux sels acides et
I'absence de traitement. Les scaffolds de soie traités aux sels sont moins bioactifs mais se

dégradent plus vite (1/2 vie de 10 jours) que les scaffolds non traités (2 jours)(96).

Une étude de la Chonbuk National University (Corée du Sud) a montré que les échafaudages de
soie peuvent, contrairement a I’acide poly(lactique-co-glycolique), supporter la croissance de tous

les types cellulaires composant les différentes couches des vaisseaux sanguins.

In vivo, on note une absence d’anévrisme, une apparition de 'endoderme au bout d’'un mois de
maniere discontinue et une intégration homogene a trois mois. Si I'expression de CD31 est
inférieure au taux retrouvé sur une greffe autologue, I'expression de VEGF augmente apres

I'implantation.

Des modifications structurales sont possibles au sein d’une éponge poreuse afin d’y faire figurer
des micro-tube d’environ 500um de diamétre. Il en résulte un échafaudage lyophilisé a la micro-
architecture propre lui permettant de limiter 'apparition de cellules géantes multi-nucléées et
ainsi de diviser par deux sa dégradabilité (97). Il est ainsi possible d’augmenter la pénétration
vasculaire améliorant I'intégration des scaffold et de concevoir une banque de mégacaryocytes en

mimant I'architecture de la moelle osseuse(98) (Figure 17).
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Figure 17 : A- Schéma de fabrication des éponges de soie. B- Photographie du scaffold sur différents points de vue. C-

Photographie de différentes densités de canaux dans le scaffold. D-

3.3.2. Hydrogel de soie et angiogénése

La conformation d’hydrogel n’a pas beaucoup été étudiée dans le seul objectif de la
vascularisation. Si les hydrogels de séricine n‘ont une demi-vie que de 24h dans un milieu
enzymatique (99), on notera que I'ajout de nanofibres de soie dans I'hydrogel de fibroine peut
interagir avec les molécules chargées comme la desferrioxamine (DFO) et allonger le temps de
relargage a 40 jours. La guérison d’une blessure dorsale de rat est alors significativement plus

rapide avec le gel de libération prolongé de SF chargé en DFO (100).

3.3.3. Tubes de soie et angiogénése

Sous une conformation de micro-tubes, les échafaudages fibreux de soie permettent une
colonisation a la fois par la périphérie pour former une adventice et par la lumiére pour régénérer
un endothélium. Apres 12 semaines, la présence d’un épithélium et de I'établissement des
cellules musculaires lisses de la média sont marqués respectivement par CD31 et a-SMA (Figure
18 A, B). A deux semaines, des fibroblastes et macrophages commencent a dégrader la périphérie
(marqueur inflammatoire CD68) permettant un remplacement lent des protéines de SF par du
collagene et I'édification du vasa-vasorum dans |'adventice, visible a la 48¢ semaine (Figure 18C).
Comme pour les échafaudages poreux, les propriétés de ces micro-tubes dépendent également
de leurs conditions de mise en forme, tant dans la stratégie de filage de la soie que dans leur post-

traitement(101).
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Lors de I'édification du tube, il est ainsi possible d’apposer différentes couches de soie en variant
leurs propriétés comme la concentration en fibroine, la contenance en différents principes actifs
ou en modulant la vitesse et I'angle d’enroulement pour de I'électrofilage. (102). En comparaison
avec la technique de wet-spinning, |’electrospinning permet une vascularisation plus large avec un
plus grand nombre de bourgeonnements vasculaires qui sont cependant plus courts que ceux

obtenus par wet-spinning (104).

Figure 18 : Intégration progressive d'une greffe
vasculaire tubulaire de soie.
A : Marquage de CD31 caractérisant I'endothélium.
B : Marquage de a-SMA caractérisant les fibres
musculaires lisses.

C : Immunofluorescence et diagramme imageant la
substitution de la soie par le collagéne

3.3.4. Ajout de principes actifs

L'ajout de molécules actives impacte la qualité du scaffold. Ainsi I'ajout sur des films de soie de
Perlecan (rDV), un protéoglycane permettant de faire la liaison de la lame basale épithéliale et
composant essentiel de I'angiogenese, permet de lier les intégrines sans retenir les plaquettes. Si
I'ajout de rDV dans les scaffolds chez le rat augmente la vascularisation immédiate, I’action ne se
ressent plus aprés six semaines (105). Il a été montré que la soie lie mieux le rDV quand son taux
de cristallisation est bas mais les résultats sur la prolifération étaient non significatifs par rapport
au groupe avec le scaffold seul. Ainsi réside I’'hypothese que I'optimisation de la néo-angiogénése

passe par une concentration en feuillet beta moindre (73).

L'ajout de VEGF augmente de 40% le pouvoir prolifératif de la soie (106) sans impacter I'adhésion
cellulaire au scaffold (107) et son relargage peut se faire in vivo (lapin) pendant plus de 28 jours
pour induire une substance ostéoide en présence de phosphate de calcium (108). Cet effet est
conservé lorsque VEGF et Ang-1 sont sous forme de vecteur adénoviraux pendant 4 semaines

(109).
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La présence d’héparine diminue linfiltration vasculaire mais augmente le nombre de cellules
inflammatoires en périphérie tandis que celle d’hydroxyapatite polarisée augmente de 50% la

migration cellulaire (110) .

Nous venons de voir un ensemble de molécules pouvant améliorer la régénération vasculaire
mais certaines comme le peptide SVVYGLR dérivé de I'ostéopontine n’augmentent que faiblement
le recrutement cellulaire (111). Ainsi tout ajout de molécule active n’entraine donc pas

systématiquement d’effet significatif.

3.4. Régénération osseuse

Afin de permettre une prolifération cellulaire, une croissance vasculaire et la formation d’os
minéralisé interne, une matrice se doit d’étre constituée de pores d’'un diametre supérieur a 100-
150um voire 300um.(112) Pour des diameétres inférieurs a 75um, il en résultera une substance
ostéoide immature quand seuls des tissus fibreux pourront se développer avec des pores de

I'ordre de 10-75um.(113)

L'American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) définie une méthodologie a
acronymes(114) pour suivre la qualité de I'os néoformé sur des micro-CT: le volume d’os
trabéculaire (BV/TV), I'épaisseur trabéculaire (Th.Th), le nombre de trabécules (Tb.N), le taux
d’apposition minérale (MAR) et le taux de formation osseuse (BFR/B.Pm). Pour un os
physiologique, on retrouve un BV/TV de l'ordre de 20 a 45% contre 10% pour un o0s
ostéoporotique. Les travées osseuses ont une épaisseur moyenne de 185um et sont séparées de
454um avec un Th.N de 1.77/mm(115) Ces analyses régulieres par microCT pour réaliser un
timelapse n’influent pas sur le bon développement osseux (116). Ces facteurs osseux ont servi
pour évaluer I'efficacité in vivo des échafaudages en soie. Pour I'efficacité in vitro, celle-ci est

basée sur la mesure de biomarqueurs présentés Figure 19.

Figure 19 : Biomarqueurs de l'ostéogénése
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3.4.1. Films et revétements de régénération osseuse

Les films permettent d’étudier facilement in vitro le comportement des cellules lors de leur
contact avec de la soie. lls doivent avoir une épaisseur minimale car une étude sur des calvarias
de lapin montre de meilleurs résultats pour des films de 0.5mm que pour des films de

0.1mm.(117)

Chez I’'animal ont été recensées 9 études : 3 sur des calvarias, 2 sur des tibias, 1 sur des fémurs, 1
sur des vertebres et 2 ectopiques. Dans une comparaison de film de soie avec des membranes
collagéniques Bio-Guide, le film de soie pure donne des résultats comparables au Bio-Guide et ne
semblent pas avoir d’effet significatif avec un défaut sans scaffold (118,119). L’ajout de b-TCP
semble permettre, a l'instar du Bio-Guide, une régénération améliorée par la présence de la
membrane (mais avec une grande disparité des résultats).Une préincubation d’un film de soie
avec des BMSC permettrait en revanche d’avoir un potentiel ostéogénique comparable a de I'os
autologue. Le probléme des films lisses traditionnels semble résider dans leur état de surface.
(120)M Yang & al ont montré que des irrégularités limitaient le potentiel inflammatoire des films,

permettant aux MSC de plus exprimer des facteurs ostéogéniques.

Concernant les coatings, une étude menée sur des implants dentaires chez la souris compare des
dépodts d’hydroxyapatite pure, mélangée a du collagéne ou a de la soie. Il apparait que si in vitro
I'activité de I'ALP est supérieure pour le mélange collagéne/hydroxyapatite, un taux de formation
osseuse et un contact implant/os significativement meilleurs sont obtenus in vivo avec le mélange
soie/hydroxyapatite.(121) Une comparaison sur des tibias de lapin de I'effet du mode de dépot de
ce revétement entre trempage, électrofilage et électroformage (122) montre que
I’électroformage (123) semble étre le plus biocompatible, apportant une continuité entre os
néoformé et le fémur greffé. Une autre étude sur la minéralisation péri-implantaire a 4 semaine
en contexte ostéoporotique montre que le revétement de soie permet une ostéointégration
comparable a celle d’un implant sans revétement chez une souris saine. On y regrette quand

méme I'absence d’implantation sans revétement sur souris ayant subi une ovariectomie.

