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INTRODUCTION

“intérét pour les cellules souches dans leur ensemble a connu ces dernic¢res années

un engouement rarement atteint dans le monde scientifique et médical. Leurs

caractérisation, isolation et la mise en évidence de leurs potentialités a incité les
scientifiques a proposer d'en faire usage dans le domaine de la médecine régénérative, dans
le but de reconstruire et restaurer les fonctions des tissus ou organes pathologiques et/ou
endommagés. De nouvelles stratégies thérapeutiques révolutionnaires sont maintenant
développées, conjuguant ingénierie tissulaire et thérapie cellulaire.

Parmi toutes les cellules dites «souchesy, les cellules stromales mésenchymateuses
(CSMs) représentent sans conteste les meilleures candidates dans le domaine de la
médecine régénérative orale, grace a leurs propriétés immuno-modulatrices ainsi qu'un fort
potentiel de prolifération et différenciation notamment en odontoblastes, cémentoblastes
et/ou ostéoblastes. Différentes sources de CSMs (dont les tissus oraux) et de multiples
protocoles sont a 1’étude, aussi bien in vitro que chez 1I’animal et méme chez ’homme.

En médecine, les premiers résultats sur I’utilisation de CSMs adultes a visée
régénérative sont porteurs d'espoir pour I’avenir des thérapeutiques odontologiques, 1a ou
les techniques actuelles donnent encore trop souvent des résultats limités ou décevants — en
parodontologie ou chirurgie reconstructrice osseuse en particulier. D'ores et déja les
thérapies cellulaires ont bénéficié de telles avancées scientifiques qu'elles nourrissent chez
des millions de patients l'espoir d'une médecine régénérative de qualité et prédictible. Il est
toutefois impératif de comprendre la biologie de ces cellules ainsi que les éventuels risques
inhérents a ces nouvelles stratégies.

Dans ce travail nous allons d'abord décrire les caractéristiques et les sources des
cellules stromales mésenchymateuses. Nous exposerons ensuite les stratégies
thérapeutiques qui s'appuient sur les propriétés de ces cellules dans différents domaines de
la médecine mais surtout en « odontologie régénérative ».



13

1. LA CELLULE STROMALE MESENCHYMATEUSE
(CSM)

1.1 Historique

Le concept des cellules souches mésenchymateuses est apparu a la fin du 19¢me
siecle, comme postulat théorique expliquant la capacité de certains tissus (sang, peau...) de
s'auto-renouveler pendant toute la vie d'un organisme, méme si celui-ci est composé de
cellules elles-mémes a durée de vie limitée.

La présence de cellules souches non hématopoiétiques dans la moelle osseuse a été

suggérée par les observations de Cohnheim en 1867, un pathologiste allemand qui
travaillait sur la réparation tissulaire et qui a montré que la plupart des cellules impliquées
dans ce phénoméne est issu du flux sanguin, et donc de la moelle osseuse ©”.
Dans les années 1960-1970, Friedenstein et ses collaborateurs ont conduit un nombre
important de travaux qui ont démontré que le potentiel ostéogénique d'une transplantation
de la moelle osseuse était associé a une population mineure de cellules médullaires, d'allure
fibroblastique (d’ou I'hypothése de l'origine stromale de ces cellules médullaires) '® qui
forment des « colony forming unit fibroblastic ou CFU-Fs» en culture. De plus, des
expériences de transplantation in vivo ont permis de poser l'hypothése que les tissus
conjonctifs (1'os, le cartilage, le tissu adipeux, le conjonctif lache...) sont susceptibles d'étre
régénérés par une sous-population de cellules progénitrices médullaires "', appelées
également les cellules souches stromales de la moelle osseuse ¥ . Ces travaux pionniers
de Friedenstein et Owen ont donc mis en évidence, jouxtant les compartiments
hématopoiétiques et hémangioblastiques contenant les populations majoritaires médullaires
a l'origine des cellules du sang et des endothélia, I’existence d'un second type de cellules
souches présentes dans la moelle osseuse, et plus précisément dans le compartiment
stromal.

Malgré la confirmation robuste de I'hypothése de Friedenstein, le concept de
cellules souches médullaires non-hématopoiétiques n'a pas eu de répercussion retentissante
dans le mode scientifique, jusqu'en 1999 ou des travaux similaires ont ét¢ publiés par
Pittenger et coll.™,

Le terme de «cellule souche mésenchymateuse » (CSM) — la traduction de
« mesenchymal stem cell » (MSC), qui est utilisé actuellement dans la communauté
scientifique internationale - a été proposé par Caplan “?. Le vocable « souche » pour
désigner les progéniteurs est moins accepté par les scientifiques frangais, qui préférent
parler des «cellules mésenchymateuses de I'adulte », «cellules stromales
mésenchymateuses » ou encore des « progéniteurs mésenchymateux » 9, ¢ En effet,
littéralement il n'est possible d'utiliser l'adjectif « souche » que s'il désigne des cellules
embryonnaires totipotentes — les seules possédant la capacité théorique d'étre a I'origine de
toutes les cellules d'un organisme.
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1.2 Définition et types de cellules « souches »

Une cellule «souche » est définie comme «ayant la capacité de se diviser
indéfiniment en culture avec le potentiel de donner naissance a des types de cellules
matures spécialisées » ©. Une cellule souche se divise en deux cellules filles dont une entre
dans une voie de différenciation (elle possédera des propriétés plus restreintes, mais plus
spécialisées) et l'autre reste une cellule souche en assurant ainsi un auto-renouvellement
(Figure 1). Ce mode de division asymétrique, caractéristique des cellules souches, est un
mécanisme physiologique qui permet le maintien du contingent cellulaire dans les tissus et
les organes Y.

On peut donc distinguer 2 propriétés primitives des cellules souches :
— la capacité d'auto-renouvellement,
— le potentiel de différenciation ¥,

\) AUTO-RENOUVELLEMENT

J

K QO @

DIFFERENCIATION

V

CELLULE SOUCHE

Figure 1 : Propriétés d'une cellule souche (413)

Selon Hiyama et Hiyama "*® cette remarquable propriété d'auto-renouvellement
serait due a l'expression constante et & un niveau bas d'une télomérase, qui a pour role de
maintenir la longueur de I'ADN télomérique. Dans une cellule somatique, chaque division
cellulaire provoque un raccourcissement de cet ADN et limite les possibilités de réplication
(pas d'activité de télomérase) ce qui entraine son « vieillissement ».

On peut distinguer les cellules souches embryonnaires (CSEs) des cellules souches
adultes (CSAs).
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1.2.1 Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (CSEs) ont été pour la premiére fois isolées
in vitro en 1998 par une équipe des chercheurs américains ©*. Elles proviennent de la
masse cellulaire interne du blastocyste (embryon au quatrieme jour chez I'homme). Elles
sont théoriquement a ce stade totipotentes et peuvent donner tous les tissus et annexes
embryonnaires. Toutefois, les cellules qui peuvent étre récupérées a ce stade de
développement sont le plus souvent pluripotentes et ont perdu la compétence de former
les annexes embryonnaires. Ces cellules pluripotentes ont la capacité de se différencier
pour donner naissance aux cellules issues de n'importe lequel des trois feuillets
embryonnaires — endoderme, mésoderme et ectoderme (y compris les cellules germinales)
et sont a l'origine de tous les tissus d'un organisme adulte **®, *? (Figure 2). Leur
propriété de pluripotence in vivo est trés rapidement perdue au cours du développement
embryonnaire et les progéniteurs qui sont alors restreints a un groupe d'organes ou tissus,
sont dits multipotents, ou méme unipotents lorsqu'ils restent uniquement dédiés a un
compartiment tissulaire.

TOTIPOTENT

Oeuf feconde
invivo

Embryon au stade 8
cellules

Blastocyste

MNeurones

Cellules sanguines

l;-flyocytes
Figure 2 : Cellules souches embryonnaires (412)

Les progéniteurs embryonnaires semblent constituer une population homogéne ¥,
Le micro-environnement joue un grand role dans le maintien du statut pluri/multipotent des
cellules — il régule I'équilibre entre 1'auto-renouvellement et la différenciation ©*. Cet
aspect biologique primordial est crucial lorsque ces cellules sont utilisées dans un contexte
de médecine régénérative, ou il faut conceptualiser la recréation d'une matrice extra-
cellulaire appropriée.
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Les cellules souches embryonnaires ne peuvent cependant pas a elles seules aboutir
a la création d'un individu complet — seules les cellules totipotentes au stade « morula » en
sont capables @,

L'utilisation des cellules embryonnaires est controversée a cause des problémes
légaux et éthiques 7 ®, En effet, leur prélévement nécessite la destruction de I'embryon
dont elles proviennent. Techniquement, ces cellules sont difficiles a contrdler et a mettre en
culture. Elles peuvent engendrer des formations tumorales (tératomes) apres leur injection
in vivo (199159,

Actuellement il n'existe pas de thérapeutique éprouvée ni d'essai clinique sur
I'homme basée sur l'utilisation des cellules embryonnaires, mais elles restent néanmoins
une source théorique potentielle pour la médecine régénérative en plus d'un modéle d'étude
biologique inégalé *?,

1.2.2 Cellules souches adultes

Les cellules souches adultes (CSAs) sont théoriquement présentes dans tous les
tissus d'un organisme aprés la naissance “’®. Elles sont multipotentes et peuvent donc se
différencier en différents phénotypes au sein d'un seul feuillet embryonnaire "', bien que
ce concept ait été récemment remis en question puisqu'il a été possible d'induire
expérimentalement une différenciation neuronale ou pancréatique a partir des cellules
adultes du feuillet mésodermique ** (voir chapitre 1.3.2.3). De ce fait, l'initiale
« homogénéité » de la population cellulaire a été rediscutée ©”. En effet, dans un
contingent primordial de progéniteurs tissulaires, il pourrait exister différentes sous-
populations possédant des potentialités spécifiques. Une lignée cellulaire deviendrait
prédominante grace a une réponse a des signaux inductifs environnementaux ©%- 49,

Les progéniteurs adultes peuvent étre cryoconservés apres la naissance dans un but
thérapeutique afin d'étre utilisés plus tard dans la vie de l'individu (bien que l'innocuité de
ces techniques n'ait pas été formellement établie) ». Cela permet d'éviter les problémes de
compatibilit¢ immunologique et le risque de transmission des pathogeénes liés aux
allogreffes. L'utilisation des cellules souches adultes en clinique est plus réaliste et peu
controversée sur le plan éthique comparée aux cellules embryonnaires, qui supposent la
non-conservation de 'organisme dont elles dérivent. Cependant les CSAs possédent des
potentialités plus réduites que les CSEs ¢!V,

Une équipe des scientifiques polonais a publié en 2011 ®* une revue de la
littérature concernant une population trés rare des cellules souches adultes pluripotentes,
caractérisées par leur trés petite taille — les cellules souches similaires aux cellules souches
embryonnaires (VSELs pour « very small embryonic-like stem cells »). Elles ont été
décrites initialement dans la moelle osseuse chez la souris, et ressemblent aux cellules
embryonnaires, sans toutefois avoir d'activité tumorigénétique . Elles peuvent donc se
différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires, et sont recrutées dans le flux
sanguin en cas d'un dommage tissulaire, par exemple d'infarctus du myocarde.

Une stratégie de génération de cellules souches pluripotentes a partir de cellules
adultes a été proposée d'abord chez la souris par Takahashi et Yamanaka ©** (prix Nobel de
médecine en 2012), puis chez I'homme par Takahashi et coll. **%, et Yu et coll. ®* — il
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s'agit des iPSc (pour « induced pluripotent stem cells ») (Figure 3). Ces cellules dérivent
de cellules humaines somatiques et sont manipulées génétiquement afin de leur faire
acquérir des propriétés de progéniteurs embryonnaires 3% - @ [ 'originalité de cette
technique est que les cellules somatiques sont « converties » directement en cellules
pluripotentes par 1'adjonction de 4 génes seulement dans leur génome : Oct-4, Sox2, c-Myc
et KlIf4 ©3 Les iPSc présentent des propriétés similaires aux cellules souches
embryonnaires en ce qui concerne leur morphologie, prolifération et capacité de
différenciation. Elles pourraient constituer une source d'autogreffes particulierement
intéressante de progéniteurs trés précoces et ouvriraient un nouvel espace de médecine
personnalisée. Il est toutefois impératif de s'assurer de l'innocuité de la manipulation
génétique nécessaire a la genese des 1PSc. Actuellement en France, les autorités de santé
refusent 'utilisation chez I'homme de cellules manipulées génétiquement.

Figure 3 : iPSc humaine créée a partir d'une cellule de la peau (410)

1.2.2.1 Cellules stromales mésenchymateuses adultes

Les cellules stromales mésenchymateuses (CSMs) (Figure 4 et 5) dérivent du
mésenchyme ou conjonctif embryonnaire, faisant partie du mésoblaste ou troisiéme
feuillet. Chez l'adulte elles sont présentes dans tous les tissus conjonctifs post-nataux ®
(182). 270 "en quantités et potentialités variables selon le tissu source, 1'dge et 1'état de santé
général du sujet. En effet, il a ét¢ démontré la possibilité d'isoler ces cellules a partir de
différents tissus conjonctifs ; on les retrouve en quantité plus importante notamment dans
la moelle osseuse @’* 49 Je cordon ombilical *” et le tissu adipeux @2,

Figure 4 et 5 : CSMs humaines en microscopie a ﬂuorescence(409)
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Les CSMs adultes constituent une population hétérogene parmi les cellules
stromales et se caractérisent par leur multipotence - la possibilité de se différencier en
fonction de leur environnement en cellules d'origine mésodermique (adipocytes,
myoblastes, ostéoblastes, chondroblastes...) ™ ©8- (19 (Fijgure 6). Cependant, il a été
démontré in vitro qu'elles pourraient aussi « sauter de feuillet » et s'orienter vers des
phénotypes endodermiques (hépatocytes, cellules pancréatiques) et/ou ectodermiques
(astrocytes et cellules épithéliales) (69 @30k (5. (0N, @68). G366 - Cette « plasticité » reste
néanmoins extrémement contestée “’”. Les CSMs possédent également un potentiel
d'immuno-modulation " %9 et des effets positifs sur la trophicité tissulaire "” (voir
chapitre 1.3.3.). Ces caractéristiques font des CSMs adultes des candidates idéales pour
une utilisation en thérapie cellulaire, mais aussi dans des stratégies a visée immuno-
modulatrices, et en particulier dans le cadre de maladies systémiques ou locales a
résonance inflammatoire.

CHONDROCYTES

‘

/ MYOCYTES

OSTEOCYTES

"o >
’ CSM
FIBROBLASTES DE LA PEAU
FIBROBLASTES DES TENDONS
ADIPOCYTES
g ASTROCYTES
Qe

CELLULES STROMALES DE LA MOELLE OSSEUSE

Figure 6 : Difféerenciation des CSMs (408)

Il a été également démontré I’existence, dans certains cancers (sein, leucémie...) de
populations de cellules mésenchymateuses qui pourraient faciliter les métastases,
promouvoir la néo-angiogenése et contribuer a la résistance aux traitements (radiations et
chimiothérapies) et aux récidives *'?. L'élucidation des voies qui régulent ces mécanismes
pourrait permettre d'identifier des cibles thérapeutiques potentielles et ainsi prévenir les
métastases et surtout de limiter la croissance tumorale “°”. Nous ne nous appesantirons ici
cependant pas sur ces aspects, car ils sont ¢loignés du sujet principal de ce travail.



19

1.2.2.2 Cellules souches non mésenchymateuses

La plupart des tissus chez 1'adulte peuvent se régénérer, mais ce processus varie
selon leur type: la peau et le sang se régénerent vite, le foie ou le tissu nerveux beaucoup
plus lentement. Cela atteste de I'existence des cellules souches dans tous les tissus d'un
organisme adulte quelque soit leur origine embryonnaire. Nous allons ici en donner
quelques exemples.

Cellules souches épidermiques

Chez les mammiferes, 1’épiderme se renouvelle continuellement. La desquamation
des cellules a la surface de la peau doit naturellement étre compensée par le
renouvellement de I’épiderme. Ces activités de renouvellement et de réparation de
I’épiderme impliquent 1’existence des cellules souches. La capacité de prolifération et de
régénération tissulaire des CS épidermiques a été démontré par leur culture in vitro suivi
par leur transplantation chez les patients atteints de briilures étendues *?.

Cellules souches nerveuses

Les cellules constituant le systéme nerveux se différencient au cours de la vie
feetale et chez I’adulte dans certaines régions du cerveau (au niveau du bulbe olfactif, de la
région du gyrus dentatus de I"’hippocampe et au niveau de certains noyaux dans la moelle
¢piniere). Ces cellules peuvent alors se différencier en neurones, astrocytes ou
oligodendrocytes * 3%,

Cellules souches hépatiques

Le parenchyme hépatique contient deux lignées de cellules épithéliales : les
hépatocytes et les cellules biliaires intrahépatiques, qui dérivent d'un précurseur
embryonnaire commun — I'hépatoblaste. Des données expérimentales et cliniques récentes
ont permis de démontrer la persistance d'un compartiment de cellules souches hépatiques
dans le foie adulte, chez les rongeurs comme chez 'homme. Le renouvellement de ces
cellules souches pourrait impliquer, au moins en partie, des précurseurs d'origine
médullaire. Les cellules souches hépatiques jouent probablement un réle dans le
renouvellement physiologique des cellules hépatiques parvenues au terme de leur durée de
vie normale. En cas d'agression, l'implication des cellules souches dans la régénération
hépatique varie en fonction de la sévérité des I€sions. Si l'agression est minime, les
capacités de prolifération des hépatocytes suffisent a assurer la régénération du
parenchyme hépatique. Si 'agression est sévere, les cellules souches hépatiques sont mises
en jeu et proliférent, pour donner naissance a des populations nouvelles capables de se
différencier en hépatocytes ou en cellules biliaires V.

Cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches sanguines (hématopoiétiques) sont les premicres cellules
souches a avoir été identifiées. Leur découverte dans les années 1960 a marqué le début de
la recherche sur les cellules souches et la thérapie cellulaire.

Aprés la naissance, les cellules souches sanguines se retrouvent dans la moelle
osseuse et en particulier dans 1'os sternal, les os iliaques et la téte du fémur. Elles peuvent
¢galement étre obtenues a partir d'un prélévement sanguin. Ces cellules sont le plus


http://fr.wikipedia.org/wiki/Moelle_osseuse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Moelle_osseuse
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couramment utilisées de nos jours pour traiter les hémopathies malignes telles que
leucémies, lymphomes, myélomes ou I'anémie “%.

Cellules souches non-mésenchymateuses orales

Dans une étude de 2008, les auteurs ont obtenu de I'émail a partir d'flots épithéliaux
de Malassez d'origine porcine ©'”, suggérant ainsi la présence des cellules progénitrices de
1'émail dans ces vestiges.

Nous allons a présent détailler les propriétés des cellules mésenchymateuses
adultes, objet principal de notre travail.