In vitro, la soie apparait comme un matériau permettant d’augmenter l'adhésion et le
métabolisme cellulaire environnant. Cette observation est partagée tant pour l'acide poly-
lactique(124), l'oxyde de graphéne,(125) les substituts osseux comme les nanocristaux
d’hydroxyapatite(126) ou des biocéramiques de synthéses(127,128). Cette promotion
ostéogénique semblerait étre conditionnée par une teneur élevée en feuillets beta(129,130)

comme d’autres parameétres comme I'état de surface(129,131,132) qui se doit d’étre rugueux.
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L'ajout de nanofibres au sein d’un film de soie et d’hydroxyapatite permettrait d’orienter la
prolifération cellulaire le long de celles-ci.(133,134) Ainsi une juxtaposition de couches
orthogonales les unes aux autres aboutit a une organisation cellulaire comparable aux tissus
osseux lamellaires(135) sans avoir d’incidence significative sur la prolifération ou le métabolisme

cellulaire.(124)

Le potentiel ostéogénique de la soie peut étre augmenté par la présence de 5% de Zinc(136), de
nano particules de silice induisant I’activation de l'intégrine aVB3(137) ou de phosphate de
calcium(138). Ces derniers peuvent également discriminer une différenciation osseuse d’une
différenciation musculaire.(139) D’autres études ont été menées sur |'adjonction d’enzymes ou de
facteurs de croissance. Il apparait ainsi que la PTH améliore la prolifération ostéogénique,
notamment quand elle est associée au peptide insulinotrope glucose-dépendant au sein d’une
coculture d’ostéoblastes et d’ostéoclastes.(140) Elle reste cependant moins efficace que la
séquence RGD.(141) Coté facteurs de croissance, il apparait que 4ng/ml de TGF-B sont optimaux
pour déclencher I'expression de B-caténine, médiatrice de la voie Wnt.(142) Les facteurs BMP2 et
PDGF ont montré leur intérét tout comme la double inclusion de I’ADNc du récepteur a

I’hydroxyapatite appelé VTK(143), mais BMP6 a obtenu des résultats plus mitigés.(144)

Concernant le revétement multiple de céramiques biphasiques macroporeux par trempage avant
lyophilisation et cristallisation au méthanol, il semble que la soie obstrue les pores, adoptant ainsi
un effet iatrogéne.(145) Quand elle revét une surface de Titane, une couche hybride de
soie/chitosane semble montrer les meilleurs résultats biologiques(146), comme semble le
confirmer une étude plus récente qui s’affranchit de ce support(147). La soie seule semble
augmenter I’hydrophobie (angle de contact) de celui-ci aprés traitement d’anodisation.(144) La
conformation du titane semble aussi avoir son importance avec une meilleure biocompatibilité de
la forme polie que de la forme nanotube.(148) Enfin la soie peut permettre de potentialiser les
implants de Magnésium, une alternative dégradable aux implants titanes, la soie permettant une

prolifération des ostéoblastes.

Pour répondre a la problématique des infections nosocomiales, des études in vitro ayant
vocations de limiter I'adhésion bactérienne ont été menées, notamment avec l'inclusion
d’antibiotiques au sein des scaffolds. Ainsi la gentamycine(149) et la vancomycine(150)
permettent de réduire la charge bactérienne sans impacter la croissance cellulaire. Zhou & al ont
étudié I'ajout d’Argent a la gentamycine qui, contrairement a celle-ci isolée, entraine une
inhibition de la croissance cellulaire a la prévention bactérienne(151). Par une pellicule
superficielle de chitosane, ces derniers ont assigné ce relargage a I'acidité signant la présence
bactérienne a la surface du revétement. Deux alternatives face a I'antibiorésistance ont été
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explorées et elles permettent toutes les deux de soutenir la croissance des ostéoblastes. La
premiere est l'inclusion de dispersine B, une glycoside hydrolase bactérienne empéchant
I'agrégation d’une suspension de S. aureus en biofilm(152). La seconde, menée a |'Université de
Hong-Kong, est le plasma d’oxygéne qui permet une augmentation de I'énergie de surface et de
I’hydrophilie aboutissant a un effet antibactérien sur les GRAM+ comme sur les GRAM- tout en

améliorant la croissance des ostéoblastes.(153)

3.4.2. Hydrogels de régénération osseuse

Neuf études sur des rongeurs avec une galénique d’hydrogel ont été inclues : 4 sur des calvarias, 3
sur des fémurs, un sinus lift et une injection ectopique. La moitié de ces études évaluent I'impact

de facteurs de croissance tissulaire ou d’adhésion cellulaire (BMP2, BMP9, VEGF, séquence RGD).

En comparant la fibroine a de I'acide poly-lactique-glycoliques pour de la régénération de fémur,
M. Fini & al ont trouvé des résultats satisfaisants avec des trabécules épaisses et resserrées. Une
baisse du BV/TV a cependant été observée entre la 4° et la 12° semaine, passant de 63 a 48% a
I'inverse du polymeére synthétique. Les auteurs expliquent cette baisse par le remaniement
ostéoclasique montrant une bonne intégration des scaffolds de soie dans I’h6te.(154). Une étude
avec un ajout de séquence RGD et un renfort de nanofibres dans I’hydrogel a montré que la
substance ostéoide apparaissait apres 2 semaines quand la formation osseuse arrivait a la 6°
semaine.(155) Concernant le lien entre la proportion en feuillet-B et I'appétence des cellules
souches mésenchymateuses a y proliférer, une étude de I'Université de Sooshow de 2020 apporte
une nuance, indiquant que la rigidité serait plus liée a la prolifération cellulaire que la proportion
en feuillet-B.(156) Ces résultats sont en accord avec plusieurs études montrant I'importance des
propriétés mécaniques pour assurer une stabilité du scaffold nécessaire a I'édification réguliére et
pérenne d’os néoformé(156,157). Enfin une étude a montré I'impact majeur de I'ajout d'1% de
Cuivre dans un scaffold constitué de mélange de fibroine, de chitosane et de bioverre

mésoporeux.

La libération prolongée de facteurs de croissance BMP2, BMP9 et VEGF a été étudiée. Une
solution injectable pour sinus-lift chez le lapin permet une hausse de 50% supplémentaire passant
de 8 a 12mm pour un BV/TV de 40%.(158) Il est alors possible de moduler le relargage des
facteurs de croissance en variant la concentration en soie de I’hydrogel.(159) A noter que d’aprés
I’étude menée par W. Cheng, BMP2 serait plus efficace quand directement lié a I’hydroxyapatite
avant 'incorporation dans I'hydrogel. Il permet ainsi d’obtenir un BV/TV de I'ordre de 70% apres 3

mois.(160)
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In vitro les hydrogels de soie pure comme de soie modifiée par du cellulose(161), de la gomme
gélane(162), du PLGA(163) modulant leurs propriétés mécaniques ont tendance a relarguer la
majorité de leur contenu en moins d’'une semaine. Il y a alors un pic rapide mais fugace de
phosphatase alcaline ou d’ostéopontine. Ces hydrogels peuvent étre rapidement (J+8) infiltrés par
les premiers vaisseaux sanguins sans entrainer une cascade inflammatoire et permettent de

relarguer un principe actif sur un espace-temps défini.(163)

Chargés en biocéramiques comme |’hydroxyapatite, les hydrogels peuvent gagner en bioactivité,
c’est notamment le cas pour les hydrogels obtenus par irradiation contenant 15%
d’hydroxyapatite dont I'augmentation métabolique est significativement supérieure a celle des
concentrations moindres.(164) Cette observation est partagée avec une étude de 2017 montrant
un effet des nanoparticules d’hydroxyapatite dose dépendant, significativement plus efficace
pour des concentrations supérieures a 60%. Il y a alors une baisse de la phosphatase alcaline a 3

semaines, avec un relai par I'ostéocalcine qui est suivi d’une migration cellulaire au 28¢ jour.(165)

Les conditions de fabrication comme la température, le pH ou le temps de minéralisation de la
solution influencent la conformation et I'état de surface de I’"hydrogel. Des cristaux de plus en plus
gros avec le temps (500nm pour 4h a 20um pour 48h) seront inclus dans un gel plutét granuleux
(5°C, pH = 6) a fibreux (pH=7, 20-37°C). A noter que des cristaux de gros volume entrainent de
meilleures propriétés mécaniques (module de compression 330kPa) et une création
d’hydroxyapatite plus importante lors de I'exposition cellulaire.(166) Ainsi plusieurs approches

semblent augmenter le pouvoir ostéogénique des hydrogels.

3.4.3. Mousses de régénération osseuse

Sur les 50 articles concernant des mousses ou aérogéls de régénération osseuse dans des études
sur l'animal, 29 études se réferent a des études sur des calvarias, 11 sur des os longs
(fémur/tibia/radius), 2 sur des périostes, 3 sur des alvéoles dentaires post-avulsion, 1 sur des
maxillaires et 1 sur une mandibule. Enfin 6 articles font mention d’une greffe ectopique, les
derniers étudient la régénération bi-tissulaire ostéochondrale et ostéoligamentaire. Concernant le
procédé de mise en forme, les solvants inorganiques semblent étre néfastes avec formation de
zones vides ou nécrotiques en comparaison aux méthodes dites « aqueuses » qui se démarquent

par un BV/TV significativement plus élevé(74,75,167).

En I'absence d’ajouts inorganiques, la soie seule soutien la croissance cellulaire in vivo. Elle
perdure plus longuement que le collagéne, dissout a un mois(168). Une coculture préalable a
I'implantation de I'échafaudage augmente significativement le potentiel régénératif de celui-ci,

que ce soit pour les ASC(169), les MC3T3-E1 (170), les MSC sans entrainer de sur-
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inflammation(171). Un couplage a des protéines comme le polypeptide elastine-like augmente sa
mouillabilité. L'apport d’un scaffold ne va pas modifier la densité osseuse obtenue en son absence

mais va contribuer a augmenter le volume final d’os néoformé pour un temps donné.(172)

In vitro, I'ajout de collagéne aux éponges de soie ne montre le plus souvent (173) pas de
différence significative par rapport a la soie seule lors des mises en culture et vice versa, tant sur
la prolifération que sur le métabolisme cellulaire.(174,175) La soie sous sa forme amorphe
représente alors un point d’ancrage de minéralisation par son caractére hydrophile et son
électronégativité(176) dont le collagéne diminue les propriétés mécaniques. Sa rapide
dégradation est méme vue comme un aspect limitant pour la régénération osseuse(177). Le
chitosane, parfois évoqué comme favori dans la régénération osseuse abaisse les propriétés
mécaniques du matériau lorsqu’il est adjoint en composite (178,179) mais permet d’accroitre
I’'absorption hydrique(180) et la prolifération de cellules souches(181). Un mélange de ces trois
protéines a été réalisé par Grabska-Zielinska & al et apporte des résultats plus prometteurs que

lorsqu’ils sont en duo.(182)

L’architecture des scaffold est un autre point qui a été étudié in vitro. Uebersax & al avancent
I'impact du protocole de fabrication d’'une éponge sur 'orientation d’un scaffold vers différents
types osseux. La disposition des pores n’a pas d’incidence significative quand des particules de
magnétite les orientent de fagon lamellaire.(180) En revanche, une organisation radiale d’un
composite améliore significativement le BV/TV a 12 semaines par rapport a une organisation

longitudinale.(183)

Ni la taille précise des pores entre 100 et 500um ou leur forme ne semble avoir un impact aprés 5
ou 8 semaines(184,185). Les conditions de culture ont par contre un réle en faveur d’une culture
alimentée par un flux dynamique grace aux contraintes de cisaillement produites(177,186).
Etonnamment Correia & al pronent ainsi de d’abord soumettre les scaffolds a des milieux
ostéogéniques avant de les plonger dans un bain de facteurs endothéliaux et ostéogéniques

plutdt que de commencer par les facteurs endothéliaux ou par un cocktail d’emblée(187).

Ces observations restent a pondérer en fonction du type cellulaire étudié, Mauney & al ont en
effet montré que les hASC avaient une appétence significativement plus grande pour les fibres de
collagéne contrairement aux MSC qui adhérent sans distinction aux scaffolds de soie.(188) Ainsi
dans le cadre de régénération osseuse est proposé lors de la préculture d’hASC de d’abord induire

une ostéogénese avant de promouvoir une vasculogénése pour des résultats plus robustes.
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3.4.3.1. Mousses composites par ajout de sels calciques

Les études ajoutant des composés minéraux comme des céramiques bioactives synthétiques
portent le plus souvent sur des sels de calciums, notamment sur I'hydroxyapatite de synthése

monophasée.

L’ajout d’hydroxyapatite qui augmente la dégradabilité du scaffold(58), améliore significativement
la densité osseuse, allant parfois jusqu’a avoisiner la greffe autologue a un an sur des mandibules
de chien.(189) Koh KS & al montrent une colonisation ostéoblastique jusqu’au centre du scaffold a

la 8° semaine et une réduction significative d’un défaut palatin a trois mois.(190)

Un meilleur métabolisme cellulaire se retrouve cependant quand la disposition cellulaire de I'HAP
est a faible cristallinité, se dénommant alors nano-hydroxyapatite (nHAP)(191). On retrouve ainsi
des résultats significatifs sur la préservation alvéolaire a 6 semaines(192) . Ces résultats sur le
vivant sont en accord avec les expériences in vitro ou une dose de nHAP engendre plus d’effet

ostéogénique qu’une dose deux fois supérieure de HAP.(193-195)

Lors d’une association avec le chitosane pour des greffes sur des radius de lapin, le composite

SF/CS/nHAP semble s’intégrer parfaitement, sans frontiére radiologique, aprés 16 semaines.(196)

Coté polymeres synthétiques, une étude d’un composite avec du PCL monté au scCO, montre que
celui-ci a tendance a réduire la taille des pores quand la soie les élargit. L'apport de nHAP
augmente alors I'apport en calcium sans influer sur la taille des pores.(197) Kweon & al nuancent
cependant les effets de la fibroine en obtenant des résultats significativement meilleurs a 8

semaines pour la nano-hydroxyapatite pure par rapport au composite SF/nHAP.(198)

Des études in vivo ont également été menées sur les autres sels de calcium qui ont obtenus des
résultats plutdt encourageant in vitro(199,200) a I'exception du sulfate de calcium qui a tendance
a se dissoudre rapidement, méme dans du PBS(201). Les phosphates de calcium comme
I’hydroxyapatite augmentent la dégradabilité de I’échafaudage et son taux de minéralisation
méme dans un contexte ostéoporotique(202). Le B-TCP ont des résultats plus prometteurs avec
un BV/TV avoisinant les 75%, un volume osseux de 4.5mm? et une densité osseuse supérieure a

600mg/mm?3 pour des proportions SF/ B-TCP de 75 :25.(203)

Parallelement, des composites hybrides mélangeant la soie a de la céramique bi-phasée (BCP),

mélangeant hydroxyapatites de synthese et B-TCP, ont été créés.
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3.4.3.2. Mousses composites par ajout de bioverres

Le comportement d’une adjonction de bioverres dépend des propriétés de ces derniers. Les
résultats sont significativement plus encourageants lorsque les bioverres sont mésoporeux.(204)

Ces derniers déclenchent moins d’ostéoclasie méme dans un contexte ostéoporotique(205).

3.4.3.3. Mousses chargées en principes actifs ostéogeénes

L’ajout de facteurs de croissance comme BMP2(171,206) ou BMP7(207) augmente le pouvoir
régénératif des éponges de soie méme en |'absence de minéraux, notamment quand il y a
préincubation avant implantation. Le BMP2 permet d’augmenter significativement le BV/TV et le
BMD.(208) L’association de BMP2 et VEGF induira lors de la préculture de meilleures

angiogenéses et ostéogéneses.(209)

In vitro, BMP2 n’a pas d'impact sur les propriétés mécaniques ou physiques du scaffold. Il
augmente le métabolisme ostéogénique mais reste inactif sur la prolifération.(210) Il se révele
significativement plus efficace sous la forme d’adénovirus que par simple incorporation au cours
de I’élaboration du scaffold.(211) La matrice extra-cellulaire de la pulpe dentaire a également été
sujette a une comparaison avec le collagéne qu’elle surclasse significativement pour la

prolifération cellulaire.(174)

D'autres principes actifs n'appartenant pas a la famille des facteurs de croissance ont été étudiés.
Le dioxyde de Titane permet in vitro d’augmenter la prolifération cellulaire avec une proportion
maximale de 15%.(212) Associé a de la nHAP celui augmente largement I'expression des facteurs

ostéogéniques.(213)

3.4.4. Membranes fibreuses de régénération osseuse

Les échafaudages fibreux issus de I’électro-filage sont régulierement associés a un post-
traitement cristallisant les fibres, on retrouve de I'éthanol, du méthanol ou un séchage a I'air
libre. Les échafaudages tissés permettent une adhésion des BMSC (214), des hMSC(215) et
ostéoblastes murins MC3T3-E1 (216). Cette adhésion est dose dépendante de la soie lorsqu’elle
est présente comme additif du Poly-capro-lactone(217) avec de I'acide poly-lactique(218,219), du
poly-uréthane(220), de I'alcool poly-vinylique(221) ou dans une base d’oxyde de poly-
ethylene(214). Il ne faut cependant pas confondre les fibres filées en laboratoires et les fibres
naturelles. De simple cocons directement implantés aprés stérilisation n’entraine qu’une faible
régénération des défauts de calvaria malgré I'activité supérieure du tiers médian de I'épaisseur

des cocons.(222)
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In vivo, 10 essais sur des calvarias de souris, 2 sur des fémurs de lapin et une implantation sous-
cutanée ont été inclus. La soie a une meilleure efficacité dans I'adhésion cellulaire comparée a
I'acide poly-lactique. Associée ou non a de la chitine, on n’observe pas de différence significative a
4 et 12 semaines par rapport a une membrane collagénique Bio-Guide qui perd un possible
avantage significatif aprés 4 semaines, malgré de meilleures propriétés mécaniques pour la

soie(223,224).