1.3 Caractéristiques et propriétés des CSMs
1.3.1 Origines tissulaires

Les CSMs ont été initialement isolées dans le compartiment stromal de la moelle
osseuse "9, puis dans presque tous les tissus conjonctifs post-nataux **°, en particulier le
cordon ombilical ®*¥, le tissu adipeux “*¥, le sang du cordon ombilical ", le tissu
placentaire ©* et le conjonctif cutané ©*V. Elles présentent toutes les mémes
caractéristiques biologiques basale, mais du fait de leur origine variée, elles peuvent
différer en ce qui concerne leur potentiel d'expansion et de différenciation ‘7. II est donc
logique d'essayer de déterminer la source de CSM la plus appropriée pour les applications
cliniques, notamment en odontologie (voir chapitre 1.4.3).

Moelle osseuse (Figure 7)

Le micro-environnement de la moelle osseuse constitue la niche la plus importante
des CSMs du corps humain **¥, Les études suggérent que les cellules mésenchymateuses

de la moelle, les BMMSCs (pour « bone marrow mesenchymal stem cells »), se trouvent
(316)

préférentiellement au niveau des compartiments péri-vasculaires
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Morphologiquement, ces cellules constituent une population hétérogeéne limitée en
ce qui concerne leur potentiel de prolifération ©; lors d'une expansion ex vivo, elles ne
peuvent donner que 30 a 50 doublements de population ©*> @  Cette population contient
différentes sous-populations en terme de potentialités 32 ¢*_ Elles possédent des capacités
de différenciation en multiples phénotypes dans des conditions définies in vitro, incluant
les ostéoblastes, chondroblastes, adipocytes et myoblastes .

De point de vue biologique, les cellules provenant de la moelle osseuse semblent
étre particuliérement indiquées en thérapie cellulaire " ©'™® mais la technique de
prélévement est hautement invasive (aspiration de la moelle osseuse sous anesthésie
générale) et permet de ne récupérer qu'un nombre tres réduit de CSMs (1-2 % des cellules
totales de la moelle) ", nécessitant une expansion cellulaire a long terme — une procédure
qui peut engendrer des aberrations chromosomiques. En effet, plus les cellules se divisent,
plus elles perdent leur potentialités et deviennent moins efficaces, voire déviantes. De se
fait, 'utilisation de la moelle osseuse dans une application odontologique est fréquemment
discutée.

Tissu adipeux

A ce jour, le tissu adipeux (blanc et sous-cutané) constitue une bonne alternative a
l'utilisation de BMMSCs et fournit une quantité abondante de CSMs (10° cellules dans 10g
de tissu), car il est ubiquitaire et de prélévement facile (liposuccions et dermoplasties) 32
(399). 299, (%9 [ es caractéristiques morphologiques et immuno-phénotypiques des CSMs
issues du tissu adipeux, les AMSCs (pour « adipose-derived mesenchymal stem cells »)
(Figure 8), sont trés similaires aux CSMs médullaires, a quelques différences prés @2 : les
cellules de la moelle osseuse présentent des capacités de prolifération plus réduites que les
AMSCs 7,

Le tissu adipeux apparait comme une source de plus en plus prometteuse en
thérapie cellulaire, compte tenu de la faible morbidité liée a son prélévement et du nombre
conséquent de CSMs qui en dérivent.

20 Microns

Figure 8 : CSMs du tissu adipeux (404)
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Cordon ombilical

Le sang du cordon ombilical a été considéré comme une source alternative a la
moelle osseuse de CSMs grice a sa facilité de prélévement @' G1D- (160 T eg cellules sont
jeunes et présentent donc un fort potentiel de prolifération et de différenciation .
Cependant, ici encore on se heurte au probléme du nombre de cellules récupérées (environ
4x10 ° de cellules nuclées) et au rendement, inférieur 4 30 % ©*¥. De plus, 1'étape de
cryoconservation est incontournable, ce qui posent des problémes éthiques et fonctionnels,
les cellules perdant une partie de leur potentialités apres stockage dans l'azote et re-
ensemencement.

Membrane amniotique

La membrane amniotique comme source de CSMs semble retenir l'attention des
chercheurs ”. Les CSMs peuvent en étre prélevées sans procédure invasive ni conflit
éthique. Elles présentent peu d'immunogénicité, une multipotence et des propriétés anti-
inflammatoires similaires aux cellules dérivées de la moelle osseuse “*- (7,

Autres tissus conjonctifs

Les progéniteurs mésenchymateux sont également présents dans les conjonctifs de
la cavité orale comme le tissu pulpaire, le follicule, le tissu osseux, la gencive ou le
desmodonte (voir chapitre 1.4.2).

Les sources des CSMs sont variées et présentent chacune des avantages et des
inconvénients (procédure de prélévement, nombre de cellules récupérées, morbidité, greffe
autologue ou allogrefte...). Il est évident que certaines sources seront plus adaptées aux
traitements de maladies a pronostic vital engagé (pathologies cardiaques ou maladies
dégénératives) et inenvisageables, tant d'un point de vue biologique qu'éthique, pour les
thérapeutiques odontologiques ; d'autres sources de CSMs — comme le tissu adipeux ou
certains tissus dentaires ou péridentaires, €tant plus a-méme que les sources a prélévement
invasif, d'étre exploitées dans le traitement des affections orales.

1.3.2 Caractéristiques in vitro

Les cellules stromales mésenchymateuses sont caractérisées par leur capacité a
former des clones (CFU-F), par un ensemble de marqueurs de surface (phénotype de
surface) et par leur multipotence, c'est-a-dire leur capacité a donner différents tissus en
fonction de leur micro-environnement. Dans des conditions de culture standards, une
population des CSMs doit étre capable de se différencier in vitro au moins en ostéoblastes,
chondroblastes et adipocytes ®%.

1.3.2.1 Clonogénicité

Les CSMs sont caractérisées par leur capacité¢ de former les colonies de type
CFU-F ®. On considére a posteriori, qu'a chaque clone correspondait une cellule
mésenchymateuse initiale.
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1.3.2.2 Phénotype de surface

Il n’existe pas de marqueurs spécifiques des progéniteurs mésenchymateux *¥.
Cependant certains marqueurs de surface aident a identifier, caractériser et isoler ces
cellules.

La Société Internationale sur la Thérapie Cellulaire (ISCT) a établi un consensus en
fixant les critéres d'identification des CSMs in vitro ® (Tableau 1), selon lesquels une
population des CSMs doit :

— étre adhérente au plastique dans des conditions de culture standardisées ;

— exprimer plus de 95 % des marqueurs de surface des cellules conjonctives
CD73, CD90 et CD105 ;

— &tre négative (moins de 2 %) aux marqueurs CD14, CD19, CD31, CD45 et aux
molécules de surface HLA-DR (marqueurs hématopoiétiques).

MARQUEURS POSITIFS (+) MARQUEURS NEGATIFS (-)
CcD 73 CD 14
CD 90 CD 19
CD 105 CD 31
CD 45
HLA-DR

Tableau 1 : Criteres minimaux des CSMs selon ISCT (155)

Certains auteurs ont également suggéré l'utilisation d'autres marqueurs, susceptibles
de sélectionner des sous-populations multipotentes. STRO-1 (pour « antigéne de surface
résistant a la trypsine »), est un marqueur utilis€ pour isoler des progéniteurs
mésenchymateux au sein d'une population cellulaire ©¢76 G- G70 ] est exprimé
précocement a leur surface et son expression diminue au fur et a mesure en culture.

Des marqueurs de cellules souches embryonnaires, comme Oct-4, Nanog, SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60 et TRA-1-81 ont été décrits a la surface de certaines CSMs adultes,
comme les cellules pulpaires 7.

L'expression de nestine — marqueur neural présent sur les CSMs du premier arc,
rappelle l'origine ectomésenchymateuse des tissus conjonctifs oraux *'7.

Il n'existe pas de méthode standardisée permettant l'identification des CSMs et
chaque équipe possede sa propre approche ce qui complique la comparabilité des résultats
expérimentaux. Plus encore, certains protocoles peuvent introduire des changements
génétiques et épi-génétiques dans des populations de CSMs en culture, altérant ainsi leurs
plasticités et potentialités.

1.3.2.3 Multipotence

Comme nous l'avons déja mentionné plus haut, les CSMs sont destinées a s'orienter
en différenciation vers des phénotypes de cellules des conjonctifs. Toutefois, dans les
années 2000 (99 @9 (30 G4 ] 3 & suggéré que les CSMs pouvaient également se
différencier en cellules nerveuses, épithéliales, hépatocytes ou cellules pancréatiques. Les
conditions expérimentales permettant d'envisager les aspects de plasticité cellulaire in vitro
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sont toutefois assez ¢loignées de la réalité intra-vitale. La différenciation des CSMs in vivo
est régulée par un micro-environnement tissulaire et est, de ce fait, beaucoup plus
complexe.

Méme si les CSMs d'origines orales et extra-orales partagent de nombreuses
caractéristiques (voir chapitre 1.4.3), il semble qu'il soit difficile d'orienter la
différenciation des progéniteurs mésenchymateux extra-oraux vers un phénotype trés
spécialis¢ comme celui des cellules des tissus dentaires et péri-dentaires, du fait de leur
origine ecto-mésenchymateuse probablement. Certaines données préliminaires (non
publi¢es) ont suggéré que des BMMSCs pouvaient se différencier en ostéoblastes et
cémentoblastes, mais beaucoup de questions restent posées.

1.3.3 Caractéristiques in vivo

Certaines propriétés des CSMs, particulierement porteuses en thérapeutique, ne
sont identifiables qu' in vivo. Elles concernent surtout les relations qu'elles entretiennent
avec le systéme immunitaire.

Il n'y a pas de consensus concernant les marqueurs qui pourraient identifier de
maniére fiable les CSMs in vivo. On ne peut, faute de mieux, qu'utiliser les marqueurs
évoqués ci-dessus (chapitre 1.3.2.2).

Il est particulierement intéressant de pouvoir « suivre » des CSMs introduites dans
un organisme afin d'avoir une idée précise sur leur distribution.

Lo Celso et coll. ®'» ont réussi a observer de fagon dynamique les CSMs au niveau
de la moelle osseuse de la calvaria chez des souris vivantes, grace a l'utilisation de la
microscopie confocale de trés haute résolution et I'imagerie bi-photonique. Ils ont étudié en
temps réel les relations entre les progéniteurs et les vaisseaux sanguins, les ostéoblastes et
la surface endostéale.

Toma et coll. ®* ont utilisé la microscopie « intra-vitale » pour observer des
phénomenes de capture des CSMs dans les micro-vaisseaux dans le but d'identifier leur
distribution apres un infarctus du myocarde.

1.3.3.1 Immuno-modulation

Les propriétés immuno-suppressives et ani-inflammatoires font partie des
caractéristiques les plus extra-ordinaires des CSMs *7- (59 @) En effet, les progéniteurs
mésenchymateux moduleraient la réaction immunitaire et donc 1'inflammation. Ici encore,
ce mécanisme n'est pas entiérement ¢lucidé.

Les CSMs expriment a leur surface peu de molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité de type 1 (CMH-1) et n'expriment pas du tout de CMH-2 *°?; par
conséquent elles n'activent pas de lymphocytes allogéniques ni xénogéniques, et donc ne
sont pas immunogénes ©Y. Cette caractéristique autorise les greffes allogéniques de CSMs
(par exemple dérivés du cordon ombilical ou du tissu adipeux).

De plus, il a ét¢ démontré la capacit¢ des CSMs de supprimer l'activation et la
prolifération des lymphocytes T et B en bloquant ces cellules dans la phase GO/G1 de leur
cycle cellulaire ©»- (67 76- (089 - Certains auteurs ®" proposent d'exploiter cette propriété
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dans le traitement du lichen plan — affection auto-immune de la muqueuse buccale médiée
principalement par les lymphocytes T CD8+. Une telle thérapeutique, basée sur 'apport
systémique ou local de CSMs médullaires, pourrait remplacer les traitements actuels a base
d'immuno-suppresseurs ayant des effets secondaires cytotoxiques importants.

Outre les effets sur les lymphocytes, les CSMs peuvent également interférer dans :

— la différenciation, la maturation et la fonction des cellules dendritiques par la
synthése des médiateurs tels que IL-6 et M-CSF & ;

— la maturation des monocytes “*7 ;

— la sécrétion de l'interféron-y et le TNF-a 47,

Les CSMs pourraient, par la synthése des molécules anti-inflammatoires, modifier
le micro-environnement du tissu endommagé pour ainsi le protéger 7%,

Du fait de leurs propriétés immuno-modulatrices, la transplantation des CSMs est
proposée dans le traitement de la maladie du greffon contre ’hote (GVH) (5D 199 et
pressenties pour traiter plusieurs maladies auto-immunes, comme le diabéte de type 1 %%,
le polyarthrite rhumatoide *, le lupus érythémateux ®*¥ et la sclérose en plaques 2,

1.3.3.2 Migration et domiciliation (« homing »)

Les CSMs résidant dans les tissus restent a un stade quiescent jusqu'a ce qu'elles
soient stimulées **”. Elles peuvent alors migrer vers les tissus endommagés pour y exercer
leurs effets thérapeutiques — c'est ce qu'on appelle le « homing » “¢- ©9- (68 Elles
effectueraient un passage passif dans les micro-vaisseaux pour y interagir directement avec
des cellules in situ et relarguer une large gamme des facteurs de croissance solubles et des
cytokines ©, 7 T 'efficacité de ce mécanisme dépendrait de I'action :

— des récepteurs et ligands spécifiques exprimés par les tissus endommagés, qui
non seulement faciliteraient 1'adhésion et l'infiltration des CSMs, mais aussi
assureraient un micro-environnement permettant 1'auto-renouvellement
cellulaire et le maintien de la multipotence “© ;

— des récepteurs aux intégrines, séléctines et chimiokines exprimés par les CSMs
et impliqués dans la traversée de I'endothélium ¢V .

Il est important de noter que les CSMs sont tres rares dans la circulation sanguine —
Kuznetsov et coll."® en ont trouvé uniquement chez 3 individus sur 66.

Barbash et coll. " ont étudié la distribution systémique des CSMs aprés leur
injection intra-veineuse. Les cellules se logeaient préférentiellement au niveau des
poumons, alors que les organes comme le cceur, le foie et la rate étaient colonisés par un
trés petit nombre de ces cellules.

Dans une étude de Li et coll. ®* les CSMs de la moelle osseuse injectées dans la
circulation sanguine chez le rat ont significativement amélioré les fonctions neurologiques
— elles ont montré une capacité a migrer dans les tissus cérébraux endommageés lorsqu'elles
avaient ét¢ administrées rapidement apres 1'installation d'une ischémie cérébrale.

Jusqu'a présent, aucune étude n'a démontré la migration oro-faciale ou dentaire des
CSMs administrées par voie intra-veineuse.
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1.3.3.3 Effet trophique et différenciation

Récemment, il a été¢ observé que les CSMs, par l'intermédiaire d'un effet sur la
trophicité tissulaire, pourraient jouer un role significatif dans la régénération "*> G'®, En
effet, apres leur transplantation, les CSMs contribueraient a la réparation tissulaire par la
sécrétion de molécules impliquées dans 1'homéostasie : des glycoprotéines solubles de la
matrice extra-cellulaire, les cytokines et les facteurs de croissance, qui sont responsables de

la réduction de l'inflammation ainsi que de la stimulation de la régénération tissulaire ©*
(37

Plotnikov et coll. @’ ont démontré in vitro la constitution des micro-connexions
sous forme des nanotubes entre les membranes cellulaires des CSMs et des cardiomyocytes
qui permettent a ces cellules d'échanger leurs organelles (mitochondria ou d'autres
composants cytoplasmatiques). Le role de ces connexions dans la régénération tissulaire
n'est pas encore clarifié.

Les connaissances actuelles laissent apparaitre que les CSMs greffées, induites par
une série des signaux locaux, pourraient se différencier en au moins 3 types cellulaires :

— des cellules spécifiques du tissu endommagé ; par exemple les CSMs peuvent
donner des cardiomyocytes, des cellules musculaires lisses ou des cellules
endothéliales vasculaires, dans le cas d'une maladie touchant le muscle cardiaque
(19), (124), (282) .

;

— des cellules fonctionnelles du tissu local qui participeraient au micro-
environnement du tissu endommagé %,

— des cellules régulatrices, qui contribueraient a la régénération tissulaire par la

sécrétion des cytokines possédant des fonctions trophiques et immuno-modulatrices
(10)

Les mécanismes moléculaires et environnementaux qui controlent la différenciation
des CSMs ne sont encore pas bien connus. Plusieurs hypothéses ont été proposées. Dennis
et coll. ™ suggérent que les CSMs posséderaient des génes de réserve qui, en s'exprimant
différentiellement en fonction de l'environnement, pourraient orienter la différenciation
vers une lignée cellulaire spécifique. Phinney et Prockop *™” proposent I'hypothése selon
laquelle les CSMs seraient équipées de protéines motrices et d'un arsenal protéolytique qui
favoriserait leur interaction et leur réponse a des signaux provenant de la matrice extra-
cellulaire, et ainsi leur différenciation. Selon Moore et Lemischka **® c'est l'interaction
entre les CSMs et leur niche qui maintient leurs propriétés. Cette niche est constituée des
cellules stromales, de molécules-signaux, de la matrice extra-cellulaire et de molécules

d'adhésion. Une fois que la cellule quitte sa niche, elle s'engagerait dans la différenciation
(308)
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1.4 Cellules stromales mésenchymateuses issues des tissus
de la cavité orale

A l'exception des progéniteurs améloblastiques, toutes les cellules progénitrices
impliquées dans l'odontogenése sont d'origine mésenchymateuse, ou plus précisément
ecto-mésenchymateuse. D'ailleurs, les tissus dentaires et péridentaires sont considérés
comme une source riche en cellules mésenchymateuses '*”. En odontologie, la recherche
orientée sur la biologie des CSMs représente un grand espoir en terme de régénération des
tissus oraux-faciaux.

1.4.1 Rappels sur I'odontogenese

Chez I'adulte, les mécanismes impliqués dans la cicatrisation sont une reproduction
plus ou moins fidéle des événements li€s au développement. Optimiser les phénomeénes de
régénération des tissus conjonctifs sous entend donc de maitriser les processus biologiques
inhérents a leur formation. L'émail est la seule structure dentaire ayant une origine
ectodermique, alors que les autres composants de la dent et le parodonte sont formés par
les cellules ecto-mésenchymateuses %7,

Le développement des dents lactéales et permanentes résulte d'une série
d'interactions réciproques de 1'épithélium oral avec 1'ecto-mésenchyme sous-jacent @72- (163
(56), (340)

Au cours de la cinquiéme semaine de la vie intra-utérine, I'odontogenéese débute
grace a l'induction primaire - interaction entre les cellules des crétes neurales ayant
migrées dans le mésenchyme du premier arc et 1'épithélium oral ou épiblaste stomodéal
@ Alors que 1'épithélium fournit les informations de position, le mésenchyme sous-jacent
est responsable de la régulation et de la différenciation cellulaires ®. Cette induction
provoque une modification de la couverture épiblastique ou on observe l'apparition d'un
épaississement en forme de fer a cheval, qui court tout le long de la future arcade et en
regard de laquelle 1'écto-mésenchyme se concentre : c'est la créte épithéliale primitive. Une
lame dentaire, puis un renflement épithélial coiffé d'ectomésenchyme, le bourgeon, se
forme. La lame dentaire va ensuite involuer assez vite, mais elle sera encore capable de
donner naissance a de nouvelles lames, de remplacement, a 1'origine des bourgeons des
dents définitives .