L’ajout de poly-dopamine, analogue de protéines retrouvées dans la partie adhérente du byssus
de moule permet également une amélioration de I'adhésion cellulaire et de I'expression de la
phosphatase alcaline.(225) L'ajout de polymeéres synthétiques comme le Poly(lactide-co-e-
caprolactone)(218) ou dans [l'acide poly-lactique(226) nous montre des résultats plus
encourageants lorsqu’on limite la proportion de ces derniers car ils semblent contre-productifs
guand présents a haute dose. En revanche, son efficacité peut étre potentialisée par I'ajout de
bio-verre mésoporeux,(227) de nano-hydroxyapatite ou bien évidemment de BMP2(228,229) ou
de son épitope actif E7(225). Enfin I'adjonction d’un anti-inflammatoire comme la dexaméthasone
a montré des résultats prometteurs en comparaison avec celui de BMP2 mais les auteurs pensent

a un sous dosage de cette derniére pour expliquer I'absence d’effet.(230)

Les expériences in vitro nous apportent des pistes de réflexion sur I'intérét d’un léger ajout
d’extrait d’ortie(231), le potentiel mélioratif (limité) de I'oxyde de graphéne(124,232) ou des

particules d’or liées a de la silice(233), ou I'effet néfaste de I'estradiol.(234)

Le role des facteurs de croissance fut étudié, essentiellement avec BMP2. Celui-ci n"augmente pas
la prolifération des BMSC mais augmente significativement |'expression de la phosphatase
alcaline, indépendamment de la concentration d’hydroxyapatite associée.(235,236) L’association
de BMP2 avec de I'hydroxyapatite semble cependant nécessaire a la pertinence de I'emploi de
celui-ci.(237) Sous ses épitopes E7 ou P24 et autres formes recombinantes, il y a amélioration de
I'adhésion cellulaire(238) avec amélioration significative du potentiel ostéogénique(239),
d’autant plus si combinaison avec TGFB (240). Cet effet est conditionné par la concentration du

scaffold en facteur de croissance.(241)

L'ajout de nanocristaux d’hydroxyapatite y améliore aussi les propriétés mécaniques(242) mais
n‘impacte pas la multiplication cellulaire mais a un impact sur leur expression de facteurs osseux
(228,243,244), a I'instar de I'ajout de verres bioactifs mésoporeux(245) qui peuvent se retrouver
combinés a I’hydroxyapatite.(215) Dans ce dernier cas on remarque a nouveau que I'amélioration
de I'apposition d’hydroxyapatite n’est pas corrélée a la proportion en feuillet B. D’apres des

études in vitro, l'inclusion d’hydroxyapatite améliorerait de maniére dose-dépendante les
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propriétés mécaniques jusqu’a des concentration de 20%(246) a 30% quand la soie est mélangée
au chitosane(247). Ces cristaux peuvent étre déposés a la surface des membranes selon
I'alignement des fibres de fibroine(248) et vont servir d’attache pour les ostéoblastes(249) y
compris dans des reconstitutions complexes tridimensionnelles.(250) D’autres sels de calcium

comme le phosphate de calcium améliorent I'expression de la phosphatase alcaline.(138)

Pour terminer, le traitement des fibres de soie au plasma a des effets variables selon le gaz utilisé.
D’Argon il retardera la dégradation et donc prolonger la libération contre une mort cellulaire plus
importante.(251) Avec un mordangage au plasma de dioxygene, on aboutit a une augmentation
de I'hydrophilie combinée a une protection de I'adhésion bactérienne en lien avec une
augmentation significative de I'énergie de surface.(153) Cependant, Unala & al ont montré que
malgré son association a un meilleur dépot calcique, ce dernier entrainait une toxicité cellulaire

plus élevée. Ils ont donc proposé le plasma de diazote (N2) comme post-traitement.(252)

3.4.5. Micro particules et ciments de régénération osseuse

Sur les 30 articles inclus traitant de la régénération osseuse par capsules de soie, 10 se réferent a

des études in vivo.

En I'absence de particules minérales et sans adjonction de facteurs de croissance, la fibroine de
Bombyx mori ne semble pas apporter d’amélioration significative par rapport aux contréles. Elle
semble diminuer la réponse inflammatoire et améliorer la prolifération en comparaison avec

d’autres protéines comme I'alginate.(253)

L'ajout d’éléments minéraux a un effet variable. Celui de carbonate de sodium se désagrégeant
tres vite ne semble améliorer la régénération contrairement a celui de nano-
hydroxyapatite.(254,255) L’intérét de l'incorporation des cristaux de nHAP dans la soie est
d’empécher leur agrégation en milieu hydrique, assurant ainsi leur stabilité et leur dispersibilité.

Huang X & al rapportent ainsi les conditions pour optimiser les résultats.(256)

Parmi les principes actifs étudiés, le mélange de la fibroine au PRF ne donne pas de différence
significatives que ce soit a 6 ou a 12 semaines par rapport a la cicatrisation d’'un défaut sans
échafaudage.(257) En revanche, BMP2 semble encore une fois étre le facteur de croissance
apportant les meilleurs résultats. En augmentant I'expression de facteurs comme I'ostéocalcine
ou Runx2, celui-ci est d’autant plus efficace lorsqu’il est inclus dans des microspheres de soie
plutét que directement en suspension.(258) In vitro, BMP2 confirme son rble de facteur de

différenciation ostéogénique.(259) Il apparait que si le mélange HA/BMP a un effet sur la
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prolifération des cellules et leur métabolisme osseux, leur incorporation dans des nanosphéres

amplifie significativement leur action.(260)

Parmi les autres principes actifs étudiés ne faisant par parti des facteurs de croissance, la N-acétyl
cystéine apporte une amélioration significative de la régénération et la résistance a la

compression s’approche du tissu sain.(261)

In vitro I'ajout de minocycline et de strontium ont été étudiés et augmentent les facteurs
ostéogéniques comme I'ALP, Runx2 ou I'ostéopontine(262,263). La minocycline qui augmente la
dégradabilité de I’échafaudage ne fait cependant pas le poids face a I’hydroxyapatite a laquelle

elle a été comparée.

Zhang Y & al ont congu a partir de 2016 un échafaudage hybride mélant un aérogel de fibroine et
nano hydroxyapatite incrusté de nanosphéres de fibroine liée a BMP2 (Figure 20). Si une
association a SDF-1 en suspension a montré des résultats peu concluants par rapport a BMP2
seul(264), celle avec VEGF apporte la complexité de la libération duale. Celui-ci n’est qu’incorporé
aux nanospheéres quand BMP2 est chimiquement lié a la fibroine les constituant. Il n"améne pas a
la restauration osseuse de la calvaria a 12 semaines malgré des améliorations significatives des
facteurs osseux in vitro. Il y a cependant significativement plus de vaisseaux que pour BMP2 seul

mais significativement moins que pour VEGF seul. (62)

Figure 20 : Procédé de fabrication des scaffolds a distribution duale de principes actifs : Elaboration de microspheres par
microfluidique puis incorporation de celles ci au sein des scaffolds poreux.
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3.4.6. Variation de la protéine de soie dans la régénération osseuse

Les études sur la fibroine de Bombyx mori sont largement majoritaire dans la littérature mais

certains auteurs se sont penchés sur l'intérét de la diversité des protéines de soie.

La séricine présente des charges négatives portées par Asp et Glu induisant un dépdt
d’hydroxyapatite et une différenciation ostéoblastique des MSC quand celle-ci est sous forme
d’hydrogel (265). En présence de Ca-Cl2, précurseur d’'HAP, elle s’auto-assemble également par
liaison hydrogéne en réseau nano-fibreux avec cristallisation de I'HAP le long de son axe
protéique contrairement a I’hydroxyapatite seule (266,267). Les BMSC mis en culture en voient
leur prolifération et leur différenciation ostéogénique significativement plus élevée(265), tout
comme les ostéblastes qui voient leur durée de vie significativement allongée(267). La séricine de
Antheraea pernyi réagirait de la méme maniére en présence de nHAP(268). En revétement de
titane en adjonction a de l'acide poly métacrylate P(MAA), elle permet une augmentation
significative de I'adhésion, de la prolifération et du métabolisme cellulaire, tout en conservant les
capacité antibactérienne de celui-ci(269). Enfin I'hybridation de la séricine par son domaine C-
terminal avec PDGF-B ne perturbe pas la structure et les propriétés mécaniques de la séricine

lorsqu’elle est agencée en hydrogel et conserve la fonction du facteur de croissance.(270)

L'impact de la séquence protéique de genre Antheraea pour la régénération osseuse semble réel.
In vivo, les scaffold d’Antheraea mylitta engendrent une synthése collagénique significativement
supérieure a ceux de Bombyx mori et entraine une réaction inflammatoire significativement
moins élevée. Elle permet ainsi une régénération compléte d’un défaut de calvaria de rat en 3
mois(271). Son efficacité sur le métabolisme osseux peut étre améliorée par linclusion de
microfibres et de verres bioactifs. In vitro, sa dégradabilité enzymatique semble moindre que celle
de Bombyx. (271) Quand elle est adjointe a un échafaudage fibreux de PCL, les meilleurs résultats
sont obtenus quand la fibroine sert de revétement des fibres synthétiques plutot que quand elle
est incluse avant électrofilage. (272) In vitro, les études confirment la meilleure affinité du genre
Antheraea pour le métabolisme des ostéoblastes(273—-276) et sa capacité a supporter la

croissance et la différenciation des MSC en présence d’un milieu ostéogénique(277-279).

Samia ricini, évoqué pour étre également pourvu de la du motif RGD dans sa séquence est tout
aussi attrayant pour les MSC.(280) Sa fibroine bénéficie de la méme plus-value quand imprégnée

d’hydroxyapatite.(281)

Quand elle est présente comme additif a de la soie d’araignée ou de Bombyx morii, la séquence
RGD améliorerait I'adhésion des ostéoblastes(282,283) et l'organisation intracellulaire(284).