C'est a partir des stades ultérieurs, de « cupule » puis de « cloche », que 1'on peut
distinguer 3 entités anatomo-fonctionnelles au niveau du germe (Figure 9) :

— l'organe de I'émail (structure épithéliale) ;

— la papille primitive (structure ectomésenchymateuse), qui sera a I'origine des
odontoblastes, de la dentine et de la pulpe ;

— le follicule fibreux (structure ectomésenchymateuse), qui sera a l'origine de
I'ancrage alvéolo-dentaire c'est a dire le cément, l'os alvéolaire et le
desmodonte.
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Figure 9 : Schéma simplifié de l'odontogenese (259). (LD) lame dentaire, (CCN) cellules des crétes neurales,
(EOD) papille primitive, (OE) organe de l'émail, (ZR) zone de réflexion.

L'organe de 1'émail comprend 4 grands ensembles cellulaires:

— 1'épithélium adamantin externe (EAE) limité a I'extérieur par la lame basale
(LB), correspond a une couche de cellules cuboides qui constituent la cape
externe de I'organe de 1'émail ;

— 1'EAE a son pdle apical se réfléchit et devient 1'épithélium adamantin interne
(EAI) qui décrit une courbe concave vers le mésenchyme papillaire dont il est
séparé par la lame basale (LB) ;

— 1'E.A.L est surmont¢ par le stratum intermédium, formé de plusieurs couches
de cellules presque contigués et orientées parallélement a la LB ; il forme avec
I'EAT un complexe fonctionnel tout au long de 1'amélogenése;

— le réticulum étoilé se compose de cellules dont l'aspect est proche de celui du
SI et constitue la masse cellulaire la plus importante.

Les odontoblastes, formés a partir des progéniteurs mésenchymateux papillaires,
sécrétent la matrice dentinaire et migrent de facon centripéte. Il existe une induction de
I'odontoblaste vers I'épithélium, qui permet sa différenciation en améloblastes.
L'améloblaste sécréteur de la matrice de I'émail migre de fagon centrifuge, puis les cristaux
se déposent et forment 1'émail. C'est lorsqu'une grande partie des tissus durs coronaires
sont déposés qu'on assiste a l'accolement de I'EAE et de I'EAI au niveau de la zone de
réflexion pour former la gaine épithéliale de Hertwig von Brunn . Le déroulement de
la gaine aboutit a la formation de la plus grande partie de la racine (2/3 a 3/4). Elle va
sécréter des facteurs protéiques (dont des amélogénines et des BMPs) a destinée des CSMss
de la papille primitive et du follicule fibreux, afin d'induire la différenciation des
odontoblastes radiculaires d'une part, et des cellules du parodonte profond, d'autre part.
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La cémentogenése débute avec la fragmentation de la gaine qui s'écarte de la dentine
radiculaire, s'étire et se fragmente en ilots épithéliaux de Malassez circonscrits par la LB et
qu'on retrouve chez l'adulte dans le ligament “”. Dés que la gaine se fragmente, la surface
dentinaire est colonisée par les progéniteurs mésenchymateux folliculaires — les futurs
cémentoblastes, qui vont assurer la synthése de la matrice du cément. Cette matrice va se
minéraliser en servant de support au dépot des sels minéraux. La cémentogenese est un
processus constant tout au long de la vie.

L'os alvéolaire est défini comme le prolongement de 1'os basal. Ses limites sont
impossibles a tracer, le seul repere reste la dent. C'est une formation a type d'ossification
membranaire, indissociable de la racine et de la dent par I'intermédiaire de I'ancrage.

Le ligament parodontal ou desmodonte est 1'espace conjonctif délimité d'un coté par
la paroi osseuse alvéolaire et de I'autre par la paroi cémentaire. C'est 1'« investing layer » —
la couche interne du follicule dentaire qui serait a 1'origine du cément et du ligament. Les
jeunes fibroblastes du follicule fibreux vont prendre un aspect sécréteur et assurer la
synthése, le remodelage et le renouvellement des structures fibrillaires collagéniques du
ligament parodontal. De plus, au niveau du diaphragme épithélial de la racine en formation,
les populations cellulaires du ligament nouvellement formé sont enrichies de cellules
progénitrices mésenchymateuses. Les cellules filles de ces progéniteurs migrent en direction
coronaire et donnent les fibroblastes a 'origine du collagéne desmodontal ©2,

Le follicule fibreux joue un role primordial dans la formation du cément, du ligament
parodontal et de 1'os alvéolaire car il contient des précurseurs mésenchymateux multipotents,
dont les descendants sont retrouvés chez l'adulte, dans le desmodonte ©2- 39,

En conclusion de ce rappel, notons que I'émail est la seule structure qui ne contient
pas de cellules progénitrices, car les améloblastes disparaissent apres 1'éruption dentaire, ne
laissant donc aucune possibilité de thérapie cellulaire concernant les tissus ectodermiques.
Le complexe pulpo-dentinaire et le parodonte profond par contre, se forment grace a
lI'implication des CSMs, dont le role est omniprésent, aussi bien en tant qu'éléments
inducteurs que compétents. Nous verrons ci-apreés qu'il existe au niveau des structures
orales chez I'adulte, des CSMs qui dérivent directement des progéniteurs des
odontoblastes, cémentoblastes, fibroblastes du ligament et ostéoblastes alvéolaires et qui
sont susceptibles de répondre, en régénération, comme avaient pu le faire leurs
antécesseurs pendant le développement.
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1.4.2 CSMs d'origine orale

Les cellules stromales mésenchymateuses ont ét¢ mises en évidence au cours des
dix derni¢res années, au niveau des tissus dentaires et péri-dentaires dont (Figure 10):

— la pulpe dentaire "*”, les DPSCs (pour « Dental pulp stem cells ») ;

— la partie apicale du mésenchyme pulpaire (la papille) ®**, les SCAPs (pour « Stem
cells from apical papilla ») ;

— le desmodonte ®'?, les PDLSCs (pour « Periodontal ligament stem cells ») ;

— le follicule entourant le bourgeon dentaire ***, les DFSCs (pour « Dental follicle
stem cells ») ;

— les dents lactéales exfoliées **, les SHEDs (pour « Stem cells from human
extracted diciduous teeth ») ;

— l'os alvéolaire et le périoste ©”, les BMSCs ou BMMSCs (pour « Bone marrow
stem cells ») ;

— la gencive attachée “*, les OMSCs (pour « Oral mucosa stem cells »).

DPSCs SHED

S — e - Il'"\ v BMSCS

Figure 10 : Cellules stromales mésenchymateus;s orales (94)

Les CSMs d'origine orale ont été isolées et cultivées selon des conditions bien
définies, et ont un potentiel d'utilisation dans 1'ingénierie tissulaire incluant la régénération
des tissus dentaires et de 1'os - @3- 9 Ces cellules sont morphologiquement identiques
aux CSMs archétypales issues de la moelle osseuse hématopoiétique *?.

Elles présentent des caractéristiques communes a toutes les CSMs @71 (79 (334). 80). @),

(130), (229), (326), (210) .

— l'auto-renouvellement,

— la différenciation en lignées mésodermiques,
— la clonogénicité,

— un phénotype de surface déterminé,

— I'immuno-modulation,

— les effets trophiques,

— la cryo-préservation.



31

Pour chaque type de CSMs d'origine orale vont étre décrites la source, puis les
caractéristiques de ces cellules in vitro et leur potentiel in vivo.

1.4.2.1 Progéniteurs mésenchymateux pulpaires

Les cellules progénitrices pulpaires (« DPSCs » pour « dental pulp stem cells »)
peuvent étre isolées a partir du tissu pulpaire (Figure 11). Elles ont été mise en évidence en
2000 par Gronthos et coll. *” et font partie du contingent cellulaire du tissu pulpaire, avec
les odontoblastes, fibroblastes, macrophages et lymphocytes ®®. Shi et Gronthos ©'® ont
montré qu'elles résidaient dans les régions péri-vasculaires et péri-nerveuses.

Les sources possibles de DPSCs peuvent étre les dents incluses ou les pulpes saines
extirpées aprés une pulpectomie indiquée dans une stratégie thérapeutique .

: / L BT R s
Figure 11 : Prgéniteurs mésenchymteux pulpaires (11éme jour de culture)(409)

Dans la pulpe dentaire il existe des sous-populations de cellules progénitrices, qui
sont différentes en ce qui concerne leur capacité d'auto-renouvellement, la vitesse de
prolifération et le potentiel de différenciation '*-139- 33D Elles ne perdent pas leur capacité
de différenciation, méme aprés un stockage dans I'azote liquide 6" 7,

Les colonies cellulaires formées par les DPSCs sont hétérogeénes en densité, ce qui
suggere que chaque clone cellulaire posséde un rythme de croissance différent et que la
population initiale est elle-méme hétérogéne *”. On observe également différentes
morphologies et tailles des cellules.

Bakopoulou et coll. ‘7 ont prélevé les CSMs a partir de la pulpe de troisiémes
molaires incluses et ont démontré leur différenciation en cellules assimilées a des
odontoblastes, possédant un fort potentiel de minéralisation et donnant in vitro une
structure de dentine organisée tri-dimensionnelle.

En plus de leur potentiel dentinogénique, des sous-populations de DPSCs possedent
les capacités de différenciation en adipocytes ou cellules nerveuses, en exprimant a leur
surface les marqueurs respectifs de ces lignées et en adoptant leur morphologie "*. Les
études de Laino et coll.*?- Y Zhang et coll.®® et d'Aquino et coll.“” ont démontré les
capacités ostéogéniques, chondrogéniques et myogéniques des DPSCs.

In vivo, les DPSCs mélangées avec de 'hydroxyapatite/phosphate tricalcique et
transplantées chez la souris immunodéficiente, forment des complexes pulpo-dentinaires,
dans lesquels un tissu pulpaire est entouré par une rangée d'odontoblastes producteurs de
dentine dont la structure ressemble a celle de la dentine naturelle et s’épaissit avec le temps
(30D (Figure 12). Des expériences chez le lapin confirment ces résultats .
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Figure 12 : Formation du complexe pulpo-dentinaire par les DPSCs transplantées chez la souris (21):(4) A
J+4 semaines différenciation des DPSCs en odontoblastes (fleches blanches) producteurs de dentine a la
surface du biomatériau (HA). (B) J+8 semaines. (C) J+16 semaines. (D) DPSCs forment une nouvelle
dentine réparatrice (ND), BV=vaisseaux sanguins . (E,F) Preuve de l'origine humaine de la nouvelle dentine

réparatrice (ND) expression de DSPP, grdce a la technique d'immuno-histochimie ; CT=tissu conjonctif.

Almushayt et coll.® ont démontré que la DMP1 (protéine matricielle non-
collagénique dentinaire) favorise significativement la différenciation des DPSCs en
odontoblastes et la formation de la dentine tertiaire réparatrice sur le tissu pulpaire exposé.
L'induction des DPSCs en odontoblastes peut étre ¢galement obtenue grace au facteur de
croissance TGFB1 seul ou en combinaison avec le FGF2 4V,

Les DPSCs peuvent se différencier in vitro en ostéoblastes a 1'origine d'os autologue
vivant (désigné dans la littérature internationale comme « LAB » pour « living autologous
fibrous bone tissue) P, alors qu'in vivo, une sous-population ayant un potentiel
ostéogénique a été identifice *7-C77,

Carinci et coll. “? ont étudié in vitro les profils génétiques des ostéoblastes
normaux avec ceux formés a partir des DPSCs. Méme si les deux phénotypes sont
considérés comme « normaux », les différences ont été trouvées au niveau de I'expression
de certains génes, comme ceux responsables de la différenciation, la maturation, 1'adhésion
et la production du cytosquelette cellulaire.

D'Aquino et coll.®® ont démontré l'influence des DPSCs sur l'angiogenése et
Pierdomenico et coll. " leurs effets immuno-suppressifs.

Les DPSCs peuvent exprimer les marqueurs neuronaux et méme se différencier en
neurones, ce qui suggere leur utilisation possible en thérapie cellulaire des maladies
cérébrales @ Ceci peut s'expliquer par leur origine ectomésenchymateuse. Dans une
étude récente 'Y, les DPSCs étaient transplantées dans le liquide cérébro-spinal du rat,
chez lequel une I¢€sion avait ét¢ induite. Ces cellules ont migré dans de différentes régions
du cortex et ont exprimé les marqueurs neuronaux spécifiques. Les DPSCs s'integrent donc
dans le cerveau de I'hote et peuvent servir de source tres utile neuro et glio-genique in vivo.



33

En odontologie, on connait depuis longtemps le potentiel de régénération a long
terme des cellules progénitrices pulpaires adultes, qui peuvent produire de la dentine
tertiaire, souvent recherchée en thérapeutique. L'application d'hydroxyde de calcium, parmi
d'autres produits, peut induire la différenciation des progéniteurs pulpaires en
odontoblastes. Prescott et coll. ®” ont donc proposé l'utilisation de DPSCs en fond de
cavité dans le but de traiter les perforations du plancher pulpaire.

Le potentiel de différenciation spontanée des progéniteurs pulpaires suggere
fortement leurs possibles applications en médecine régénérative. Cependant il est
important d'ajouter qu'au niveau des tissus dentaires, le nombre de cellules progénitrices
diminue avec l'age de l'individu. La pulpe se rétracte avec les années et présente parfois les
signes de dégénérescence — cette source serait donc inutilisable chez une personne adulte a
un age avancé. En effet, des études récentes ont prouvé que les CSMs « agées » perdent
leur potentiel de différenciation odontogénique et de prolifération ¢*.

1.4.2.2 Cellules mésenchymateuses issues de la partie apicale de
mésenchyme pulpaire

Il a été décrit récemment la présence de cellules mésenchymateuses immatures
dans la partie apicale de la papille primitive d'une dent en développement (« SCAPs » pour
« stem cells from apical papilla ») (Figure 13) ©*. Ici encore les troisiémes molaires
incluses peuvent en étre la source.

Figure 13 : Localisation de la partie apicale de la papille primitive d'une dent extraite immature (153)

In vitro, elles peuvent se différencier en odontoblastes et adipocytes, et expriment
les marqueurs neuronaux > ),

In vivo, transplantées chez la souris immuno-déficiente, elles génerent un complexe
pulpo-dentinaire typique, comme les progéniteurs pulpaires. On pourrait donc s'interroger
sur la différence entre SCAPs et DPSCs. Les SCAPs sont les précurseurs de la pulpe
radiculaire. Quand la papille primitive coronaire devient pulpe camérale, les SCAPs
deviennent DPSCs de la racine. In vitro il existe quelques différences entre ces deux
populations *¥. Du fait de leur immaturité, les SCAPs sont supposés constituer une
meilleure source pour la régénération tissulaire. En effet, elles se différencient en
odontoblastes responsables de la formation de la dentine radiculaire, alors que les DPSCs
sont & l'origine des odontoblastes producteurs de la dentine réactionnelle ",
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1.4.2.3 Progéniteurs mésenchymateux desmodontaux

Le ligament parodontal, qui fait la connexion entre 1'os alvéolaire et le cément,
contient également les cellules progénitrices répondant aux criteres des CSMs
(« PDLSCs » pour « periodontal ligament stem cells), qui possedent le potentiel de former
les structures parodontales, comme le cément, 'os alvéolaire et le desmodonte ©'?-#22- (159,
Elles peuvent étre récupérées a la surface des racines des dents avulsées.

In vitro, selon les conditions de culture, les PDLSCs peuvent se différencier en
ostéoblastes, chondroblastes, cémentoblastes et adipocytes (120- 10: 370 G12),

Dans une étude in vivo de Trubiani et coll. ®**, les progéniteurs desmodontaux ont
¢été transplantés chez la souris immuno-déficiente et ont permis la formation d'une structure
ayant les caractéristiques du cément et du desmodonte. Ils ont aussi formé de I'os
aprésbadjonction d'une matrice tri-dimensionnelle.

Les fibres collagéniques de type I générées in vivo par les PDLSCs transplantées,
sont capables de créer des connexions avec le tissu cémentaire néo-formé qui miment la
facon dont s'attachent physiologiquement les fibres de Sharpey. De plus, I'implication de
ces cellules en régénération osseuse alvéolaire a été évoquée ©'? (Figure 14).
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Figure 14 : Formation d'un tissu assimilé au cément et des fibres collagéniques chez la souris immuno-
déficiente par les PDLSCs (4,B) et du parodonte chez le rat immuno-déficient (C,D,E).c=cément avec les
fibres de Sharpey en pointillé jaune, (B) les fleches montrent les fibres collagéniques, (C,D,E) localisation des
PDLSCs grdce a l'immuno-histochimie (STRO-1) dans le ligament parodontal (PDL) (312).

Liu et coll. @' ont utilisé les progéniteurs desmodontaux autologues pour traiter les
lésions parodontales induites chez le cochon miniature. Les PDLSCs transplantées se sont
avérées capables de régénérer les tissus parodontaux.
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Combinées avec les cellules progénitrices de la papille (SCAPs) provenant des
troisiémes molaires incluses et mélangées a un support d'hydroxyapatite/phosphate
tricalcique (HA /TCP), les PDLSCs ont été transplantées chez les jeunes cochons
miniatures, dans une étude de Sonoyama et coll. . Une ébauche de racine et du
parodonte a ¢ét¢ formée, capable de supporter une couronne céramique — une « dent

hybride » fonctionnelle a été créée (Figure 15).
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Figure 15: La « dent hybride » de Sonoyama et coll.(325) :A) Incisive inférieure porcine extraite et le
« scaffold » de HA/TCP en forme de racine, chargé en cellules SCAPs. (B) Implantation dans l'alvéole vide
de la racine artificielle HA/SCAP recouverte de gel contenant des cellules PDLSCs.(C,D) Forage a
l'intérieur de la racine et mise en place d'un matériau pour la fixation future de la couronne en céramique.
(E) Suture hermétique et mise en nourrice pendant 3 mois. (F) Réouverture du site. (G,H) Scellement d'une
couronne céramique sur la racine artificielle. (IJ) A J+4 semaines, la couronne reste fonctionnelle et en
place. (K) A J+3 mois, le scanner montre au niveau de l'implant une formation de tissu dur et un espace
autour. (L) Analyse histologique montre une formation dentinaire a l'intérieur de l'implant (D=dentine) et un
ligament parodontal (PDL) a l'extérieur de l'implant. (N) Mesure de la résistance a la compression . la
nouvelle racine (BR) montre une meilleure réponse aux forces que le « scaffold » au début de l'expérience
(HA), mais posséde toujours une plus faible résistance que la racine porcine naturelle (NR).