Cependant elle peut géner I'expression de BMP2(285) le dép6t calcique(286).
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La soie MaSp naturelle contient des sites de liaison a I'hydroxyapatite et peut orienter selon son
axe la nucléation des cristaux d'hydroxy apatite avec un angle moyen de 72.9°(287). Trés peu
d’études ont été menées sur la soie d’araignée in vivo, et rares sont celles ayant apporté des
résultats chiffrés. Celle-ci ne semble pas activer les lymphocytes T comparé a |'acide poly lactique-

glycolique.

Figure 22: Présentation de la fibre composite SF/HAp- Figure 21: Résultats de la régénération d'une calvaria aprés 8
PDA/HAp semaines. Comparatif d'une préincubation de cellules
transfectées ou non & une cicatrisation sans cellule/scaffold

3.4.7. Régénération ostéochondrale

La régénération cartilagineuse a base de soie de Bombyx mori a déja fait 'objet d’'une revue
systématique.(85) On retrouve ici des études in vitro et in vivo pour ce type de régénération avec
des échafaudages de type poreux juxtaposant le plus souvent des couches axées sur la

chondrogenése et d’autres sur I'ostéogénese.

Les études in vivo se font principalement chez le lapin mais aussi chez les murins. Une couche de
soie sans adjonction de particule minérale servira a la régénération du cartilage emplie de glyco-
amino-glycanes et de collagene 1l, quand ces derniéres permettent une différenciation
ostéogénique(288,289), comme pré-senti sur les études in vitro(290,291). La préincubation de
cellules dans le scaffold augmente significativement les résultats de croissances cartilagineuse,
moins pour la portion osseuse.(292) S'il est possible d’augmenter le potentiel régénératif par des
facteurs de croissance(293) ou des aptameres,(294) I'utilisation de soie du genre Antheraea
semble aussi contribuer a de meilleurs résultats aussi bien in vivo(295) qu’in vitro.(245,278) Il est
également possible de modifier le scaffold dans son architecture avec un alignement vertical des
pores qui semble faciliter la diffusion des cellules et des nutriments(296) voire méme de maniére

radiale pour des résultats d’autant plus améliorés.(297)

In vitro, il est proposé de cultiver les différente couches séparément pour enrayer la concurrence
entre les différents types cellulaires dans un scaffold biphasique (298) mais il serait aussi possible
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de faire un échafaudage en 3 couches pour les cultiver simultanément(299) ou d’isoler les
compartiments par une septum de polycarbonate.(291) Les hMSC n’ont une affinité pour la
différenciation osseuse que lorsqu’elles sont exposées précocement a des facteurs ostéogéniques
sans autre exposition a des facteurs de croissance(290). En revanche, plusieurs études s’accordent
pour pointer du doigt la faible qualité de la croissance cartilagineuse du tandem hMSC/soie
(290,300,301) comparé a d’autres essais testant d’autres scaffold. La revue systématique étudiant
la régénération cartilagineuse dans la soie de Bombyx mori rapporte des résultats in vitro et in

vivo plus encourageants(85).

3.5. Régénération nerveuse

3.5.1. Introduction a la régénération nerveuse

Figure 23 : Coupe transversale d'une structure nerveuse périphérique. Issu de Lundborg G: Nerve Injury and Repair. New
York: Churchill Livingstone, 1988, p 33 (302)

On distingue deux niveaux d’organisation du systeme nerveux: Le Systéme Nerveux Central
constitué du cortex cérébral et de la moelle épiniere et les nerfs spinaux du Systémes Nerveux
Périphérique auquel appartiennent les nerfs craniens dont le trijumeau. Ce dernier est constitué
de structures protectrices conjonctives imbriquées de manieres centrifuges : 'endonéevre autour
des fibres nerveuses myélinisées, le périnévre englobant un réseau vasculaire et les endonévres

et I'épinévre qui est la couche la plus périphérique. (Figure 23)
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La classification de Sunderland(303) classe les Iésions nerveuses selon leur intensité croissante :

- |- Neuropraxie est une légére atteinte sans impact structurel guérissant en quelques jours

- Il a IV - Axonomtesis est une atteinte sévére avec de potentielles sections d’axones et
démyélinisations sans perte d’intégrité conjonctive (ll) ou avec atteinte de I'endonevre
(1), du périnevre (IV) mais maintien de I'épinévre.

-V - Neurotmsesis est une section complete de la structure nerveuse et des tissus
conjonctifs environnants nécessitant une intervention chirugicale pour une récupération
partielle.

- VI-Lésions combinées

Lors d’une lésion du systéme nerveux périphérique, une cicatrisation spontanée peut se faire
quand l'intégrité des structures conjonctives est maintenue quelle que soit I'atteinte sous-
jacente(304). A lintérieur de I'épinevre, les cellules de Schwann se métamorphosent de
I’'extrémité distale a la derniere unité myélinique (nceud de Ranvier) proximale pour amorcer la
dégénérescence wallérienne (Figure 24B). Délaissant ainsi la myélinisation pour la réparation elles
amorcent la sécrétion de facteurs neurotropes et neurotrophiques (diminution de MAG, MBP,
PMP22 et PO au profit de GDNF, LIF, CNTF et IL-6). L’endonévre de |'axone est alors vidé, devenant
alors un environnement propice a la régénération des axones rompus vers leur cible, sensitive ou
motrice, depuis leur portion proximale. Cette régénération axonale est guidée par les cellules de
Schwann qui édifient la bande de Bilingner sous I'expression de NGF, BDNF, NT3 et NT4-5 (Figure
24C). Enfin I'axone croit via les cellules de Schwann vers I'organe cible, amorgant sur son sillage la

myélinisation via une nouvelle production de MAG, MBP, PMP22 et PO (Figure 24D).

Les études sur la régénération nerveuses visent a rendre une fonction intégrale lors d’une section
complete de I'épinevre et substitution d’une portion plus ou moins importante par un
échafaudage d’ingénier tissulaire. L'objectif est alors d’aiguiller I'édification de la bande de
Blingner de cellules de Schwann via un support physique. Dans un second temps la repousse
axonale sous forme de simples projections du corps cellulaire ou « neurites » sera alors guidée.
C'est la théorie du guidage par contact. Actuellement, le Gold Standard de la régénération d’une
portion nerveuse est l'autogreffe de nerf qui permet de retrouver la complexité structurale
initiale. Cette solution restante tres invasive, des études sont menées pour joindre les extrémités

résiduelles et promouvoir leur cicatrisation (Figure 24).

L'appréciation de la régénération nerveuse passe d’un point de vue fonctionnel par la mesure de
la conduction nerveuse (en m/s), la définition de I'Indice Fonctionnel Sciatique de recouvrement

sensoriel (SFI) sous la forme d’un pourcentage négatif de la perte de fonction et celle du Potentiel
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d’Action Musculaire Composé (CMAP). D’un point de vue histologique, le nombre, la densité et la
taille des cellules nerveuses myélinisées régénérées sont également un indicatif ainsi que
I’épaisseur de leur gaine. Ces indices histologiques peuvent étre mesurés en proximal comme en

distal de la lésion.

Figure 24 : Description du processsus de la cicatrisation nerveuse depuis la Iésion (A) en passant par la dégénéressence
wallérienne (B), I'édification de la bande de Biingner (C) et la régénération axonale (D).

Sur les 158 articles inclus sur la régénération nerveuses depuis 1977, 65 font état d’études in vivo,
essentiellement chez le rat (56/65) mais aussi chez le chien, le lapin, le mouton ou le singe. Ces
études font généralement référence a une atteinte du nerfs sciatique (47/67). Les cellules les plus
étudiées sont les cellules de Schwann (31 articles), mais le potentiel d’autres types cellulaires est

aussi exploré (21 articles) (305-307).

Ainsi en considérant des Iésions de 10mm sur un nerf sciatique de rat, 30 études obtiennent des
résultats comparables. D’apres 12 articles, le potentiel d’action musculaire composé (CMAP) est
alors de I'ordre de 10mV, de I'ordre (85-90%) de ce qui peut étre obtenu avec la greffe autologue.
On reste cependant loin des données obtenues avec un nerfs ad integrum qui ont tendance a
doubler ces valeurs pour des études de I'ordre de 12 semaines. Il en est de méme pour la
conduction nerveuse avoisinant les 30m/s aprés 3 mois d’expérience, toujours a 50% des
capacités initiales. Deux études de 52 et 78 semaines menées par Das & al de I'Université de
Gauhati montrent une amélioration notable de la conduction et du CMAP, allant jusqu’a plus de
80% des valeurs normales (308,309). Malheureusement les résultats sur I'lndex Fonctionnel
Sciatique (SFI) ne passent pas le palier des -40, contre -60 pour les résultats obtenus a 3 mois en

I’absence de stimulation.
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3.5.2. Microarchitecture des échafaudages

Mélant la soie a divers polymeéres naturels ou synthétique, les auteurs ont regorgé d’imagination
pour reproduire une architecture complexe biomimétique du SNP. La forme de tube électro-filé
revient régulierement depuis que Lovett et al du Tufts ont décrit la possibilité d’élaborer des
structures en multicouches permettant un relargage séquencé de principes actifs ((102)).
Plusieurs microarchitectures de ces tubes s’affrontent: Organisation uni ou poly-canalaire,
Canaux vides ou emplis d’un échafaudage secondaire ; parois fibreuses lisses ou a micro-motifs

(Figure 25, gauche).