1.4.2.4 Progéniteurs mésenchymateux folliculaires

Il s'agit des cellules d'origine ectomésenchymateuse contenue dans le follicule
entourant le bourgeon dentaire en développement (« DFSCs » pour « dental follicle stem
cells »).

Les DFSCs peuvent étre récupérées a partir des dents incluses (souvent les
troisiémes molaires) ©’?. Cette source apparait comme assez réaliste en terme
d'accessibilité, car l'avulsion des dents de sagesse pour des raisons orthodontiques est
fréquente. Les progéniteurs folliculaires posseédent les caractéristiques primordiales des
CSMs avec des propriétés d'immuno-modulation et une capacité de former des colonies qui
peuvent étre maintenues en culture pendant 15 passages ).

In vitro elles peuvent acquérir les caractéristiques des odontoblastes,
cémentoblastes, ostéoblastes, chondrocytes, myoblastes et neurones @*- (13,
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Il a été a montré une grande hétérogénéité dans la population des DFSCs @' (3D,
Les auteurs ont cloné différentes lignées cellulaires afin de les analyser. Chaque population
clonée s'est avérée posséder des caractéristiques uniques: une avait une activité
proliférative importante, alors qu'une autre se caractérisait par une minéralisation accrue a
un stade indifférencié ce qui suggere 1’existence de sous populations déja déterminées dans
le follicule.

Les DFSCs humaines expriment a leur surface les récepteurs aux BMPs et le
marqueur des cellules multipotentes STRO-1 “"Y, Ces cellules possédent les propriétés
similaires aux progéniteurs desmodontaux, qui en dérivent.

Selon Handa et coll. *® les DFSCs sont clairement précurseurs de cémentoblastes.
Apres transplantation, des DFSCs bovines ont généré du cément et du ligament.

Les cellules progénitrices folliculaires, tout comme les SCAPs, constituent une
population issue des tissus en développement, qui pourraient, de part une trés grande
plasticité, représenter une alternative a I'utilisation des progéniteurs mésenchymateux
pulpaires et desmodontaux.

1.4.2.5 Progéniteurs mésenchymateux issus des dents lactéales
exfoliées

Les dents lactéales exfoliées sont une source relativement accessible de CSMs
adultes “*” (« SHEDs » pour « stem cells from human extracted deciduous teeth »). Ces
cellules peuvent étre récupérées a partir du tissu pulpaire caméral des dents lactéales. Elles
proliférent beaucoup plus vite que les progéniteurs pulpaires et possedent la plus grande
capacité de doublement de population (supérieure & 140) parmi les CSMs recensées !,

In vitro, dans différentes conditions, elles peuvent se différencier en ostéoblastes,
odontoblastes, adipocytes, chondroblastes, myoblastes ou neurocytes @ (172,

In vivo, ces progéniteurs multipotents forment les odontoblastes, directement
associés avec un tissu possédant une structure dentinaire, mais contrairement aux
progéniteurs pulpaires, elles sont incapables de régénérer complétement les complexes
pulpo-dentinaires “** . Sakai et coll. ® ont également démontré la différenciation des
SHEDs en cellules endothéliales fonctionnelles.

Une des caractéristiques frappantes des SHEDs est leur trés fort potentiel d'ostéo-
induction in vivo, dans les expériences chez la souris. En effet, ces cellules peuvent réparer
les 1ésions osseuses de la calvaria, avec une néo-formation osseuse considérable C'3 G139
(Figure 16).
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Figure 16: Analyse histologique de la transplantation des SHEDs sur un  support
d'hydroxyapatite/phosphate tricalcique (HA) au niveau des lésions osseuses de la calvaria chez la souris
immuno-déficiente (313) : (AC) Coupes controles négatives avec uniquement du tissu conjonctif (CT). (BD)
Coupes avec le transplant des SHEDs montrant une néo-formation osseuse (B).

Govindasamy et coll. “** ont induit les SHEDs a exprimer la nestine — un
marqueur du tissu nerveux, ce qui laisse penser qu'elles pourraient étre utilisées dans le
cadre de traitement des maladies neuro-dégénératives (comme la maladie de Parkinson).

1.4.2.6 Progéniteurs d'origine alvéolaire et périostée

Le périoste présente de remarquables capacités de régénération. Les propriétés des
progéniteurs périostés ont été comparées avec celles des progéniteurs de la moelle osseuse
dans une étude de Cicconetti et coll. ©” qui ont travaillé sur des échantillons de tubérosité
maxillaire et du périoste mandibulaire humain. Les deux échantillons contenaient des
cellules a fort potentiel ostéogénique in vitro et présentaient des profils phénotypiques
similaires. Aprés une transplantation in vivo, elles ont été capables de former de I'os.

Mizuno et coll.**® ont utilisé le périoste autologue prélevé a la mandibule chez le
chien. Il a été mis en culture afin d'obtenir des « membranes » qui ont été ensuite
implantées dans des lésions parodontales crées artificiellement. Aprés 3 mois et une
analyse radiologique et histologique, de 1'os néoformé a été mis en évidence. Ces études
montrent que les progéniteurs périostés pourraient constituer une source intéressante de
CSMs orales, en particulier en régénération osseuse.

A la recherche d'une méthode de préleévement des CSMs la moins invasive possible,
les chercheurs ont imaginé l'utilisation de l'os alvéolaire en récupérant ce tissu lors d'un
forage implantaire ©”. Park et coll. ®*y voient un grand avantage par rapport aux autres
techniques plus invasives (Figure 17).
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Figure 17 : Photographies c_lini-qites de la technique de récupérati(_)n_ d'os alvéolaire lors d'une
ostéotomie implantaire avec un foret récupérateur d'os (263).

1.4.2.7 Progéniteurs mésenchymateux d'origine gingivale

Une population de CSMs a été identifiée au niveau de la lamina propria de la
gencive attachée ®* (« OMSCs » pour « oral mucosa-derived stem cells »). Ces cellules
proliférent plus vite que les progéniteurs de la moelle osseuse tout en possédant des
capacités de différenciation similaires ®*9.

Marynka-Kalmani et coll. ®" ont démontré le potentiel de différenciation trés
ubiquitaire des cellules progénitrices gingivales humaines. Leur injection systémique est
suivie d'une migration de ces cellules vers la lésion (le « homing ») ou elles contribuent a
sa réparation ©*7.

La multipotence, la facilité d'isolation, l'expansion rapide ainsi que l'abondance
constituent un grand avantage des CSMs gingivales par rapport aux autres sources de
CSMs orales, néanmoins les études actuellement disponibles n'ont pas fait état de leur
utilisation en thérapie cellulaire.

1.4.2.8 Résumé des caractéristiques communes des CSMs
orales

Globalement les CSMs d'origine orale peuvent se différencier in vitro en:
ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes, myoblastes et neurones. Les progéniteurs
pulpaires, papillaires et issus des dents lactéales peuvent en plus synthétiser une matrice
dentinaire, alors que les progéniteurs desmodontaux et folliculaires sont susceptibles quand
a eux, de se différencier préférentiellement en cémentoblastes.

Le tableau suivant synthétise les propriétés des cellules stromales
mésenchymateuses d'origine orale (Tableau 2).
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CSMs ORALES FORMATION TISSULAIRE IN VIVO
Pulpaires (DPSCs) - complexe pulpo-dentinaire ;
- tissu osseux ;
- tissu adipeux

Papillaires (SCAPs) - complexe pulpo-dentinaire ;

Desmodontales (PDLSCs) - tissu assimilé au desmodonte et au cément ;

- tissu osseux
Folliculaires (DFSCs) - tissu assimilé au desmodonte et au cément ;
- tissu osseux
Dents lactéales (SHEDs) - odontoblastes associés a une structure dentinaire ;
- tissu osseux
Alveolaires et periostees  ERINIINNY=IN
(BMMSCs) - tissu cartilagineux

- tissu musculaire

Gingivales (OMSCs) - tissu osseux
- tissu cartilagineux
- tissu adipeux

Tableau 2 : Caractéristiques in vivo des CSMs orales (94).

1.4.3 Comparaison des CSMs d'origines orales et extra-orales

Différentes sources de cellules progénitrices mésenchymateuses, orales ou extra-
orales, seraient théoriquement disponibles pour la thérapie cellulaire. Chacune posséde des
avantages et des inconvénients. Les CSMs d'origine orale sembleraient étre les plus
adaptées a une régénération des tissus dentaires et parodontaux grace a leur origine ecto-
mésenchymateuse ®Y. Pourtant il a été montré que des tissus dentaires pourraient étre
régénérés également a partir de progéniteurs multipotents adultes non-dentaires % ¢7
(Tableau 3), méme s'il semble qu'ils aient moins d'affinité naturelle pour les tissus de la
cavit¢ orale que les CSMs céphaliques, probablement a cause de leur origine
embryogénétique tres €loignée. Pourtant, un prélevement extra-oral de cellules pourraient
pallier le faible contingent disponible au niveau des tissus dentaires chez l'adulte, et ainsi
¢viter une expansion en culture prolongée.

LES SOURCES DES CSMs PROPOSEES POUR L'UTILISATION EN ODONTOLOGIE

SOURCES ORALES SOURCES EXTRA-ORALES

pulpe et mésenchyme pulpaire moelle osseuse
parodonte et follicule tissu adipeux
dents lactéales cordon ombilical
os et périoste alvéolaire

gencive

Tableau 3 : Sources orales et extra-orales des CSMs proposées pour l'utilisation en odontologie (94).

Les cellules progénitrices mésenchymateuses de la moelle osseuse issues de la créte
iliaque ont déja fait I'objet d'essais préliminaires thérapeutiques lors des élévations de sinus
G196 et en régénération des 1ésions parodontales.
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Les BMMSCs provenant de la créte iliaque (origine enchondrale) se caractérisent
par un potentiel ostéogénique qui diminue avec l'age, contrairement aux BMMSCs issues
de l'os alvéolaire (origine membranaire) ®Y. Ces données suggérent que l'origine
embryonnaire est susceptible de conditionner le potentiel des CSMs. De ce fait, il semble
judicieux, afin de régénérer des structures orales, de prélever des CSMs dans la moelle
osseuse mandibulaire, méme si elles ont sont moins nombreuses que dans la créte iliaque
(166 Toutefois en pratique, ces procédures invasives restent délicates a envisager du fait des
co-morbidités liées au prélévement.

Les CSMs issues du tissu adipeux (les AMSCs) ont été étudiées, surtout dans le
domaine de la régénération osseuse *'®, mais aussi en régénération parodontale ©* et
pulpaire Y. Cette source de CSMs est intéressante non seulement pour la facilité de
prélévement (qui se fait sous anesthésie locale) et la quantité des cellules récupérées, mais
aussi car elle constitue une réserve des CSMs lorsque la moelle osseuse est appauvrie (cas
d'ostéonécrose, d'irradiation ou chez la personne agée).

Les CSMs issues du sang du cordon sont susceptibles d'étre utilisée théoriquement
en régénération des structures orales; néanmoins, comme elles nécessitent d'étre
cryoconservées afin d'étre utilisées peu d'auteurs envisagent leur utilisation dans ce
contexte.

D'autres sources, plus anecdotiques ont ét¢ étudiées :
— les odontomes ©*¥ ;

— le follicule pileux chez la souris ©*®.

Depuis la découverte des iPSc, certains imaginent déja leur utilisation pour
régénérer une dent ®?. La gencive, trés souvent réséquée lors d'une chirurgie, constitue une
source potentielle intéressante des iPSc “*® (Figure 18).

Figure 18: Genese des iPSc a partir du tissu gingival.(4) Résection gingivale pré-implantaire.(B) Isolation

des fibroblastes gingivaux adhérents au plastique.(C) iPSc formées a partir des fibroblastes manipulés
geénétiquement (93).
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2. LA THERAPIE CELLULAIRE - UTILISATION DES
CSMs EN MEDECINE REGENERATIVE

21 Rappels sur la  physiopathologie de Ila
cicatrisation/régénération (exemples des parodontopathies
et pulpopathies)

La régénération est un processus physiologique remarquable dans lequel un tissu
endommagé résiduel se reconstitue. Certains invertébrés peuvent régénérer rapidement et
efficacement leurs tissus, alors que la majorité des vertébrés sont incapables de régénérer
un organe en entier, méme s'ils ont toutes les informations nécessaires pour générer un
tissu, acquises lors du développement embryonnaire ®*”. L'exemple le plus frappant de la
régénération d'un organe chez les mammiferes reste celle des bois d'un élan, et chez les
humains, la régénération du foie aprés une hépatectomie partielle 7.

Le régénération des conjonctifs est indissociable et dépendante de la réaction
inflammatoire qui la précede.

La réaction inflammatoire constitue une réponse normale de l'organisme face a
une agression. Elle tend a éradiquer 1'agresseur et rétablir 'homéostasie. Elle passe toujours
par les étapes suivantes ©¥:

— phase vasculo-sanguine avec une congestion, cedéme, formation du clou
plaquettaire et surtout avec un passage (essentiellement) des polynucléaires
neutrophiles vers la zone 1ésée ;

— phase cellulaire avec une prolifération macrophagique et néovascularisation sur le
site — cet ensemble correspondant au granulome inflammatoire ;

— phase de détersion (évacuation du foyer inflammatoire) par la phagocytose,
cytolyse et résorption de 1’cedéme par la voie lymphatique ;

— phase de réparation : la coaptation épithéliale, la formation d'un bourgeon charnu
(réparation conjonctive) puis maturation qui représente lorsqu’elle se déroule
normalement, la phase de reconstruction de tissus fonctionnels.

Les derniéres phases sont accompagnées d' un recrutement des progéniteurs %,

La cicatrisation est 1'étape qui cloture la réaction inflammatoire (elle en fait partie)
et correspond a une réparation des tissus endommagés (réparation conjonctive et
¢pithéliale dans le cas d'une plaie muqueuse ou cutanée). Cette réparation est souvent
incompléte et laisse une cicatrice fibreuse — la fonction est restaurée, mais pas l'architecture
initiale du tissu.

On parle d'une régénération lorsque l'architecture normale et fonctionnelle des
tissus est rétablie ad integrum — un processus beaucoup plus complexe et difficile d'obtenir
en thérapeutique ®. Certains estiment que la régénération compléte des 1ésions dans les
tissus post-nataux est impossible sans cicatrice ¢,

Les tissus dentaires a I'exception de 1'émail, possedent des capacités de régénération
qui dépendent strictement de la compétence de leurs CSMs endogenes (prolifération,
migration, différenciation et synthése de la matrice extra-cellulaire) ©.
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Dans 1'exemple d'une 1€sion parodontale traitée selon les thérapeutiques proposées
actuellement, la réparation correspond a la formation d'une ré-attache (avec risques
d'ankylose, fibrose...), alors que la régénération s'accompagne de l'obtention d'une nouvelle
attache (avec récupération de tous les composants du parodonte profond). La formation
initiale du caillot sanguin provoque une cascade d’événements qui ont, dés les premicres
minutes apres l'agression, pour but le recrutement des cellules de I’immunité, mais aussi
des progéniteurs mésenchymateux. L'anatomie de la Iésion parodontale joue un réle dans le
maintien du caillot “’®. Le schéma ci-dessous (Figure 19) illustre la dynamique des
événements impliqués dans la cicatrisation des 1€sions infra-osseuses parodontales.

Lambeai1

Progéniteurs

L

Fibrose Y
Résorption A
Ankylose
—_— Réparation
Anatomie de la + o
lésion > Régénération:

Nouvelle attache
Figure 19 : Dynamique de la cicatrisation dans l'exemple d'une lésion infra-osseuse parodontale (362).

Dans le cas d'une pulpopathie, le conjonctif pulpaire a peu de potentiel de

régénération du fait de sa situation anatomique vis a vis des apports vasculaires V. De
plus, les cellules contenues dans la pulpe possédent une durée de vie trés limitée ainsi
qu'une capacité de se diviser restreinte (« limite de Hayflick ») .
Lorsque les phénomenes vasculaires inhérents a la réaction inflammatoire (dilatation des
vaisseaux pulpaires, margination des polynucléaires neutrophiles, stimulation des
terminaison nerveuses par un passage des fluides dans les tubuli...) se limitent uniquement
a la région en relation avec l'agression, la pathologie pulpaire peut étre réversible aprés un
traitement étiologique. Dans ce cas on observe souvent la formation de dentine
réactionnelle - le reflet d'une réponse réparatrice de pré-odontoblastes, a partir des CSMs
pulpaires #*?. Par contre si les polynucléaires neutrophiles effectuent un passage massif a
travers les vaisseaux pulpaires et détruisent le conjonctif, la pathologie est irréversible et
nos thérapeutiques actuelles consistent a extirper la pulpe et effectuer un traitement
endocanalaire

Les exemples de la cicatrisation pulpaire ou parodontale nous éclairent sur les
limites des thérapeutiques actuelles. Compte tenu du rdle crucial des CSMs dans ces
processus, il semble rationnel d'imaginer de nouvelles thérapeutiques qui exploiteraient
leurs potentialités.
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2.2 Principes de la thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire désigne la greffe de cellules visant a restaurer les fonctions
d’un tissu ou d’un organe lorsqu’ils sont altérés par un accident, une pathologie ou le
vieillissement.

Les greffes cellulaires ont déja une histoire ancienne. Pratiquées couramment
depuis plusieurs dizaines d'années, les greffes de cellules hématopoiétiques sont ainsi
destinées au traitement des maladies du sang comme par exemple les leucémies et les
anémies — les cellules progénitrices adultes de la moelle osseuse donnent ainsi naissance a
tous les types de cellules sanguines. Avant un prélevement de sang périphérique, on
administre au donneur des facteurs de croissance qui induisent la prolifération des cellules
souches et leur passage de la moelle osseuse dans la circulation générale. Le sang du
donneur est alors « enrichi » en cellules progénitrices “'",

Grace a leurs nombreuses propriétés il est maintenant possible d'élaborer différentes
stratégies d'utilisation des CSMs en médecine régénérative des conjonctifs :
— réparation/régénération tissulaire : par remplacement cellulaire direct;
— recrutement des cellules progénitrices endogénes locales ;
— stimulation de I'angiogenése ;
— immuno-modulation, et en particulier, effet anti-inflammatoire local ;
— « homing ».

Les greffes cellulaires peuvent étre de 3 types :

NOM DEFINITION AVANTAGES INCONVENIENTS
AUTOGREFFES Cellules proviennent de |- pas de probléme - 2 sites opératoires
(greffes autologues) ['individu lui-méme dimmunotolérance - compétence des

cellules en fonction des
caractéristiques du
sujet

ALLOGREFFES Cellules proviennent |- prélévement sur les |- risque potentiel de
d'un autre individu de laicadavres ou donneurs transmission des

méme espece. vivants pathologies entre le
- 1 site opératoire chez donneur et le receveur
le receveur - compatibilité
XENOGREFFES Cellules proviennent |- disponibilité et - risque théorique de
d'un individu d'une quantité transmission des
espece différente. - colit maladies de l'animal a

'lhomme (minime voire
inexistant de nos jours
grace aux procédés de
purification)

- compatibilité

Tableau 4 : Types de greffes cellulaires

La mise en ceuvre d'une thérapie cellulaire doit s'assurer de la qualité, la sécurité et
l'efficacité des procédés et des produits administrés aux patients. Les autorités de santé sont
particulierement vigilantes, et leur impératifs obligent le chercheur et le clinicien a peser le
pour et le contre avant de proposer une telle procédure thérapeutique en utilisation
routiniére.
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2.3 Thérapie cellulaire et ingénierie tissulaire

La thérapie utilisant les cellules progénitrices consiste généralement en une
injection de ces cellules dans les organes atteints. Toutefois, il est devenu rapidement
évident que les progéniteurs ne joueraient pleinement leur role que si on leur associait un
micro-environnement adéquat "**. Une autre approche thérapeutique a donc été proposée
et consiste en une incorporation des cellules progénitrices dans les biomatériaux de support
associés ou non a des facteurs moléculaires, afin de guider leur expansion et différenciation
et permettre la formation artificielle d'un tissu ou un organe : c'est l'ingénierie tissulaire -
(393)

L'ingénierie tissulaire représente un champ multidisciplinaire qui combine la
biologie, l'ingénierie et la clinique, dans le but de générer de nouveaux tissus et organes.
Le terme d' « ingénierie tissulaire » fut proposé pour la premiére fois en 1993 par Langer et
Vacanti . Ce concept est entré dans 'arsenal thérapeutique de nos jours dans le cadre de
la médecine régénérative.

Nous pouvons schématiser l'ingénierie tissulaire comme une combinaison de
cellules, biomatériaux et facteurs biologiques (Figure 20).

Facteurs de

croissance Matériau de support

N

INGENIERIE TISSULAIRE

Vascularisation [

Cellules

Figure 20 : Schéma simplifié de I’ingénierie tissulaire

Il y a des grandes similitudes dans les processus de régénération avec la
embryogenese d'un tissu. Mimer les mécanismes du développement dans des conditions
« artificielles » serait la meilleure approche pour une ingénierie tissulaire de qualité *9.
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Il existe différentes approches de I'ingénierie tissulaire utilisables individuellement
ou en combinaison :

approche conductive : un biomatériau est utilis¢ de facon passive afin de
faciliter la régénération d'un tissu existant (par exemple la membrane utilisée en
régénération tissulaire guidée) ;

approche inductive : recrutement et activation des cellules compétentes a
proximité d'un déficit tissulaire par l'utilisation de signaux biologiques
spécifiques (facteurs de croissance et autres molécules bioactives) ;
transplantation cellulaire : implantation des cellules compétentes
préalablement prélevées et mises en culture, puis ensemencées sur un support.

Actuellement nous savons que c'est la combinaison de ces outils de I'ingénierie tissulaire
qui permettra I'obtention d'une régénération tissulaire optimale (Figure 21).

Facteurs de croissance
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Figure 21 : Stratégie actuelle dans l'ingenierie tissulaire (91)

Il est bien établi que les tissus sont composés de multiples types cellulaires,
organisés tres précisément au sein d'un réseau fonctionnel, avec les composants de la
matrice extra-cellulaire 7> @, Cette organisation cellulaire est régulée par les facteurs
génétiques et épi-génétiques *?. Les interactions inter-cellulaires, les cycles cellulaires, les
apoptoses, la synthése et la sécrétion des composants de la matrice extra-cellulaire, les
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signaux moléculaires et les facteurs de croissance font partie d'un micro-environnement en
constante évolution “*”_ 11 faut tenir compte de tous ces éléments lors de 1'élaboration d'une
stratégie d’ingénierie tissulaire.

Cellules

Les cellules stromales mésenchymateuses sont les candidates parfaites pour
l'ingénierie tissulaire grace aux différentes propriétés biologiques décrites précédemment .

Les cellules sont récupérées par :

— aspiration (moelle osseuse),

— récupération des fluides (sang, liquide articulaire),
— prélévement tissulaire (tissu adipeux, dentaire etc).

Les prélévements sont ensuite digérés mécaniquement ou enzymatiquement pour dissocier
la matrice extra-cellulaire, puis les cellules sont ensemencées dans les boites de culture ou
injectées directement.

Dans le but de mettre au point des protocoles utilisables en clinique, une source de

CSMs doit présenter plusieurs caractéristiques pour étre validée > :

— possibilité d'utilisation en auto ou allogrefte,

— cryoconservation,

— activité angiogénique,

— relation connue CSMs/agents infectieux,

— systéme de délivrance approuve,

— utilisation en respectant la législation.

Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance et les signaux moléculaires stimulent la prolifération et
différenciation cellulaires "®?. Dans les conditions physiologiques ils jouent un rdle central
dans le recrutement des cellules indifférenciées ainsi que dans la stimulation de la synthése
des protéines matricielles. De ce fait, les scientifiques ont imaginé leur implication dans
l'ingénierie tissulaire.

Parmi les grandes familles des facteurs de croissance on distingue:
— les Transforming Growth Factors Beta (TGF-) ©2- (4 ;

— les Bone Morphogenic Proteins (BMP) @78 G77-(129).(138) .

— les Fibroblast Growth Factors (FGF) @V-(4D

— les Insulin-like Growth Factors (IGF) ¢ ;

— les Platelet Derived Growth Factors (PDGF) V.

Ce sont des protéines, des peptides ou des stéroides, qui sont pour la plupart impliquées

dans le développement et la cicatrisation des conjonctifs, y compris au niveau oral et
dentaire (309), (26), (292), (332), (17).
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Dans le choix du facteur de croissance le plus approprié pour une utilisation
donnée, il est important d’étudier au préalable la dose nécessaire, le mode d'application et
le systéme de libération. En effet, les facteurs de croissance étant rapidement ¢liminés par
l'organisme, ils nécessitent la mise en ceuvre d'un systéme de délivrance qui permettrait de
potentialiser leur activité biologique de facon locale, contrélée et durable au niveau du site
@87 De plus, il est important de tenir compte des aspects réglementaires, qui limitent
I'emploi de facteurs de croissance chez I'homme. Les protocoles se doivent de justifier
pleinement leur utilisation.

Biomatériaux de support

Le processus de régénération, tout comme celui d'un développement physiologique
est influencé par la matrice extra-cellulaire . Un biomatériau de soutien (appelé aussi
« échafaudage » ou « scaffold »), doit servir de guide aux cellules. Différents matériaux ont
¢té proposés — d'origine naturelle ou synthétique. Ils constituent une sorte de matrice extra-
cellulaire artificielle (un réseau tri-dimensionnel) et facilitent la transplantation et la
différentiation cellulaire, en servant de réservoir de nutriments et de facteurs de croissance
39 On peut citer :

— les éponges collagéniques

— le HA/TCP (I'hydroxyapatite et le phosphate tricalcique) 2~ @29 ;

— le phosphate de calcium @362V

— l'alginate "*;

— les polymeres synthétiques

(121) .
b

(86), (121)

Les propriétés a considérer dans le choix d'un matériau sont ®*-@9:

— la biocompatibilité : non carcinogéne, non immunogene ;

— la porosité : une structure interne compatible avec I'attachement, colonisation et
conductivité des cellules ;

— la capacité de transport des molécules sans les dénaturer ;

— la structure permettant la néo-vascularisation ;

— la prévisibilité et la reproductibilit¢ du taux de dégradation : la vitesse de
résorption et l'influence des substances libérées sur le milieu .

Il est tres difficile de réunir toutes ces caractéristiques en un unique matériau universel. En
plus, beaucoup de ces supports sont tres instables in vivo.

Les biomatériaux d'origine « naturelle » tels que les collagénes, 1’¢lastine, la fibrine
et l'alginate offrent une structure solide et résistante, sont compatibles avec les cellules et
les tissus, sont biodégradables, mais peuvent présenter un risque de transmission des
pathogénes animaux ou d'une réponse immunitaire de 1'hdte. Les polymeres synthétiques
assurent d'excellentes propriétés chimiques et mécaniques, et permettent un controle en ce
qui concerne le poids moléculaire, la configuration des chaines ou la présence d'un groupe
moléculaire fonctionnel, mais ils entrainent une réaction inflammatoire importante due a
leur résorption. Récemment les hydrogels ont été étudiés plus en détails et semblent
présenter des propriétés trés intéressantes, telles qu'une grande biocompatibilité,
hydrophilie et des caractéristiques mécaniques similaires aux tissus conjonctifs ¥,
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Le réle des matériaux de support ne se limite pas uniquement au transport des
cellules dans le site a régénérer. Ils sont également utiles dans la création de liens entre les
cellules, le maintien de l'espace, la détermination des caractéristiques morphologiques et le
recrutement de 1'oxygéne et des nutriments **9- @*_ Certains peuvent méme avoir un role
actif en modifiant le micro-environnement ou les caractéristiques cellulaires ®”. Les
molécules bioactives peuvent étre incorporées dans les « scaffolds » durant “°" ou aprés
(13 Jeur fabrication.

2.4 Utilisation des CSMs en médecine régénérative :
applications non odontologiques

L'utilisation de différents modeles animaux expérimentaux a permis d'étudier les
niches de cellules progénitrices dans I'organisme grace auxquelles les scientifiques tentent
de proposer de nouvelles thérapeutiques pour traiter les maladies du myocarde, du systéme
nerveux central et périphérique, du foie, des poumons et des reins. Ils envisagent
I’application de la thérapie cellulaire aux pathologies les plus répandues dans nos sociétés:
greffes des cellules pancréatiques pour délivrer de l'insuline a des patients diabétiques,
greffes neuronales visant a traiter les maladies neurodégénératives, greffes de la peau pour
les grands brilés etc... Il y a aussi de 1'espoir pour des patients souffrants des maladies
« orphelines » comme la progeria *'V- @2 Selon le site www.clinicaltrials.gov, environ 40
maladies sont concernées par les essaies cliniques impliquant les CSMs.

Les applications cliniques au potentiel immense demandent en amont une recherche
fondamentale soutenue pour comprendre en détail les mécanismes d’auto-renouvellement,
de différenciation et de prolifération des cellules progénitrices mésenchymateuses et
surtout mettre en évidence d’éventuels effets indésirables.

I1 faut reconnaitre que plusieurs problémes émergent des études et essais qui ont été
réalisés :

— l'association indéterminée entre les caractéristiques phénotypiques des CSMs et
leurs fonctions biologiques,

— le manque d'une base de données clinique prouvant la sécurité¢ de la thérapie a
long terme,

— le besoin de clarification de multiples mécanismes liés a la transplantation in
vivo et sur la possibilit¢ de comparabilité entre la transplantation et les autres
techniques ne faisant pas appel aux CSMs ©'9,

Actuellement, les thérapies basées sur l'utilisation des cellules mésenchymateuses
de I'adulte ne font pas encore partie de la routine et sont encore au stade d'essais cliniques
et sont proposées aux patients dans des situations bien particuliéres, notamment en cas
d'échec des thérapeutiques conventionnelles 1a ou le pronostic vital est engagé.


http://www.clinicaltrials.gov/
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2.4.1 Cardiologie

L'organisation Mondiale de la Santé (OMS) chiffre a environ 1/3 des déces dans le
monde ceux causés par les maladies cardio-vasculaires dans leur globalité %% @9
Deuxiéme cause de mortalité¢ chez 1'"homme (juste apres le cancer) et premicre cause chez
la femme, les maladies cardio-vasculaires touchent également tous les ages, du fait de
'augmentation des risques que sont le tabagisme, 'obésité, la sédentarité et le stress. Elles
représentent un enjeu en santé publique.

Des dispositifs médicaux ont é€t€ mis au point pour traiter ces maladies: stimulateurs
cardiaques, protheses valvaires et « patches » pour obturer les perforations cardiaques. Les
opérations pratiquées pour les traiter comprennent le pontage coronarien, 1’angioplastie par
ballonnet, la réparation et le remplacement des valves cardiaques, la transplantation
cardiaque et les opérations faisant appel a un cceur artificiel “2,

L'utilisation de CSMs en cardiologie suscite de nombreux espoirs (#0310 (139

Dans le cadre des cardiomyopathies ischémiques, elles ont été montrées comme
capables de *-@%:.00).

— diminuer les cicatrices du myocarde et 1'étendu des dégats ischémiques causés

par l'infarctus ;

— restaurer la fonction mécano-energétique du myocarde ;

— améliorer la fonction ventriculaire ;

— améliorer le débit myocardique .

Leur contribution thérapeutique pourrait s'effectuer par de multiples fagons :

— différenciation directe en cellules cardiaques incluant les cardiomyocytes, les
cellules musculaire lisses et les cellules endothéliales (2419 :

— sécrétion d'une variété des facteurs de croissance et cytokines ayant un effet
trophique “"- (77 ;

— atténuation de la réaction inflammatoire dans le tissu myocardique endommagé
par la fonction immuno-suppressive locale -39 ;

— stimulation des la réparation endogéne @*3» 39,

Le schéma si-dessous (Figure 22) illustre les étapes de transplantation des CSMs
médullaires dans le muscle cardiaque aprés un ¢épisode ischémique (infarctus du
myocarde).
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Figure 22 : Schéma de la transplantation des CSMs médullaires dans le muscle cardiaque (401)

Néanmoins plusieurs questions nécessitent des clarifications approfondies, comme
la taux de différenciation de CSMs en cardiomyocytes in vivo, le mécanisme responsable
de la migration des cellules, le moment optimal de la transplantation, les éventuelles
modifications génétiques et le pré-conditionnement cellulaire in vitro, ainsi que la sécurité
de la transplantation a long terme.

2.4.2 Neurologie

Les CSMs sont considérées comme une stratégie thérapeutique prometteuse dans
des lésions de la moelle épiniére "*”, ainsi que dans les maladies dégénératives du systéme
nerveux central, telles que les accidents vasculaires cérébraux, la maladie de Parkinson %2,
l'encéphalomyélite auto-immune ©*°, la sclérose latérale amyotrophique ©* et l'atrophie
multisystematisée ), pour lesquelles la médecine d'aujourd'hui n'a pas de véritable
traitement menant a la guérison.

L'effet neuroprotecteur des CSMs s'exercerait par :

— la production des facteurs trophiques comme le BDNF (pour « brain-derived
neurotrophic factor ») ®* le NGF (pour « nerve growth factor ») © et I'IGF-1
(pour « insulin-like growth factor-1) ®*® qui stimulent la régénération endogéne ;

— la migration dans des tissus cérébraux endommagés et les effets immuno-
modulateurs qui améliorent la survie cellulaire et réduisent l'apoptose.

Dans les cas de la sclérose en plaque, on a décrit la présence des cellules
progénitrices d'oligodendrocytes résidentes, qui ne sont pour autant pas remyélinisantes.
Einstein et coll. ® ont conduit une étude chez la souris sur les effets de la transplantation
des cellules souches neurales dans le cerveau en état de démyélinisation. Une
augmentation significative de remyélinisation a ¢t¢ démontrée chez le groupe transplanté.
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Malgré ces résultats trés prometteurs, on ne sait pas vraiment si les CSMs
pourraient se différencier en cellules nerveuses in vivo. Il est toutefois certain qu'elles
exercent des effets neuroprotecteurs et de ce fait constituent un axe de recherche attractif
en neurobiologie.

2.4.3 Dermatologie

La thérapie cellulaire a radicalement changé la vie des grands briilés. Depuis plus
de deux décennies, les médecins utilisent des techniques de culture cellulaire de
kératinocytes afin d’obtenir, a partir d’un petit échantillon prélevé chez le patient lui-
méme, une surface de peau suffisante a la reconstruction d'un épiderme détruit. Bien que ce
type de greffe soit utilisé avec succes, 'une de ses limites est le temps nécessaire (trois
semaines) a la production d’une surface suffisante d’épiderme pour recouvrir les zones
affectées, ce qui laisse, dans D’intervalle, le patient sans protection. Depuis quelques
années, des recherches ont abouti a la mise au point de substituts pour essayer de protéger
les malades dans la période qui précede la greffe. Cependant, ces moyens technologiques
ne permettent pas de s’affranchir du risque de rejet immunitaire et de transmission de
maladies.

Des progrés significatifs ont été¢ faits dans la régénération du derme par la
transplantation des CSMs. Wu et coll. ®® ont démontré une accélération de la cicatrisation,
de la ré-épithélialisation et de I’angiogenese au niveau d'une plaie.

L'équipe de Sheng ©'> a présenté le premier rapport sur la transplantation des CSMs
dans la régénération fonctionnelle des glandes sudoripares. Les CSMs issues de la moelle
osseuse ont ¢été d'abord induites in vitro pour exprimer le phénotype des cellules
glandulaires, puis transplantées au niveau des plaies chez 5 patients (grands briilés). Apres
12 mois, les auteurs ont remarqué la récupération de la perspiration fonctionnelle chez tous
les patients, ce qui montre l'implication des cellules induites transplantées.

Ces résultats sont encourageants, toutefois beaucoup de questions se posent et
nécessitent des réponses précises, notamment en ce qui concerne l'environnement
approprié pour la différenciation et le nombre optimal de cellules pour la greffe.

2.4.4 Hépatologie

Le foie est la plus grande glande de l’organisme; il a également une fonction
métabolique. La cirrhose hépatique est la conséquence tardive d’une lésion hépatique
chronique (hépatite virale, hépatite alcoolique, hépatite auto-immune). Des inflammations
récurrentes du tissu hépatique (par exemple provoquées par un abus d’alcool pendant de
nombreuses années) détruisent les cellules du foie. Le tissu hépatique normal est remplacé
par des nodosités, du tissu cicatriciel et du tissu conjonctif.

En France, l'alcoolisme est responsable d'environ 50 % des cirrhoses. Il n'existe
aucun traitement curatif de la cirrhose ( a part une greffe du foie). Le traitement se limite
au sevrage absolu en boissons alcoolisées, a la prise des médicaments diurétiques et au
traitement symptomatique des complications.
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Deux études pré-cliniques : chez le mouton “*¥ et chez le rat ©*, ont démontré la
différenciation in vivo des CSMs en cellules hépatiques.

Wang et coll. ®*¥ ont remarqué que les CSM greffées étaient également capables
d'atténuer la progression de la fibrose par la sécrétion des molécules ayant des propriétés
anti-fibrogéniques.

Tsai et coll. ®*" ont confirmé ces données dans une étude de 2009 ou ils ont
transplanté des cellules progénitrices du cordon ombilical (provenant de la gelée de
Wharton) dans un foie en état de fibrose chez le rat . Aprés quelques semaines, une
réduction de fibrose a été¢ constatée dans le groupe transplanté. Plus encore, ils ont
remarqué une ré-équilibration du niveau des facteurs de croissance hépatiques.

Une petite étude clinique a été réalisée par Mohamednejad et coll. *** dans laquelle
4 patients souffrants d'une cirrhose hépatique décompensée ont recu une greffe des CSMs.
Aprées 12 mois, une amélioration significative de la fonction hépatique a été constatée.

Actuellement le mécanisme sous-jacent responsable des effets thérapeutiques des
CSMs au niveau du foie n'est pas encore clairement identifié.