Plusieurs études ont mis en évidence I'intérét de remplir la lumiére des conduits, que ces derniers
soient de fibroine, de chitosane ou d’un mélange avec des polymeres synthétiques, quels que
soient les procédés de mise en forme (électrofilage, lyophilisation, fibres non régénérées) ou la
présence de principes actifs. Les cellules semblent tout de méme avoir une meilleure réaction
guand cet insert se présente de maniére ordonnée comme sous forme de fibres coaxiales de

faible diametre (310-314).

Toutes les cellules étudiées (PC12, Cellules de Schwann, ESC, cellules mésenchymateuses, cellules
ganglionnaires) répondent a ce parametre tant quantitativement que qualitativement(315-317).
Cette recherche de complexité structurale se retrouve dans le choix entre un canal unique et le
modele poly-canalaire mais si aucun article comparant I'impact de cette architecture avec une
lumiere pleine n’a été inclus, I'impact reste significatif lorsque celle-ci est vide(318). Apres 12
mois, les résultats obtenus avec un tube creux de chitosane rempli de fibres de soie revétu de

matrice acellulaire sont tres proches de ceux obtenus avec une greffe autologue.

En ce qui concerne la paroi du conduit, celle-ci peut étre issue d’un électrofilage pouvant gagner
en efficacité en étant coaxial ou d’un film enroulé pouvant abriter des motifs(319). Ce dernier
modeéle permet une coculture de cellules aux environnements différents qui s’agenceront en
strate une fois le tube roulé. Huang et al ont ainsi obtenu une des juxtapositions de cultures
neuronales et osseuses (Figure 25, droite)(320). La présence de pores au sein du conduit ne
semble pas avoir d'impact favorable significatif semble au contraire faciliter I'infiltration des

fibroblastes(311).
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Figure 25 : Différentes microarchitectures des tubes régénération nerveuse (gauche). Elaboration de strates de coculture
par enroulement d'un film (droite).

3.5.3. Composition des échafaudages

Si un échafaudage de soie, notamment quand il a été électrofilé, a des propriétés mécaniques
comparables a un nerf spinal, d’autres composés naturels comme synthétiques ont été mélangés

a la soie pour la régénération nerveuse, a l'instar des autres tissus(321).

On retrouve naturellement les différents composants de matrice extra-cellulaire. Celle-ci
décellularisée montre chez le chien en complément de polyméres naturels des résultats
comparables a 'autogreffe a 12 mois(322). En 2013, Catrina et al ont montré que le collagene
triplait le relargage de principe actif a 3 jours par sa dégradation rapide. Il a donc été proposé de
faire des alternance de couches de différents ratios collagéne/soie pour libérer des principes
actifs tout en maintenant une intégrité structurale (323). Si in vitro le taux d’adhésion des cellules
PC12 semble significativement supérieur pour le scaffold de soie(324), les résultats restent
comparables quant aux axones obtenus, tant dans leur diamétre que dans leur nombre(325,326).
Concernant un mélange avec l'acide hyaluronique, la capacité a soutenir la multiplication
cellulaire en deviendrait significativement meilleure pour les cellules de Schwann, les MSC et
hBMSC malgré des propriétés mécaniques affaiblies et une dégradation accrue par ce
dernier(327-329). La gélatine quant a elle a été étudiée en association avec un facteur de

croissance, le NT3, décrit plus loin.

Les autres polyméres naturels se font a nouveau remarquer. L'alginate ralentirait la libération de
principes actifs ayant ainsi une incidence sur la réhabilitation fonctionnelle (330,331). Le

chitosane est également cité, rempli d’une mousse ou de fibres coaxiales de
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soies(312,332,322,333,334). La soie permet de compenser sa demi-vie courte tout en permettant

un bon support pour cellules neuronales comme gliales (335).

A l'instar des autres scaffold, une mise en culture préalable a I'implantation in vivo améliore les
résultats obtenus, les rapprochant de ce qui peut étre obtenu avec une greffe autologue tout en

restant significativement en dega des résultats obtenus sur un nerf integre (332,336—339).

Les polymeres synthétiques sont également présents. Le PCL augmente I'hydrophobie des
scaffolds ainsi que ses propriétés mécaniques(340,341). Le PLGA es également cité pour ses
interaction avec la soie comme avec le collagene qui permettent de diminuer le diameétre des

fibres électrofilées (342,343).

D’un point de vue principes actifs, se distinguent des éléments conducteurs, des facteurs de

croissances et des protéines d’adhésion.

Les facteurs de croissance récurrents que sont le NGF, le BDNF, le NT-3 et le GDNF interviennent a
différentes étapes de la cicatrisation nerveuse ce qui explique leurs profils différents. Les résultats
des expériences menées sur le GDNF rapportent des résultats significativement inférieurs aux

greffes autologues et similaire a I'absence de facteurs de croissance(344,345).

Le NGF est lui décrit comme un promoteur significatif de la régénération axonale, permettant de
guider les prolongement axonaux le long des fibres de soie (346). L'incorporation du NGF au sein
d’un échafaudage de soie nature ou combinée améliore significativement son action par une
libération prolongée. Celui-ci promeut la multiplicité des axones présents dans la portion
néoformées mais pas nécessairement leur calibre (330,347-349).La vitesse de libération reste
ajustable via la concentration en fibroine dans la solution de départ (350). Celui-ci serait actif
méme encore lié au scaffold, état majoré par les interactions électriques entretenues avec la
fibroine (plsone=4.3 & plse=9.3) (315). La mise en place d’un gradient de concentration en NGF
pourrait permettre d’augmenter la vitesse d’édification des neurites par rapport a une
concentration constante (351,333). Il est alors possible d’obtenir des concentrations en fibre
myélinisées significativement supérieures a celles d’une autogreffe tant dans les portions
proximales que distales, en dépit que les muscles associés soient significativement plus atrophiés
(352). Moins étudié, le CNTF apparait comme un soutien trophique de la croissance axonale(353).
Initialement libéré par les cellules gliales en cas de lésion, il agirait comme chimio-attractant sur
les progéniteurs endogénes au cours de la migration des cellules de Schwann et de l'infiltration
des monocytes(315). Enfin un autre facteur de croissance étudié lui pour la régénération de
portions de moelle épiniére de I'ordre de 3mm, le NT3 est décrit comme promoteur de la vitalité

cellulaire et correcteur morphologique pour les cellules. Il augmente ainsi significativement la
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réhabilitation fonctionnelle évaluée par le score BBB(354). En réponse a une compression
chronique délabrant la gaine de myéline , son adjonction a un scaffold de chitosane et de séricine

permet un recouvrement complet de la structure nerveuse (355).

Figure 26: Enregistrement vidéo d'un chien ayant subi une hémi-section de 4mm de moelle épiniere substituée par un
scaffold de soie/gélatine contenant (droite) ou pas (gauche) du NT-3. Issu de (354)

Une des fonctions nerveuses étant la transmission de différences de potentiels, les auteurs se
sont naturellement penchés sur les matériaux conducteurs pour optimiser le recouvrement
fonctionnel. On retrouve alors des principes actifs discutés comme les Nanotubes de Carbone
(CNT) qui favoriseraient significativement in vitro la longueur axonale, |la différenciation neuronale
(émission de blll-tubuline, MAP2)(356—358). Leur toxicité est en revanche a évaluer sur le moyen
et long cours tout comme celle du graphéne dans sa forme brute comme oxydée (359-362). Ce
dernier augmente les propriétés mécaniques et I’hydrophobie (hausse de I'angle de contact) mais
son impact biologique a plus d’'une semaine reste préoccupant(363,364,239,365,366). Enfin les
études menées avec des nanoparticules d’or rapportent une meilleure adhésion des PC12 sans
impacter leur vitalité in vitro. In vivo les résultats sont encourageant pour un CMAP et une
conduction nerveuse rétablie et permettant un retour de la fonction a 18 mois avec persistance

cependant d’un SFl de -40(308,367).

Mais I'application d’'un champ électrique n’est pas conditionnée par I'utilisation de ces principes
actifs a réputation de conducteurs pour avoir des effets significatifs. Zhang Y et al ont montré en
2015 que deux stimulations électriques quotidiennes de 0.6V pour 50Hz pendant 2h augmentent
significativement le CMAP et la conduction nerveuse jusqu’a se rapprocher des capacités d’un
nerf integre(368). Ces derniers ne rapportent pas d'impact fonctionnel chiffré mais Zhao Y et al
noteront en 2020 une amélioration significative du SFI corrélée avec une meilleure expression de
facteurs de croissances (BDNF, NT4-5, NGF, ERK, MAPK, JNK)(369). Ces études in vivo ont en
commun l'ajout de poly-pyrolle, polymeére biologique bioactif qui s’est également illustré in vitro

comme complémentaire a une bonne conduction(370-372).