2.4.5 Pneumologie

De nombreuses études évoquent les propriétés angiogéniques des CSMs ©» G7)
accompagnées par une augmentation de la densité capillaire dans des tissus pulmonaires
ischémiques. 3 hypothéses sont proposées afin d'expliquer ce mécanisme :

— différenciation des CSMs en cellules musculaires lisses et en cellules endothéliales,
contribuant ainsi a un remodelage des vaisseaux ;

— synthése des facteurs angiogéniques et des chimiokines, incluant le VEGF ( facteur
de croissance vasculaire endothélial) et le bFGF (facteur de croissance
fibroblastique basique), qui stimuleraient rétablissement fonctionnel des cellules
résidentes ;

— effet paracrine sur les cellules vasculaires locales et le recrutement des progéniteurs
circulants.

L'efficacité de cette thérapeutique a été démontrée chez 1'animal @ ©") et des études
pré-cliniques sont en cours chez I'homme.

Amann et coll. © et Prochazka et coll. @7 @ ont effectué une greffe autologue des
cellules souches de la moelle osseuse (contenant des CSMs) chez les patients atteints d'une
ischémie pulmonaire grave (une des complications du diabéte). Cette transplantation a
significativement amélioré la circulation sanguine au niveau des membres inférieurs chez
plus de 80 % des malades, évitant ainsi une amputation.

2.4.6 Immunologie

La maladie du greffon contre I’hdte appelée la GVHD (pour «graft versus host
disease ») est une complication majeure fréquemment observée au décours des allogreffes
de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse et résulte de I’agression du receveur,
profondément immunodéprimé, par les lymphocytes du donneur.
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L 'exploitation des propriétés immuno-suppressives des CSM dans le traitement de
cette réaction immunitaire gravissime suscite beaucoup d’intérét depuis les premiers
travaux de Le Blanc et coll. en 2004 %9

En 2008 Le Blanc et coll. " ont effectué une étude clinique en phase II. Ils ont
trait¢ 55 patients souffrants de la GVHD aigué et non répondant au traitement par
stéroides, par une greffe des CSMs issues de la moelle osseuse. Plus de la moitié¢ des
patients ont répondu positivement au traitement et il n'y a pas eu d'effets secondaires. Ce
traitement a en moyenne prolongé la vie de ces malades de 2 ans.

Une autre pathologie auto-immune, la polyarthrite rhumatoide, intéresse les
chercheurs. C'est une maladie dégénérative inflammatoire chronique, caractérisée par une
atteinte articulaire évoluant par poussées vers la déformation et la destruction des
articulations atteintes.

Il a ét¢ démontré que les CSMs ou les chondrocytes dérivés des CSMs étaient
capables d'inhiber l'activation et la prolifération des lymphocytes T, responsables de la
destruction articulaire ®°?. Elles freinaient également la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires “*),

Il semble évident que grace aux propriétés anti-inflammatoires et immuno-
modulatrices, les CSMs présentent un fort potentiel thérapeutique dans la polyarthrite
rhumatoide.

On constate donc que l'efficacit¢ de l'implantation des populations cellulaires
dérivées des cellules progénitrices pour la régénération des tissus et organes n'est pas
encore avérée pour tous les champs d'investigations. Il est probable que les mécanismes
biologiques impliqués dans la régénération tissulaire dans le cadre d'une greffe de
progéniteurs soient beaucoup plus complexes qu'ils ne semblait initialement. En effet,
l'idée actuelle est que les cellules implantées se comporteraient plus comme des médiateurs
de stimulation pour la prolifération et la différenciation des progéniteurs endogénes, que
comme des éléments participant a eux seuls, a la reconstruction du nouveau tissu .

3. THERAPIE CELLULAIRE ET REGENERATION DES
TISSUS DE LA CAVITE ORALE

L'utilisation de cellules souches dans le but de régénérer une dent ou un tissu
dentaire ou péri-dentaire répond aux mémes impératifs primordiaux que ceux inhérents a la
thérapie cellulaire en général : il faut tenir compte de la source de prélévement et du tissu a
régénérer.

Deux approches principales émergent dans le domaine odontologique :
— la régénération d'une structure tissulaire orale *°-(42-(60):
— la génération d'un germe dentaire entier **-C%),

En ce qui concerne les sources de CSMs pour les thérapeutiques régénératrices
orales, de nombreuses pistes sont a 1'é¢tude. Nous les avons analysées plus haut (voir
chapitre 1.4.2). Voici un tableau récapitulatif des sources (orales et extra-orales), avec leurs
avantages et inconvénients, ainsi que les applications cliniques régénératrices potentielles
qui en découlent (Tableau 5).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Articulation_(anatomie)

Source Avantages

Pulpe
(DPSCs)

Cellules d’origine
ectomésenchymateuse
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Inconvénients

-technique spécifique
d'extirpation du tissu pulpaire ;
-rétraction pulpaire chez
l'adule ;

-nécessitent I’existence de
dents incluses

Applications

- régénération
pulpaire ;

- traitement des
perforations du
plancher ;

- cellules issues des tissus
immatures

Mésenchyme
pulpaire (SCAPs)

-nécessitent ’existence de
dents incluses

- régénération
pulpaire ;

Ligament
parodontal
(DPLSCs)

Cellules d’origine
ectomésenchymateuse

-petit nombre de cellules
prélevées ;

- régénération
parodontale ;
- régénération
osseuse alvéolaire

-cellules issues des tissus
immatures

Follicule
(DFPCs)

-petit nombre de cellules
prélevées ;

- nécessitent l'existence de
germes

- régénération
parodontale

Dents lactéales
(SHEDs)

-doublement de population
cellulaire>140 ;
-prolifération rapide ;
-grande capacité d'ostéo-
induction in vivo ;

-pas de formation de complexe
pulpo-dentinaire in vivo ;
-nécessiteraient la confection
d'une banque des cellules (pas
de dents lactéales chez l'adulte)

- régénération
osseuse

Os alvéolaire et
périoste
(BMMSCs

- grande capacité d'ostéo-
induction in vivo ;

-régénération
osseuse

- facilité de prélevement ;
- prolifération rapide ;

Gencive
(OMSCs)

- peu d'études in vivo

-grande capacité d'ostéo-
induction ;

Moelle osseuse
de la créte
iliaque (BMMSCs)

-procédure de prélévement tres
invasive ;

-nombre réduit des cellules
prélevées nécessitant une mise
en culture prolongée ;
-différenciation in vivo en
odontoblastes non démontrée ;
- potentiel ostéogénique age-
dépendant ;

- origine enchondrale

- régénération
osseuse

-prolifération rapide ;
-nombre important des
cellules récupérées ;
-procédure de
prélevement peu invasive;
- faible morbidité du site-
donneur

Tissu adipeux
(AMSCs)

- origine embryonnaire éloignée
des tissus a matrice calcifiée.

- régénération
osseuse ;
- régénération
parodontale ;
- régénération
pulpaire

Tableau 5 : Avantages, inconvénients et applications cliniques potentielles des CSMs (155), (94).
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3.1 Régénération pulpaire et péri-apicale

Une pathologie pulpaire ou péri-apicale peut étre causée par un agent traumatique,
physique et chimique, mais I’étiologie principale reste l'infection bactérienne ©*V.
L'objectif du traitement de pathologies comme la pulpite et la lésion péri-apicale serait
d'obtenir une restitution ad integrum des tissus 1ésés *°Y. Les cellules progénitrices
résidentes jouent un rdle crucial dans la régénération. Toutefois en conditions
physiologiques, leur action seule n'est pas toujours suffisante a cause de leur trop petit
nombre et de leur potentiel limité ®*®. 11 est important d'ajouter qu'avec 1'dge, ce potentiel
diminue encore, ce qui expliquerait les résultats inconstants et quelques fois décevants des

thérapeutiques conservatrices de la pulpe vivante, ou de régénération du périapex, chez
l'adulte ©".

3.1.1 Techniques actuelles et leurs limites

Actuellement en France la pratique quotidienne en odontologie restauratrice et
endodontie comprend 2 volets :
— les thérapeutiques de la pulpe vitale: coiffage pulpaire direct et indirect,
pulpotomie et apexogénese ;
— les thérapeutiques de la pulpe non vitale : bio ou nécro-pulpectomie, apexification
et revascularisation.

En régle générale, les thérapeutiques maintenant la vitalité pulpaire sont indiquées
au niveau des dents immatures ou lorsque la pulpe est supposée avoir un fort potentiel de
régénération (patient jeune, développement radiculaire inachevé) *2. De plus en plus,
grace aux nouveaux biomatériaux faisant leur apparition dans notre arsenal thérapeutique
(notamment les ciments a base de silicate tricalcique “?*), les thérapeutiques de la pulpe
vitale peuvent étre proposées chez l'adulte. Nous allons voir que dans beaucoup de ces
techniques, I'implication des CSMs endogenes est patente.

Coiffage pulpaire indirect

C'est une procédure qui consiste a placer un biomatériau sur une fine couche de
dentine cariée séparant la cavité de carie de la chambre pulpaire afin d'éviter I'exposition
pulpaire et provoquer la fabrication de la dentine tertiaire ®®. C'est une thérapeutique trés
utilisée mais il y a un manque d'essais cliniques randomisés a ce sujet @@,

Coiffage pulpaire direct
Dans cette technique le biomatériau (I'hydroxyde de calcium ou le MTA - « mineral

trioxide aggregate ») est placé directement sur la pulpe exposée dans le but de provoquer la
formation d'un pont dentinaire ¢ (Figure 23).
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Figure 23 : Image histologique du résultat d'un coiffage pulpaire directe avec du MTA : CB=pont dentinaire
au dessus de ['exposition pulpaire ; P=pulpe ; D=dentine (101).

Des observations relativement récentes recommandent plutot I'utilisation du MTA
@n. 07. (19 En réponse a la synthése de différents facteurs de croissance (TGF-1, TGF-3,
BMP-2 et IGF-1), les progéniteurs pulpaires sont recrutés et se différencient en
odontoblastes sécréteurs de la dentine tertiaire %,

Apexogenése

L' apexogenese est une thérapie de la pulpe vitale visant a stimuler la formation
physiologique de I’extrémité apicale radiculaire au niveau des dents permanentes
immatures **¥. Une formation d'un pont dentinaire est observée au niveau du tissu pulpaire
ce qui reflete un processus de réparation. Toutefois le développement radiculaire reste
physiologique.

Pulpotomie

La pulpotomie consiste en 1'extirpation du tissu pulpaire coronaire d'une dent vitale
dans le but de préserver la vitalité¢ de la pulpe radiculaire restante par la formation d'un
pont dentinaire. Les matériaux utilisés sont : 1'hydroxyde de calcium, le MTA ou le ciment
a base de silicate tricalcique ‘- (19,

Le pont dentinaire ainsi formé n'est pas strictement imperméable et ne permet pas la
protection parfaite de la pulpe radiculaire sous-jacente — des 1€sions y ont été relevées dans
89 % des cas . La réaction inflammatoire qui suit une pulpotomie est plus sévére que
dans le cas d'un coiffage pulpaire direct. Cependant elle provoque un plus fort recrutement
des cellules progénitrices — le mécanisme moléculaire et cellulaire étant similaire a celui de
la formation de la dentine tertiaire ®*". Cette thérapeutique reste toutefois majoritairement
retreinte aux dents lactéales ou immatures.

Pulpectomie
La pulpectomie signifie I'extirpation totale de la pulpe : vitale (biopulpectomie) ou

nécrosée (nécropulpectomie), avec ou sans atteinte du parodonte apical. Elle fait partie d'un
traitement endocanalaire qui se termine par une obturation radiculaire et coronaire %9,
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Le processus biologique de guérison d'une lésion péri-apicale est trés complexe. La
restauration des tissus péri-apicaux 1ésé€s requi€re un recrutement des cellules progénitrices
provenant du desmodonte ou de la moelle osseuse environnante *°”. Radiologiquement,
aprés un traitement endocanalaire, la restauration architecturale est quasi parfaite.
Néanmoins un processus de fibrose apparait presque toujours @,

Apexification

L' apexification est une méthode ayant pour but d'induire une barric¢re calcifié¢e a
I’extrémité d'une racine avec un apex ouvert, ou de stimuler le développement apical d'une
dent dont la pulpe est nécrosée. Traditionnellement on utilisait de I'hydroxyde de calcium,
mais actuellement c'est le MTA qui devient l'outil le plus indiqué ** (Figure 24).

Figure 24 : Cas clinique de 'apexification d'une 35 immature et nécrosée chez un gar¢on de 12 ans: (a) Dent
immature avec apex ouvert. (b) Mise en place d'un bouchon de MTA. (c ) Obturation canalaire classique au
dessus du MTA au gutta percha et coronaire avec du composite. (d) Radiographie a J+6 semaines. (e)
Fermeture apicale a J+24 mois (174) .

La découverte des SCAPs pourrait expliquer la fermeture apicale d'une dent
permanente infectée immature, avec une lésion péri-apicale ©>. Il est probable que les
SCAPs survivent a l'infection dans le péri-apex grace a la vascularisation collatérale dans
cette région. Apres une désinfection endodontique, ces cellules peuvent donner naissance a
des odontoblastes qui complétent la formation radiculaire. Selon Sonoyama et coll. ©*7,
c'est la persistance des cellules de la gaine épithéliale de Hertwig qui serait responsable
d'un recrutement des progéniteurs mésenchymateux.

Revascularisation

La revascularisation est une procédure relativement nouvelle qui tente & remplacer
l'apexification et qui consiste, comme son nom indique, a une revascularisation (par
l'induction d'un saignement apical) du réseau canalaire radiculaire d'une dent immature
nécrosée, avec ou sans la Iésion péri-apicale. Cette thérapeutique se caractérise par une
préparation mécanique minime voire inexistante et une irrigation chimique antiseptique
abondante, avec l'utilisation d'une mixture des 3 antibiotiques : la ciprofloxacine, le
métronidazole et la minocycline (2 ®9-®2_ Cette technique est également indiquée dans les
traumatismes dentaires “?).
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Les ¢études animales actuelles n'apportent pas de preuve histologique pouvant
affirmer qu'un vrai processus de régénération ait lieu dans le réseau canalaire radiculaire
aprés une revascularisation ®*"- 6™ Beaucoup de travaux sont contradictoires. Néanmoins,
comme dans le cas d'une apexification, le recrutement des progéniteurs responsables d'une
formation tissulaire similaire a la pulpe serait possible grace a la persistance des cellules de
la gaine de Hertwig et des SCAPs - G27),

Encore beaucoup de questions restent posées au sujet de la revascularisation,
notamment concernant les signaux moléculaires impliqués dans la prolifération, la
différenciation et la migration des cellules du périapex et la nature des relation entre les
tissus durs néo-formés et les parois canalaires.

En conclusion, il faut souligner que les techniques de conservation pulpaire ou de
revascularisation présentent des résultats encore incertains. En découle l'indication d'un
traitement canalaire endodontique traditionnel dans la plupart des cas avec tous ses
inconvénients et risques bien connus.

3.1.2 Thérapie cellulaire et régénération pulpaire

C'est a partir de 1970 et les études de Ost ¥ qu'est né le concept de I'endodontie
régénérative, comme nouvelle modalité de traitement ayant pour but le rétablissement de la
vitalit¢ pulpaire et le développement radiculaire. Actuellement, les travaux réalisés
récemment nous laissent concevoir les thérapies régénératives de la pulpe comme des
techniques visant a stimuler le tissu pulpaire sain restant (par exemple suite a une
pulpotomie) a l'aide d'injection d'une solution contenant les cellules progénitrices, les
molécules bioactives et les supports. Dans I'idéal on pourrait imaginer la recréation d'un
tissu pulpaire in vitro, en utilisant les cellules progénitrices de l'individu pour ensuite le
transplanter dans une dent.

Le choix d'un matériau de support adapté est crucial en régénération pulpaire, car il
devrait étre capable de stimuler le recrutement des progéniteurs a travers le foramen apical
72 Tous les matériaux en polyméres durs sont a exclure. Une solution injectable, par
exemple a base d'hydrogels semble étre plus appropriée et pratique “'”. Concernant les
molécules-signaux impliquées dans la régénération pulpaire, la famille des BMPs semble
jouer un role crucial ", La transplantation d'un assemblage cellulaire et moléculaire a
potentiel régénératif devra immédiatement &tre suivie par une néo-vascularisation afin que
les cellules puissent survivre a l'intérieur d'un réseau canalaire. Compte tenu de 'anatomie
canalaire, le développement d'une stratégie favorisant cette néo-vascularisation sera un
enjeu essentiel en régénération pulpaire (adjonction des facteurs angiogéniques,
prévascularisation des matrices etc...) ®%7.
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Logiquement, ce sont les progéniteurs pulpaires (DPSCs) ayant un fort potentiel
dentinogénétique qui sauraient étre utilisés dans les thérapies de la pulpe vitale. L'auto-
transplantation de ces cellules avec ou sans BMP2 dans la chambre pulpaire chez le chien
engendre la régénération du complexe dentino-pulpaire *¥. Prescott et coll. " ont montré
l'efficacit¢ de la triade DPSCs/support en collagene/DMP1 dans le traitement des
perforations chez la souris. Un tissu pulpaire bien organisé a été mis en évidence au niveau
des sites de perforation dans le groupe des souris traitées.

Cordeiro et coll. ® ont réalisé des tests en utilisant les cellules progénitrices issues
des dents lactéales exfoliées (SHEDs) chez la souris immuno-déficiente. Le but de I'étude
¢tait d'évaluer les caractéristiques morphologiques des tissus générés par ces cellules
transplantées dans un « scaffold » biodégradable ¢laboré a partir des tranches des dents
humaines. Ils ont observé la formation d'un tissu présentant les caractéristiques de la pulpe,
avec néo-différenciation odontoblastique.

Huang et coll. ** ont démontré que le complexe pulpo-dentinaire vascularisé peut
étre généré de mnovo dans un réseau canalaire radiculaire vide grace aux cellules
progénitrices pulpaires (DPSCs et SCAPs) chez la souris. Cette étude constitue une
nouvelle avancée pour la préservation du tissu pulpaire et pourrait présenter une alternative
future aux traitements endodontiques conventionnels.

L'auto-transplantation de CSMs d'origine adipeuse dans les canaux radiculaires
vides a eu les mémes effets positifs qu'avec des progéniteurs pulpaires. La formation
matricielle était plus importante avec les cellules adipeuses, qui ont en plus produit de
nombreux facteurs trophiques. Cette étude montre que le tissu adipeux pourrait présenter
une bonne alternative aux progéniteurs pulpaires en thérapie cellulaire endodontique,
surtout lorsque cette source n'est pas disponible ®V.

Les connaissances générées par la recherche en biologie cellulaire, biomatériaux et
biologie du développement , couplées avec les dernieres avancées en recherche clinique
endodontique, permettent actuellement d'imaginer et étudier de nouvelles stratégies
thérapeutiques basées sur 1'utilisation des CSMs. La genése de tissus complexes tels que la
pulpe n'est plus un réve irréalisable. Des résultats scientifiques de plus en plus
encourageants suggerent qu'il sera bient6t possible de restaurer la vitalité pulpaire.