59



A noter que le travail sur animaux sous-estime le r6le d’'une rééducation consciente via une
activité physique adaptée menée par une équipe pluridisciplinaire. Les résultats fonctionnels ainsi
obtenus semblent donc sous évalués. Virtuoso A et al complétent en suggérant une
neurostimulation respectant la modalité sensorielle des neurones cibles(373). L'intérét des
recherches sur le sujet sont motivées a I'échelle générale pour des lésions traumatiques
handicapantes. Leur application en réponse aux traumatismes, opérations de chirurgie
orthognatiques, tumeurs nerveuses bénigne comme les neurofibromes, les schwanomes ou les
tumeurs a cellules granuleuses nécessitant une exérese peut trouver son intérét en chirurgie

orale.

3.5.4. Impact des différents types de soie

En 2017, Varone et al ont comparé I'impact in vitro de la soie de Antheraea pernyi par rapport a
celle de Bombyx. Ils y ont ajouté a chacune des séquence RGD. Il apparait que les cellules
neuronales et gliales se développent significativement mieux dans la soie de A. Pernyi brute que si
on lui adjoint des séquences RGD ou sur les différentes compositions de Bombyx mori(374).
Aucune étude comparative n’a été relevée chez I’'animal mais les résultats semblent comparables
a ceux obtenus avec la soie de Bombyx mori avec un SFI légerement inférieur aux résultats

obtenus avec I'autogreffe sans que ce soit significatif(314).

A l'inverse, les études sur la séricine ne concernent que des études sur le rat. Si seule elle semble
incapable d’obtenir de bons résultats fonctionnels, celle-ci se retrouve comme additif au silicone,
au chitosane ou aux nanotubes de carbone. Elle améliore alors significativement I'épaisseur de la
gaine de myéline, la conductivité nerveuse ou le CMAP pour égaler la greffe autologue mais ceci
ne se ressent pas sur I'aspect fonctionnel avec des muscles significativement plus chétifs (375—
377). En réponse a une compression nerveuse ayant perturbé la gaine de myéline, son efficacité
est comparable a l'injection de NGF sans support(355). La mise en fonction du scaffold par
pratique d’une activité physique a un impact prépondérant au recouvrement fonctionnel mais elle
permet d’en potentialiser I'effet. De méme en I'absence de pratique sportive elle améliore

significativement la récupération(378).

Enfin, la soie d’araignée permet I'adhésion et la prolifération guidée des neurones, des ADSCs et
des cellules de Schwann(379-382). Ces derniéres reconstituent une gaine de myéline mimant
celle d’origine avec ses nceuds de Ranvier. Sans développer de réaction inflammatoire
disproportionnée, elle permet d’augmenter de 40% la vitesse de régénération axonale se

positionnant a 93% de la vitesse obtenue par un greffon autologue(317,383). Pour finir, et al ont
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comparé le comportement des cellules de Schwann face a des soie MaSp et TuSp de Nephilia
edulis par rapport aux soies TuSp et Aggregate d’Avicularia avicularia. lls rapportent que si la
structure secondaire des trois premieres est semblable en ce qui concerne la proportion en
feuillets béta, celle de la soie Aggregate a une proportion plus faible. La conséquence est une
agrégation de la fibre de soie Aggregate engendrant une agrégation des cellules de Schwann

quand les autres soies permettent un établissement linéaire de celles-ci(384).

3.6. Etudes complémentaires

3.6.1. Fabrication d’adhésifs bio-inspirés

La soie intéresse les chercheurs pour ses propriétés adhésives. La difficulté de coller en milieu
humide est un enjeu dont le monde dentaire est témoin. Les adhésifs actuels demandent une
isolation stricte de la surface cible pour garantir une bonne adhésion. Parmi les différentes
protéines de soie, la soie agreggate, la soie pyriforme et le byssus se démarquent pour leurs

propriétés adhésives.

La soie aggregate est composée de deux protéines dont une faisant le lien, possede une séquence
complémentaire a la chitine et I'autre permettrai le lien avec la structure de la toile. La présence
d’eau a un role variable dans la soie de chaque espéce avec des pics des propriétés allant d’une
hygrométrie de 30% a 70% sur les especes analysées. Le potentiel adhésif est déclenché au

mouvement de retrait et dépend de la vitesse de retrait.

3.6.2. Innovation de fabrications pour création de plaques, vis d’ostéosynthése

Figure 27: Schématisation des différentes formes de freeze casting (384)
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D’autres techniques de mise en forme sont également développées :

- Le freeze casting ou compression a froid s’inspire de I'architecture du nacre. Il consiste en
un séchage en condition frigorifique par compression progressive de la solution de soie
sous la formation de palets de glace. Cette solution peut étre aqueuse ou organique, ce
qui aura un impact sur la forme des pores obtenues. Plusieurs variantes dans le protocole
sont explorées, avec I'adjonction de polyméres souples, de céramique ou de métaux(385).

- Le thermomoulding (Figure 28) s’inspire de la pétrochimie(386). Le procédé consiste ainsi
en une injection de la solution de soie a 25-30% (wt/wt) et en une élimination de I'eau a
haute pression pendant 4 jours a température comprise entre 45 et 145°C. Une
exposition a haute température augmente les propriétés mécaniques du matériau

obtenu. (387).

Figure 28 : Schéma du protocole du
thermomoulding

a) Principe de fabrications

b-e) Exemple de moulages possibles

En 2014, Perrone et al ont congu une vis d’ostéosynthese dégradable en soie. Issue d’une
déshydratation lente a 60°C avant usinage, la soie se veut alors remplagante des actuelles vis en
alliage de Titane. L'objectif est alors de ne pas réintervenir sur site pour déposer la plaque ou la
vis, laissant le matériel subir un remaniement osseux physiologique(388). Des alternatives
dégradables existent en PLGA mais sa dégradation occasionne des hiatus qui sont des failles
biomécaniques de I'os sujet a la réparation. De nouveaux essais sont nécessaires pour valider que
les vis de soie n’occasionnent pas de moins-value par rapport aux gold standard actuel qu’est le
Titane(389). D’autant que la soie peut s'imbiber en milieu hydrique, perdant au fil du temps ses
propriétés mécaniques et sa rétention. L'ajout de BMP2 dans la structure de la vis permet une
meilleure organisation du collagene et une apposition de substance ostéoide plus importante.

Différents schémas existent pour limiter la mise en forme par I'opérateur(390).

3.6.3. Perspectives en chirurgie maxillo-faciale

Les applications de la soie en chirurgie maxillo-faciale ne sont a I’heure pas présentes dans la
littérature. Mais les avancées dans le domaine, en lien avec les progres en CAO et en Intelligence

Artificielle, en font un des prochains domaines de développement de scaffolds dégradables
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comme réservoirs cellulaires(391). Ainsi un nouveau gold standard pourrait suppléer a l'os
autogéne, approche trés invasive nécessitant un site donneur. La soie a déja montré sa capacité a
supporter la prolifération et la différenciation de cellules souches et sa faculté a les différencier en
différents tissus(392). A l'instar des autres candidats auxquels elle se retrouve régulierement
mélangée, elle pourrait rejoindre les nanotubes de titane qui sont d’excellent candidats pour

I’édification d’endo-bioprothéses(393).

3.6.4. Les protéines de soie encore au stade observationnel

- Soie d’abeille : Constituée majoritairement d’hélice alpha, Contrairement aux autres types
de soies du régne animal, la soie d’abeille est bien conservée d’une espéce a I'autre dans
le monde. Ses propriétés mécaniques sont indépendantes de la température(81).

- Soie de fourmis : La soie de fourmi, une fois purifiée et électrofilée apparait comme une
nouvelle protéine aux propriétés étonnantes. Le diameétre est plus important que celui de
la fibroine mais on retrouve une résistance de 4MPa avec 30% d’élongation et 59MPa de
Module(394).

- La dent de ventouse de calmar géant (SRT): Dosidicus gigas est parmi les plus gros
encornets connus possédant plusieurs excroissances de tissus durs dont un anneau denté
au niveau de chaque ventouse permettant a ses tentacules une meilleure accroche. La
protéine clé est ici la suckerine. L’hybridation de cette protéine avec I'élastine améne une
protéine hybride avec des propriétés proches de la soie naturelle. On note une résistance

a la rupture de 630MPa et 8GPa de Module de Young(395).

3.7. Economie circulaire et ingénierie verte

Un intérét croissant pour les biomatériaux d’origine naturelle s’opére depuis ces derniéres
années(396). Leur production industrielle connait un renouveau par les récents progrés en
biotechnologie. On peut notamment citer I'avénement du ciseau génétique CRISPR/Cas9
permettant la production de protéines via de nouveaux vecteurs comme E. choli ou Pischia

pastoris(397).

La chimie verte, dont I'’émergence date des années 1980, est au coeur des objectifs de
développement durable (ODD) de «I’Agenda 30 », évolution lors de la COP 21 (2015) de
« I’Agenda 21 » issu du Sommet de la Terre de Rio (1998). Son développement qui est en lien avec
15 des 17 Objectifs de Développement Durable défini en 2015, a permis la mise au point de
techniques de transformation de la soie moins polluantes que celles traditionnellement décrite
(Figure 29). De Bari & al ont ainsi comparé les différentes méthodes pour son dégommage, sa

solubilisation et sa mise en forme selon plusieurs critéres : Impact sur I'environnement et sur la
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santé, bio-sourcage et soutenabilité, réduction de la consommation en matériaux, réutilisabilité et

cout énergétique.