3.2 Régénération des poches parodontales

Les parodontopathies sont la cause la plus fréquente de perte des dents chez 1'adulte
et leurs conséquences esthétiques et fonctionnelles posent aujourd'hui encore de véritables
problémes en mati¢re de santé publique. La maladie parodontale est le résultat d'une perte
d'attache entre le desmodonte, le cément et I'os alvéolaire. La récupération de ces tissus de
soutien de la dent constitue ’enjeu majeur de la prise en charge. A I’heure actuelle, le
clinicien dispose de techniques basées sur [’utilisation de membranes et/ou de
comblements par des substituts osseux, mais aussi de facteurs biologiques comme les
dérivés de la matrice de I’émail qui donnent encore des résultats peu prédictibles et
aléatoires ™. C’est la raison pour laquelle la recherche s'oriente a présent vers de nouvelles
approches de régénération parodontale, notamment basées sur la thérapie cellulaire et
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I’utilisation des cellules  multipotentes du conjonctif. Le but de ces nouvelles
thérapeutiques serait de régénérer tous les composants formant un parodonte fonctionnel et
ainsi obtenir une nouvelle attache (Figure 25) — un challenge trés compliqué étant donné
l'organisation complexe de ces tissus %249,

cicatrisation osseuse
néo-cément
nouvelle attache

3 5
i

F igure 25 C histologique d'une nouvelle attache parodontale (98).

3.2.1 Thérapies actuelles et leurs limites

I1 est possible d'obtenir une régénération du parodonte grace aux thérapeutiques les
plus simples, comme le débridement non chirurgical. Toutefois, dans la plupart des cas, la
régénération des poches parodontales, en particulier des Iésions infra-osseuses, passe par la
chirurgie.

Comblements osseux et régénération tissulaire guidée

Le comblement osseux et la régénération tissulaire guidée (RTG) sont utilisés
depuis une vingtaine d'année en chirurgie régénératrice du parodonte, bien que de moins en
moins usités au profit de l'utilisation des dérivés de la matrice de 1'émail. La RTG implique
l'utilisation d'une membrane souvent combinée avec des biomatériaux . Cette membrane
aurait théoriquement pour but de favoriser la prolifération et la migration des cellules
provenant du ligament parodontal ®**- 39 Actuellement on considére que la membrane sert
a maintenir le caillot sanguin en place “*®. La RTG est principalement indiquée en
réévaluation des Iésions aprés traitement de premicre intention (le surfagage et
l'assainissement chirurgical) ou sur des sites a l'anatomie complexe 7¥. Cette technique est
difficile & mettre en ceuvre et ses résultats restent trés variables % #7657,

Certains auteurs ont propos¢€ de combiner a la RTG des facteurs de croissance : les
BMPs, le PDGEF, les facteurs dérivés des plaquettes, les dérivés de la matrice de I'émail ou
'amélogénine “*- @*"_ L'amélioration de la capacité régénérative constatée pourrait ici étre
en relation avec le recrutement accru des progéniteurs mésenchymateux endogénes.

Dans l'exemple ci-dessous (Figure 26), le praticien a utilisé avec succes un mélange
d'une autogreffe osseuse et d'un matériau de comblement imprégné de facteur de
croissance PDGF (GEM 21S®) afin de traiter des lésions parodontales chez un patient de
27 ans.
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Figure 26 : Cas clinique de la régénération parodontale avec une technique mixte (autogreffe osseuse +
GEM21S).(4,B,C) Mise en évidence des lésions parodontales > 6mm. (D) Le GEM21S est mélangé avec une
autogreffe osseuse. (E,F) Mise en place de la greffe et fermeture gingivale hermétique. (G,H) Evaluation
clinique, radiologique et chirurgicale de la poche a J+9 mois montre une régénération osseuse et le
profondeur de la poche de 2 mm. (287).

Dérivés de la matrice de l'émail (« Enamel Matrixc Derivative : EMD »)

La solution contenant les dérivés de la matrice de 1'émail d'origine porcine est
commercialisée sous le nom d'Emdogain® et est composée de 90 % d'amélogénines
(protéines de la matrice de I'émail) et certainement de BMPs “’Y. Son but est de stimuler
les cellules progénitrices desmodontales afin qu'elles régénerent les éléments du parodonte
profond et forment une nouvelle attache.

Figure 27 : Cas clinique de la régénération parodontale d'une lésion infra-osseuse a trois parois avec
I'Emdogain® (287).

Grandin et coll. "*” ont étudié les effets des EMD et ont mis en évidence une
augmentation de la production des protéines, de la prolifération et de la différenciation
cellulaire, ainsi que la stimulation de l'angiogenése. Elles posseédent également un effet
cytostatique sur le cellules épithéliales. Kémoun et coll. " précisent que la prolifération
cellulaire serait plutot stimulée par les amélogénines, alors que la différenciation serait le
fait des BMPs.
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Koop et coll. "® ont comparé les résultats des traitements des poches infra-osseuses
par EMD avec les autres techniques proposées (méta-analyse des 27 études) . Des
différences significatives ont été remarquées en faveur des EMD par rapport & un lambeau
d'assainissement, par contre il n'y a pas eu de différence par rapport a la RTG ", En ce
qui concerne le traitement des furcations et des 1ésions horizontales, les études montrent de
bien meilleurs résultats avec les EMD. Les résultats de cette analyse sont synthétisés dans
le tableau ci-dessous (Tableau 6).

LAMBEAU
D'ASSAINISSEMENT

LESIONS INFRA-
OSSEUSES

LESIONS

HORIZONTALES

FURCATIONS

Tableau 6 : Synthese des résultats de l'analyse de Koop et coll.(183).

Les analyses histologiques chez I'animal et 'homme montrent que I'utilisation des
EMD favorise la régénération parodontale et constitue une thérapeutique efficace des
lésions infra-osseuses ; les résultats cliniques semblent étre stables a long terme ©*?.

Il existe toutefois une grande variabilité¢ et prédictibilit¢ dans les résultats des
techniques de régénération des poches parodontales actuellement a la disposition de
I'odontologiste. Toutes les techniques régénératives qui ont été décrites montrent des
résultats qui peuvent différer et dépendent :

— de facteurs patient-dépendants, comme son statut immunitaire, le contréle de
plaque, l'infection parodontale résiduelle, I'exposition de la membrane etc... ;

— d'effets des forces occlusales axiales et transversales ;

— de facteurs opérateur-dépendants (compétence, habileté) qui influencent Ia
cicatrisation de premicre intention (fermeture du site etc...).

3.2.2 Thérapie cellulaire et régénération parodontale

Compte tenu de la variabilit¢ des résultats et des limites des traitements des
parodontites actuellement proposés, il semble que l'utilisation des CSMs puisse ouvrir de
nouvelles voies thérapeutiques en régénération parodontale.

L’utilisation des CSMs pour régénérer des poches infra-osseuses pourrait consister
en 1'élaboration in vitro dune solution contenant les cellules, les facteurs de croissance et
les biomatériaux, qui pourra ensuite étre injectée ou insérée (en fonction de sa consistance)
au niveau des Iésions. Les molécules bioactives les plus étudiées en parodontie et leurs
effets sont regroupées dans le tableau ci-dessous (Tableau 7).
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EFFET SUR LE PARODONTE

FACTEUR DE REFERENCE

CROISSANCE

PDGF migration et prolifération des cellules mésenchymateuses

IGF-I migration, prolifération et différenciation cellulaire ; synthése (122)
matricielle

FGF-2 prolifération des cellules endothéliales et desmodontales (240)

TGF-B prolifération des cémentoblastes et fibroblastes (307)
desmodontaux

BMP prolifération et différenciation des précurseurs desmodontaux (390)

EMD prolifération, synthése protéique et formation des nodules (216)
minéralisés au niveau des cellules desmodontales, des
ostéoblastes et des cémentoblastes

Tableau 7 : Facteurs de croissance utilisés en régénération parodontale (287).

Ces dix derniéres années de nombreuses études concernant l'utilisation de CSMs en
régénération parodontale ont été publiées (Tableau 8).

LESION CELLULES  MATERIAU DE MODELE RESULTATS DE L'ETUDE REFERE

lésions
parodontales

progéniteurs
pulpaire,

SUPPORT
ND

ANIMAL
chien beagle

NCE

Les progéniteurs
desmodontaux semblent étre

parodontales

desmodontaux
autologues

desmodotaux les plus efficaces pour
et folliculaires régénérer le parodonte
autologues (Figure 28).

lésions progéniteurs hydroxyapatite cochon L'auto-transplantation des

/phosphate miniature

tricalcique

progéniteurs desmodontaux
a montré leur excellente
capacité de régénération
parodontale et osseuse.

lésions
mésiales des
premiéres
molaires

progéniteurs
desmodontaux
allogéniques

hydroxyapatite cochon
/phosphate  miniature
tricalcique

L'allogreffe des progéniteurs
desmodontaux a provoqué la
régénération parodontale
similairement a l'autogreffe.
Pas de rejet des cellules
allogéniques.

lésions infra-
osseuses a 1
parois

progéniteurs
médullaires et
desmodontaux
autologues

hydroxyapatite chien beagle
/phosphate
tricalcique

Les 2 populations cellulaires
contribuent a la
régénération parodontale,
mais les progéniteurs
desmodontaux semblent
posséder une meilleure
capacité régénérative.

lvéole vide
apres
'avulsion de
l'incisive
mandibulaire

progéniteurs
desmodontaux
et papillaires

hydroxyapatite cochon
/phosphate miniature
tricalcique

Genese d'une racine bio-
artificielle fonctionnelle et
capable de supporter une
couronne en céramique.

furcations de
classe Il

progéniteurs
médullaires
autologues

gel d'alginate chien beagle
de calcium

Différenciation des BMMSCs
en fibroblastes
desmodontaux et
ostéoblastes - régénération
du parodonte.

Tableau 8 : Syntheése des études sur la thérapie cellulaire en régénération parodontale.(ND) :non défini
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Figure 28 Resultats de l'étude de Park et coll. (265) en imagerie 3D : (4) néoformation osseuse avec les
progéniteurs desmodontaux ;(B) avec les progéniteurs folliculaires ; (C) avec les progéniteurs pulpaires

Actuellement, les progéniteurs desmodontaux semblent selon les études étre les
plus efficaces en régénération parodontale par thérapie cellulaire % ¢%?, Néanmoins la
méthode d'isolation (prélévement sur les racines des dents extraites) et le faible nombre des
cellules récupérées (nécessité de culture prolongée) restreint leur utilisation en clinique.
Cette source apparait donc envisageable pour une thérapeutique des Iésions localisées.
Dans le cas d'une parodontite généralisée on pourrait s'orienter vers une source plus riche
en cellules (par exemple le tissu adipeux). De méme, le traitement d'une parodontite avec
des lésions tres actives et une composante inflammatoire importante pourrait s'appuyer sur
les propriétés immuno-modulatrices des CSMs, qui deviendraient alors des « cellules
médicaments ». L’élément qui s'ajoute et complique considérablement la réussite d'un tel
traitement est la présence des pathogeénes qui contaminent constamment I'environnement
parodontal et résident sur les surfaces dentaires. En effet, toute stratégie de régénération
doit étre accompagnée d'un contrdle de l'infection ©*%.

Concernant les études chez I'homme, un rapport de 3 cas a été publi¢ par Feng et

coll. "% Cette étude a démontré I'efficacité et la sécurité de l'auto-transplantation des

progéniteurs desmodontaux (PDLSC) dans le traitement des lésions parodontales infra-
osseuses (Figure 29).
(a)

- ’. » ‘ !
Post-3M 1 Post-72M

Figure 29 : Evaluation clinique et radiologique des 2 cas de Feng et coll. (108) :(a) Patient n°l avec une
lésion verticale en distale de la 46. (b) Patient n°2 avec une lésion horizontale entre la 25 et la
26.Photographies et radiographies pré-opératoires (Pre-Ope), a J+1 semaine (Post-1W), a J+4 mois (Post-
4M) et a J+72 mois (Post-72M).

i Post-4M Post-72M
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Duan et coll. ® ont implanté les iPSc en combinaison avec les EMD dans des
lésions parodontales chez la souris. Cet ensemble a permis la néo-formation d'un parodonte
fonctionnel. Des travaux additionnels sont toutefois nécessaires afin d'étudier les effets
indésirables a long terme de la manipulation génétique des iPSc.

Le futur de la thérapie cellulaire basée sur les CSMs en régénération parodontale
est trés prometteur. Cependant, comme pour toutes nouvelles techniques thérapeutiques,
les questions restent nombreuses. Bien qu'un nombre important d'études animales ait été
publié et apportent la preuve de I'efficacité des CSMs dans le traitement des parodontites,
la translation chez I'homme pose de nombreux problémes : systéme de délivrance adéquat,
contréle de l'immunogénicité des allogreffes, source appropriée, colt/bénéfices/risques....
Cette nouvelle stratégie thérapeutique reste toutefois particuliérement attractive compte
tenu des limites des techniques actuelles.

3.3 Régénération osseuse

La résorption osseuse suit généralement la perte des dents, qu'elle soit due a la
maladie parodontale, & un traumatisme ou au non remplacement d'un édentement **. L'os
alvéolaire se résorbe plus ou moins vite et dans certains cas il ne reste que de I'os basal, ce
qui augmente considérablement la difficulté a réaliser une prothése dentaire, qu'elle soit
amovible ou implanto-portée. De plus, le traitement des pathologies tumorales malignes
qui consiste trés souvent en une chirurgie d’exérése provoque de trés importantes pertes de
substance qui peuvent s’étendre a tout le massif cranio-facial et constituer un préjudice
esthétique considérable.

3.3.1 Régénération osseuse pré-implantaire

Les déficits osseux alvéolaires peuvent étre verticaux, horizontaux ou mixtes. Au
niveau maxillaire, on assiste le plus souvent a des résorptions verticales sous-sinusiennes et
a la perte de la table osseuse vestibulaire au niveau antérieur. Au niveau mandibulaire les
résorptions mixtes prédominent et aboutissent trés souvent a une créte en forme de lame de
couteau (Figure 30).

Figure 30 : Photographies illustrant la résorption alvéolaire. (A) Résorption de la table osseuse vestibulaire
au niveau antérieur suite a la pose d'implant ne respectant pas l'espace biologique horizontal (B) Résorption
tri-dimensionnelle de la créte maxillaive et mandibulaire due a un édentement ancien (94).
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3.3.1.1 Techniques actuelles et leurs limites

Les thérapeutiques actuelles différent selon le type et 1'étendue de la résorption
(Tableau 9).

TECHNIQUES D'AUGMENTATION DU VOLUME OSSEUX ALVEOLAIRE
MANDIBULE MAXILLAIRE

expansion de créte soulevé du sinus

régénération osseuse guidée régénération osseuse guidée

SR o oTo 1R e N EW LTI i =Nl TSR (=) B oreffes d'apposition (allogreffes, autogreffes)

techniques mixtes techniques mixtes

Tableau 9 : Techniques actuelles d'augmentation du volume osseux alvéolaire

La technique d'expansion de créte mandibulaire est réalisée a 'aide de la chirurgie
piézo-¢lectrique ou I'on joue sur I'élasticité osseuse en écartant légérement les pans osseux
dans les cas de déficit osseux horizontal minime. L'implant est généralement posé lors de
la méme intervention chirurgicale **?,

La régénération osseuse guidée s'effectue le plus souvent grace a la mise en place
d'une membrane qui préforme le volume de la future créte et guide les cellules ostéo-
progénitrices de 1'os alvéolaire avoisinant pendant la régénération et protége le caillot. Le
chirurgien stimule le phénomeéne de régénération osseuse par de trés petites ostéotomies
sur la créte existante ¥, La membrane doit étre immobilisée par des vis de fixation. Cette
technique nécessite au minimum 2 interventions chirurgicales : pour poser et enlever la
membrane. Il y a un risque de contamination bactérienne lors d'une exposition de la
membrane **%. Cette technique est trés opérateur-dépendante et exige souvent une plastie
gingivale afin de bien recouvrir et suturer convenablement le lambeau 7.

Le soulevé de sinus consiste en un comblement de I'espace entre 1'os maxillaire et
la membrane sinusienne (légeérement repoussée dans le sens vertical) par une autogreffe
b

une allogreffe ou une xénogreffe ¢**-2,

Les greffes d'apposition osseuse sont réalisées dans les cas de résorptions
importantes et de grande étendue. Les greffons d'os cortical (ou cortico-spongieux) sont le
plus souvent prélevés chez le patient lui-méme. Les sites de prélévements sont variés :
symphyse mentonniére et ramus mandibulaire. Certains réalisent des prélévements extra-
oraux, au niveau de l'os pariétal ou de la créte iliaque . La plupart des échecs sont dus a
une infection ou une résorption excessive du greffon ®*¥. Actuellement de plus en plus de
cliniciens associent ces techniques “**?).

L'arsenal thérapeutique en régénération pré-implantaire est assez large de nos jours,
mais les résultats semblent beaucoup dépendre de l'opérateur. De plus, ces techniques
entrainent souvent des suites opératoires lourdes pour le patient surtout dans le cas des
autogreffes '?. Dans le but d'optimiser ces solutions thérapeutiques, certains auteurs se
sont intéressés a la thérapie cellulaire.
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3.3.1.2 Thérapie cellulaire et régénération osseuse alvéolaire

Selon la littérature, la source la plus appropriée en régénération osseuse pré-
implantaire semble étre la moelle osseuse de la créte iliaque. Cependant, compte tenu des
difficultés de prélévement, d'autres techniques comme la récupération de I'os provenant du
forage, le prélévement tubérositaire ou 1’accés a des sources non osseuses peuvent &tre
envisagées (voir Tableau 5, chapitre 3).

En pratique, tout comme ce qui a été décrit dans le chapitre sur la régénération
parodontale, une régénération pré-implantaire basée sur l'utilisation des CSMs s’appuierait
sur l'inclusion de ces cellules dans un matériau ostéo-conducteur, avec ou sans utilisation
de facteurs bioactifs. En fonction de I'anatomie de la 1ésion et la disponibilité des cellules,
il est autorisé de ne pas systématiquement faire appel a une phase d'expansion cellulaire
avant la greffe.

Augmentation du volume osseux crestal

Les CSMs issues des dents lactéales (SHEDs) ont été utilisées pour régénérer les
lésions osseuses parasymphysaires chez le cochon par Zheng et coll. ®V. Les cellules
greftées se sont directement différenciées en ostéoblastes qui ont synthétisé un tissu osseux
fonctionnel.

Yamada et coll.®”> ont publié un rapport de cas sur une technique d'ingénierie
tissulaire pour traiter les atrophies alvéolaires chez un patient de 58 ans. Ils ont utilisé des
CSMs issues de la moelle osseuse (créte iliaque), le plasma riche en plaquettes et une
membrane. Apres avoir obtenu un gain osseux de 4mm, 3 implants ont été placés. Un recul
de 2 ans a permis de ne démontrer aucune résorption osseuse. L'avantage de cette approche
est l'utilisation d'une procédure peu invasive (Figure 31).

.