Figure 29 : Nouveaux protocoles de traitement de la soie

La problématique environnementale tend a détourner 'industrie d’'une pétrochimie demandant
I’extraction et le traitement de résidus de matiére organique vieux de plusieurs millions d’années.
A peine 8% des plastiques produits sont recyclés, en résultant I'accumulation de déchets dans les
décharges et les océans. Ce modéle est donc colteux tant sur le plan énergétique (notion
d’énergie grise) qu’environnemental. La nature génére chaque année 180 milliards de tonnes de

biomasse renouvelable(398).

L'avenement des biopolymeres peut donc s’affilier a une révolution industrielle permettant la
concrétisation du concept d’économie circulaire, un concept initié par Kenneth Boulding dans les
années 1960(399) et récemment étudié par le Club de Rome suite au recul de la Commission
Européenne de Juncker en 2014. Ce rapport pointe notamment la nécessité d’investissements
massifs pour le développement des filieres de production, de traitement de ces matériaux et le
manque actuel d’appels d’offre. Il apporte aussi des propositions politigues comme la taxation de

la ressource plutot que celle du travail pour la transformer.(400)
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Historiquement, le progrés est passé par des fers de lance que sont la médecine et la défense. La
soie est déja utilisée dans l'industrie militaire pour la fabrication de gilets pare-balles plus
légers(401). Nous avons vu dans ce travail que parmi les nombreux organes candidats a la
régénération tissulaire par la soie et autres matériaux bio-sourcés, les tissus de la sphere oro-
faciale y tenaient une place de choix. Le potentiel est immense dans les bioplastiques, les circuits

électroniques, les adhésifs, les bio-encres (402)...

Figure 30 : Potentialisation de I'économie circulaire avec les matériaux bio-sourcés et biodégradables

3.8. Limites

3.8.1. Méthodologique

La premiere limite de cette étude est dans I'acquisition des données des articles. Il aurait été
intéressant d’inclure en parametre la concentration de la solution de soie car certaines études in
vitro la font varier exclusivement, ce qui peut avoir un impact sur les propriétés mécaniques et
par conséquent sur la biocompatibilité des échafaudages, ou encore la notion de
préincubation/insémination. Mais la prise en compte de I'ensemble des paramétres est trop
complexe. lls pourraient constituer des facteurs d’explicabilité d’hétérogénéité dans de futures

méta-analyses.

Concernant les « Additif » a la soie, un amalgame a été fait entre les additifs a vocation structurale
(chitosane, PCL...) et ceux au rble de principe actif (facteurs de croissance). Un travail sur la
sélection des additifs structuraux aiguillerait sur les ratios les plus pertinents pour correspondre
aux propriétés mécaniques du tissu ciblé tout en se maintenant dans le temps pour correspondre

au turn-over des cellules cibles.
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A propos des critéres de régénération osseuse, le taux de formation osseuse initialement choisi ne
s’est pas retrouvé dans les articles et a été finalement remplacé par le nombre de Trabéculation

par unité (Th.N)

A propos des critéres de régénération nerveuse, le SFI, I'intensité du CMAP, et la vitesse de
conductions peuvent étre complétés par des criteres anatomiques comme I'épaisseur d’un nerf,

de sa gaine de myéline ou de son axone ainsi que la caractérisation des muscles gastrocnémiens.

3.8.2. Intrinséque aux résultats

De maniére générale sur les études in vitro, la température a laquelle les cellules souches sont
cultivées doit étre contrélée, de préférence autour de 37°C plutot qu’a température ambiante. Il

est ainsi rapporté que les hFOB se multiplie mieux a 39°C qu’a 33.5°C.(142).
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Conclusion

L'évolution des traitements en odontologie tend a se rallier aux 4 «P» de la
médecine (Préventive, Prédictive, Personnalisée, Participative). Le patient occupe alors un réle
central dans sa prise en charge. L'évolution des politiques de préventions et l'arrivée des
thérapies de préservation de la vitalité pulpaire ont pour vocation de ralentir le gradient
thérapeutique. L'importance de la restauration de l'intégrité d’une dent gagne alors en
importance. La soie, comme d’autres protéines du monde biologique a un intérét en ingénierie
biomédicale. Sa grande diversité passe notamment par la multitude d’espéce la produisant. Elle
n’est cependant pas une réponse unique et son utilisation semble devoir se faire en addition
d’autres composés. Si les colts de recherche et développement peuvent sembler freiner le
développement de ces nouvelles thérapeutiques, le potentiel industriel et politique relié a la

capacité de faire rapidement chuter ces co(ts de production.

Ce travail montre aussi I'intérét de I'abord pluridisciplinaire de la recherche en biomatériaux et
dans l'industrie bio-inspirée. Répondant a de nombreux enjeux auxquels fait face 'humanité, la
chimie verte apparait comme une récompense tardive aprés des siécles de pollution
exponentielle. La nature peut alors étre vue comme une bibliotheque a préserver et a observer
pour batir le développement. Reste a espérer que suffisamment de livres seront préservés pour

entretenir notre soif de renouveau.

Le Président du Jury Le Directeur de These

Pr Florent DESTRUHAUT Pr Paul MONSARRAT
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Annexe 1 : Abréviations

PO Protéine zéro de la myéline (aussi MPZ)
PBS Solution de Tempon Phosphate Salin
Cellules dérivées d’un phéochromocytome
PC12
murin
PCL Poly-Capro-Lactone
PDLSC Cellules Souches Desmodontales
PEG Poly Ethylene Glycol
PLA Acide Poly-Lactique
PLGA Acide Poly-Lactique Glycolique
PMP Protéine Périphérique de la Myéline
PRF Plasma Riche en Fibrine
Séquence d’acide aminée « Arginine-
RGD
Glycine-Asparagine »
RSF Fibroine de Soie Régénérée
Runx2 Facteur de Transcription relié a Runt 2
Protéine de Liaison aux Séquences
SATB2
spéciales AT-riches
SCAP Celliles Souches de la Papille Apicale
scCO2 Dioxyde de Carbone a I'état super-critique
Score locomoteur de Basso, Beattie et
Score BBB
Bresnahan
SFI Indice Fonctionnel Sciatique
SHED Cellules Souches de Dents Exfolliées
Tb.N Epaisseur des Travées Osseuse
TCP Phosphate Tri-Calcique
Facteur de Croissance de Différenciation
TGF B
beta
TNF-a Facteur Nécrose Tumorale
VEGF Facteur Croissance Endothélio-vasculaire
YAP Yes Associated Protein associée a TAZ
YIGSR &
Peptides dérivés de la laminine
IKVAV

Agg Spidroine de la glande Agg
Cellules Souches Pluripotentes Adultes
APSC(h)
(humaines)
ASC Cellules Souches Adipeuses
a-SMA Actine de Muscles Lisses — a
BCP Phosphate Bi-Calcique
BDNF Facteur Neurotrophique Dérivé du Cerveau
BMP-2 Protéine de Morphogénie Osseuse 2
Cellules  Souches Mésenchymateuses
BMSC
Osseuses
BV/TV Part de pixels osseux sur un CBCT
CMAP Potentiel d’Action Musculaire Composé
CNTF Facteur Neurotrophique Cilliaire
DFPC Cellules Souches Parodontales
DMP-1 Protéine Matricielle de la Dentine 1
DSCP Cellules Souches Pulpaires
DSP Dentin SialoProtein
Flag Spidroine de la glande Flageliforme
GDNF Facteur Neurotrophe dérivé de la Glie
GSC Cellules Souches Gingivales
HAP Hydroxyapatite
IL-1B Interleukine 13
IPSc Cellules Souches Pluripotentes Induites
MAG Glycoprotéine Associée a la Myéline
MaSp Spidroine de glande ampulacée MAjeure
MBP Protéine Basique de la Myéline
Cellules  Progénitrices  Ostéoblastiques
MC3T3-E1
Murines
Mfp Mussel Foot Protein
MiSp Spidroine de la glande ampulacée Mineure
NGF Facteur de Croissance Nerveux
NT- Neurotrophine
OCN Ostéocalcine
Osx Osterix (facteur transcription osseux SP7)
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Type de fibre Diam Masse moléculaire (kDa) Densité Dureté Module Résistance | Extensibilité | Résistance Résistance
(um) (g/cm3) Knoop d’élasticité de | traction (%) compression | cisaillement
(kg/mm?) | Young (GPa) (MPa) (MPa) (MPa)
Fibroine + 10-25 5-12 500-740 19-20
'8 Séricine
S Fibroine 350/ 26 /30 (glande) 15-17 610-690 4-16
-§ 325/ 25 (cocoon)
Q Séricine Glande : 5 polypep 80 = 310
Cocoon : 24-150-250-150-24
A mylita Fibroin 395 /197
Soie Majeure : 2-6 250-320 1,3 0,014 8,2-13 875-1290 17-31
Soie Mineure 250-320 1,3 8,5 342 54
Soie 1,3 0,003 500 270
° Flagelliform
‘g_ Soie 91 390 40
§ Tubuliforme
g Soie Aciniform 9,6 687 86
h Soie Pyriforme
Soie
Cylindrical
Collagene 0,0018-0,046 0,9-7,4 24-68
Os 20 160 3
g Dentine 18 98,7 297 138
g Email 84 10,3 384 90
é Kevlar 49 49x13,8 0,215 130 3600 2,7
Acide 0,001 50 850

Polylactique

Annexe 2 :

Propriétés
des
différente

S soie
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