Figure 31 : Photographies du cas clinique de Yamada et coll. (373) : A) Résorption alvéolaire de longue date
au niveau du secteur 3.(B) Levée du lambeau. (C) Dépose du biomatériau de régénération sous la forme d'un
gel. (D,E) Créte a J+7mois et pose d'implants. (F) Prothése finale
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Les CSMs pourraient également servir a traiter des péri-implantites : Kim et coll.
176 ont comparé les propriétés ostéogéniques de 2 types cellulaires autologues (CSM issues
de la moelle osseuse et parodontales) dans les sites péri-implantaires chez le chien. Les
cellules provenant de la moelle osseuse ont donné¢ le meilleur résultat de néo-formation
osseuse (40%) ; les cellules parodontales ont produit un peu moins d'os (36%).

Des tentatives de reconstruction du desmodonte autour d'un implant, un tissu
parodontal péri-implantaire, dans le but d'obtenir du cément sur la surface de 1'implant ont
été publiées *”. Les chercheurs ont imaginé un « implant idéal » qui aurait une certain
degré de mobilité, similaire aux dents naturelles. Ils ont toutefois rencontré beaucoup de
difficultés, surtout pour créer du cément. Ces travaux ont été abandonnés.

Augmentation du volume osseux sous-sinusien

Les techniques actuelles permettent d'augmenter le volume osseux sous-sinusien
avec un taux de succeés important. Les implants sont posés en méme temps que la greffe ou
lors d'un second acte chirurgical lorsqu'il est impossible d'obtenir la stabilit¢ primaire
immeédiate. Cette période de cicatrisation osseuse peut cependant prendre plusieurs mois.

McAllister et coll. “* ont réussi a diminuer la période de cicatrisation a 4 mois
chez 5 patients, en utilisant la matrice cellulaire osseuse allogénique contenant les CSMs
prélevées chez les cadavres. Le résultat était trés encourageant et permettait une pose
d'implant plus rapide.

Une nouvelle méthode reconstructrice optimisant la formation osseuse et
l'intégration implantaire, tout en étant peu invasive, a été étudiée par Sauerbier et coll . ¢
sur un modéele animal de brebis. Ils ont comparé 1'effet d'une xénogreffe bovine seule ou en
combinaison avec les CSMs. L'ajout des progéniteurs a significativement accéléré la
formation osseuse.

Jhin et coll. " ont testé chez le lapin l'utilisation des CSMs d'origine médullaire
transfectées avec un géne de la BMP-2, associées a un substitut osseux d'origine bovine.
Aprés 2 et 4 semaines, l'analyse histologique a montré une nette accélération de la
formation osseuse dans le groupe CSM/BMP-2. Cependant aprés 8 semaines ils ont
remarqué aucune différence entre ce groupe et le groupe test (greffe du substitut bovin
seul). Ce résultat montre que la BMP-2 contribue certainement a une optimisation de la
formation osseuse dans les stades initiaux aprés la greffe.

Ces ¢études suggerent que 1'adjonction de CSMs dans les matériaux de comblements
actuellement a la disposition de I'implantologiste (qu'ils soient auto/allo ou xénogéniques)
améliore considérablement la formation osseuse sous-sinusienne et permet la mise en place
d'implants plus rapidement.
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3.3.2 Régénération osseuse du massif cranio-facial

Les approches thérapeutiques actuelles visant a reconstruire le massif cranio-facial
sont basées sur les greffes osseuses autogenes, la mise en place de matériaux allogéniques
et les prothéses maxillo-faciales en silicone @*> @Y Chaque stratégie thérapeutique posséde
ses limites : nécessité d'un site donneur et donc morbidité, risque d'infections, prothéses
amovibles a ’esthétique peu avantageuse ©'?. La thérapie cellulaire pourrait palier ces
problémes et apporter un nouveau confort de vie aux patients.

Reconstruction osseuse des séquelles post-traumatiques

Les CSMs issues du tissu adipeux sont certainement les plus étudiées dans le
domaine de la régénération osseuse - (19%: (146 Q0D “ Cowan et coll. ® ont utilisé avec
succes ces progéniteurs pour régénérer les 1€sions osseuses craniennes chez la souris.

Le premier rapport de cas chez 'homme a été réalisé par une équipe allemande, sur
une patiente de 7 ans avec d'importantes 1ésions osseuses craniennes d'origine traumatique
@99 la transplantation des CSMs issues de la créte iliaque et le tissu adipeux a permis une
régénération quasi ad integrum des os du crane et prouve le grand potentiel de ces cellules
dans l'ingénierie tissulaire chez I'nomme. Dans ce cas il est toutefois impossible de savoir
quel était le taux de participation des cellules adipeuses versus cellules de la moelle
osseuse dans la régénération osseuse. Les chercheurs ajoutent qu'il y a un réel probléme de

source offrant suffisamment de cellules chez 'enfant.

Dans le domaine de la traumatologie, la non-consolidation des fractures osseuses
est particulicrement étudiée. En effet, une fracture non consolidée peut provoquer
'apparition des mouvements anormaux. On parle d'une pseudoarthrose lorsque le cal
osseux ne se forme pas ou se forme mal. Les chercheurs exploitent différentes possibilités
de thérapie cellulaire a ce sujet :

— prélevement de moelle osseuse, centrifugation et réinjection des CSMs dans les
foyers de pseudoarthrose '*¥ ;

— allogreffe osseuse vitalisée avec la greffe autologue de moelle osseuse dans le
traitement de pseudoarthrose au niveau du tibia et fibula — consolidation chez 11
patients sur 15 ¥ ;

— CSMs autologues de moelle osseuse cultivées et implantées sur un support de
sulfate de calcium dans le traitement de pseudoarthrose au niveau du tibia — union
des 2 fragments osseux 2 mois aprés intervention ),

Ces résultats trés encourageants permettent d'imaginer leur transposition dans le cadre des
fractures complexes du crane.

Régénération osseuse apreés exérése chirurgicale d'une tumeur et
radiothérapie

Les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS) représentent le 6¢me
cancer le plus fréquent au monde avec environ 42000 nouveaux cas par an en Europe dont
17000 en France. Les cancers de la cavité buccale représentent environ 25 a 30% des
cancers des VADS . La tumeur peut envahir la muqueuse, puis les régions adjacentes telles
que, en profondeur, la musculature extrinseque de la langue. A un stade évolué, 1’érosion
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des structures osseuses peut étre observée 0. Le traitement repose sur l’exérése
chirurgicale large, qui intéresse souvent les bases maxillaires et entrainent des amputations
particuliérement invalidantes, associées a une radiothérapie a forte dose.

Deshpande et coll. " ont étudié les effets de la transplantation des CSMs issues de
la moelle osseuse dans la régénération osseuse mandibulaire des lésions radio-induites au
cours du traitement par distraction osseuse chez la souris. L'amélioration significative de la
densité osseuse a ét¢ démontrée et des propriétés bio-mécaniques du tissu néo-formé,
confirmant ainsi que l'administration des CSMs au niveau de I'os soumis a la distraction,
constituerait un facteur stimulant et favorisant la régénération osseuse.

Une combinaison de la thérapie cellulaire avec la thérapie génique a été¢ également
suggérée dans une technique de régénération osseuse des sites céphaliques irradiés chez le
rat &9,

Les CSMs médullaires, greffées sur un support en titane, imprégné de xénogrefte
bovine et de BMP-7, ont été utilisées avec succes pour reconstruire chez 'homme le
volume osseux mandibulaire aprés I’exérése d'un améloblastome “*¥. La néo-formation
osseuse a ¢été confirmée autour des molécules de la xénogreffe et a permis la pose de 3
implants afin de restaurer la fonction masticatrice.

Régénération de l'articulation temporo-mandibulaire

De nouveaux protocoles visant a régénérer le condyle sont actuellement étudiés.
Aprés plusieurs tentatives, Mao et coll. ®'® ont réussi a concevoir un condyle par
l'ingénierie tissulaire chez le cochon miniature (Figure 32). Un biomatériau de support en
forme de condyle a été conceptualis¢ a partir d'un scanner 3D et fabriqué a l'aide de la
CFAO. Ce « scaffold » a ét¢ imprégné de moelle osseuse et transplanté (fixation au ramus
mandibulaire). Le condyle s'est avéré fonctionnel, mais aucune analyse histologique n'a pu
attester de la régénération de l'articulation.

Figure 32 : Conception et fabrication du condyle bio-artificiel chez le cochon miniature : (4) Imagerie
initiale en 3D de la mandibule.(B) Fabrication du scaffold par la CFAO.(C) Fixation du scaffold au ramus.
(D) A J+3 mois nouveau condyle a été régenerée (entouré d'un cercle rouge).(E) Comparaison avec le
condyle contro-latéral.(218)
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L'ingéniosité¢ des chercheurs n'a pas de limite en ce qui concerne les thérapies
régénératives. Beaucoup de protocoles décrivent des techniques de fabrication de
« scaffolds », imprégnés de cellules et de facteurs de croissance dans le but de les greffer
dans les sites 1ésés. Pourtant une autre piste serait envisageable : celle de « faire travailler »
les CSMs in vitro dans le but d'obtenir ex vivo le tissu a greffer. Certains scientifiques
imaginent déja d'employer cette technique avec les progéniteurs pulpaires (DPSCs)
puisqu'ils possédent la capacité de se différencier en ostéoblastes 2.

Les études réalisées chez I'animal montrent souvent des résultats extraordinaires. Il
est toutefois trés difficile d'extrapoler ces études a nos patients surtout lorsqu’ils sont
porteurs de polypathologies, de polymédications et ont des comportements addictifs
modifiant I'environnement tissulaire (tabac, alcool...).

3.4 Aspects légaux

En France, comme dans d'autres pays développés dans lesquels les chercheurs
travaillent sur la thérapie cellulaire, il existe une législation concernant I'utilisation et la
manipulation des cellules. En effet, certains types de cellules (surtout les cellules souches
embryonnaires) suscitent beaucoup d’interrogations et de questions de nature éthique.
L’utilisation et la recherche sur les cellules progénitrices adultes posent peu de problémes
éthiques et sont donc autorisées par la loi.

Loi n°94-548 du ler juillet 1994, relative au traitement des données nominatives ayant
pour fin la recherche dans le domaine de la santé et modifiant la loi n°78-17 du 6 janvier
1978 relative a l'informatique, aux fichiers et aux libertés.
— constitution d'un comité pour chaque demande d'expérimentation pour juger de la
méthodologie de I'é¢tude et de la nécessité du recours a des données nominatives,
codées par la suite *? ;

Loi Huriet-Sérusclat (n°88-1138 du 20 décembre 1988) relative a la protection des
personnes se prétant a des recherches biomédicales modifiée par la loi n°94-630 du 25
Juillet 1994.

— identification du promoteur de la recherche et des ses responsabilités ;

— définition des objectifs et des risques par les laboratoires ;

— obtention d'un consentement libre et éclairé du sujet ;

— droit a la personne participant a 1'étude de s'en retirer a tout moment *°%;

Loi du 29 juillet 1994 relative au respect du corps humain.

— « il ne peut étre porté atteinte a 1’intégrité du corps humain qu'en cas de nécessité
thérapeutique pour la personne » ;

— pas d'autorisation d'utilisation des cellules souches embryonnaires a des fins
thérapeutiques ou de recherches ;

— «nul ne peut porter atteinte a l'intégrit¢ de l'espeéce humain. Toute pratique
eugénique tendant a l'organisation de la sélection des personnes est interdite. Sans
préjudice des recherches tendant a la prévention et aux traitements des maladies
génétiques, aucune transformation ne peut étre apportée aux caracteres génétiques
dans le but de modifier la descendance de la personne » ©*
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Loi n°96-452 du 28 mai 1996 portant diverses mesures d'ordre sanitaire, social et
Statutaire.
— définition du statut « thérapeutique » des produits de thérapies géniques et
cellulaires ;
— procédure d'autorisation agrée par 'Agence du médicament ou par le Ministre de la
santé ¢V;

Loi n°2004-800 du 6 aotit 2004 relative a la bioéthique.

— autorisation d'établissement (accordée pour 5 ans, renouvelable) : « peuvent assurer
la préparation, la conservation, la distribution et la cession, a des fins
thérapeutiques autologues ou allogéniques, des tissus et de leurs dérivées et des
préparations de thérapie cellulaire, les établissements et les organismes autorisées a
cet effet, aprés avis de 1'Agence de la biomédecine, par 1'Agence frangaise de
sécurité sanitaire des produites de santé qui s'assure du respect des dispositions du
titre ler du président livre » ;

— autorisation de procédés : «les tissus ainsi que leurs dérivés utilisés a des fins
thérapeutiques et les préparations de thérapie cellulaire font 1'objet d'une
autorisation de I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des produites de santé apres
¢valuation de leurs procédés de préparation et de conservation ainsi que de leurs
indications thérapeutiques aient été bien définis ;

— Dbonnes pratiques : « les régles de bonnes pratiques qui s'appliquent au prélévement,
a la préparation, a la conservation, au transport et a l'utilisation des tissus, des
cellules et des préparations de thérapie cellulaire ainsi que des produits du corps
humain utilisés a des fins thérapeutiques sont élaborées par I'Agence frangaise de
sécurité sanitaire des produits de santé apres avis de I'Agence de la biomédecine ;

— révision de la Loi du 1994 nuance l'interdiction totale d'utilisation des cellules
souches embryonnaires, en permettant certaines dérogations d’utilisation des
embryons surnuméraires de fécondations in vitro, avec I’accord des géniteurs ©*.

L’ Agence de biomédecine a été créée le 5 mai 2005 pour garantir un choix sélectif
des projets choisis et des dérogations accordées, ces dernieres n’étant accordées que dans
des cas particuliers visant a « permettre des progres thérapeutiques majeurs » et surtout a
ne pas remplacer une « méthode alternative d’efficacité comparable ». En paralléle, le
gouvernement francais a signé un décret permettant 1’importation de cellules souches
embryonnaires, sensée faciliter le travail des chercheurs et assurer une solution transitoire
en attendant un débat plus décisif sur la question.

Décret n°2008-968 du 16 septembre 2008, relatif aux conditions d'autorisation des
activités portant sur les tissus et leurs deérivés, les préparations de thérapie cellulaire, de
thérapie génique et de thérapie cellulaire xénogénique, et aux conditions d'autorisation de
ces produits .

I1 existe également des directives européennes qui tentent d'établir les normes de
qualit¢ et de sécurit¢ pour le don, I'obtention, le contréle, la transformation, la
conservation, le stockage et la distribution des tissus et cellules humains %,

Le sang du cordon ombilical constitue une source intéressante des cellules souches
et peut étre stocké dans des « bio-banques ». La collecte et la conservation de sang de
cordon sont organisées par le Réseau frangais de sang placentaire (RFSP) composé de
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I’Etablissement frangais du sang (EFS) et de I’Agence francaise de biomédecine (ABM). 1
existe dans le monde - surtout dans les pays anglo-saxons — les bio-banques qui sont des
¢tablissements privés. Leur implantation en Europe est strictement interdite pour le
moment. Cependant le prélévement de sang de cordon est autorisé. Le sang est ensuite
expédi¢ a I'étranger, ou les cellules souches isolées sont stockées. En France, les bio-
banques privés sont interdits ©*7.

Actuellement la recherche en thérapie cellulaire en France se trouve ralentie par le
flou éthique et 1égislatif, mais aussi par les nombreuses étapes administratives a « subir »
avant de pouvoir faire aboutir un projet viable de recherche. Certains patients pratiquent le
« tourisme des cellules souches » dans les pays ou la 1égislation est moins stricte (voire
inexistante), comme 1'Inde ou le Mexique, afin de recevoir des traitements de thérapie
cellulaire. Cela présente de nombreux risques et aboutit parfois a des échecs thérapeutiques
ou a des graves complications. Il faut dire que les enjeux dépassent les cadres scientifique,
juridique et éthique: ils concernent aussi les domaines industriel et économique. L’utilité
des cellules souches ne se limite pas aux espoirs thérapeutiques — elles pourraient devenir
le noyau d'un marché fructueux. Si la France doit ajuster son dispositif législatif en
fonction de son histoire, de ses héritages et des aspirations de la société, elle ne peut écarter
les dimensions économique et internationale.
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4. RECONSTRUIRE UNE DENT GRACE AUX CSMs ?

Voici le challenge des scientifiques a 1'imagination la plus audacieuse : fabriquer
dans des conditions in vifro une dent ou un germe dentaire afin de la ré-implanter dans la
cavité buccale d'un patient et ainsi, remplacer une dent manquante.

La formation d'un germe dentaire entier exigerait une récapitulation compléte du
processus de développement odontogeéne, nécessitant la présence de cellules compétentes
épithéliales et ecto-mésenchymateuses °”. Un tel défi semble difficile a relever. Jusqu'a
présent, on n'a pas identifi¢ de cellule adulte capable d'initier I'odontogenése, comme le
font I'ectoderme stomodéal et les cellules des crétes neurales céphaliques '*9.

Pourtant dans le domaine de 1'hépatologie, de la cardiologie et de I'ophtalmologie,
les chercheurs ont déja réussi a développer des matrices tri-dimensionnelles qui se
composent d'un seul type cellulaire et des matériaux biodégradables. Ils ont été réimplantés
avec succés dans des organes défaillants " 39 @7 On pourrait donc imaginer
I'élaboration d'un « organe bio-artificiel » grace a l'ingénierie tissulaire — un assemblage
des cellules progénitrices d'origines différentes, des matériaux de support tri-dimensionnels
et des molécules bioactives adéquates. De nombreuses tentatives ont €té menées dans les
années 2000. Elles ont abouti le plus souvent a la formation des tissus dentaires plus ou
moins organisés % ®9-G7) " qyi présentaient des déficiences anatomiques importantes.

C'est en 2009 que 1'équipe d'Ikeda et coll. 7 a réussi de fabriquer in vitro un germe
dentaire dans un mode¢le animal de souris, en utilisant les CSMs et les cellules épithéliales
prélevées dans les bourgeons dentaires. Aprés une mise en culture cellulaire pendant 7
jours, le germe néo-formé a été¢ réimplanté dans une alvéole vide de souris. La dent bio-
artificielle a fait son éruption dans l'environnement buccal et possédait une structure
correcte, mais surtout elle était fonctionnelle, en occlusion. Elle répondait également aux
stimuli mécaniques (Figure 33).

Bioengineered tooth

E"

Figure 33 : « Dent bio-artificielle » chez la souris d'lkeda et coll.(157) : (C) Photographies pendant
l'éruption de la dent. (D) Images histologiques. (E,F) Marquage des cellules mésenchymateuses avec une
protéine fluorescente. (G,H) Photographies et radiographies en 3D de la dent en occlusion.
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Cette expérience révele des résultats surprenants et trés encourageants pour la
recherche. Ce qui paraissait aux yeux de certains esprits sceptiques comme fantaisiste et
inimaginable, s'avére aujourd'’hui tout a fait atteignable dans un avenir peut étre pas si
lointain...

Avec un tel accroissement des technologies liées a l'utilisation des cellules
stromales mésenchymateuses, nous pouvons imaginer un futur ou la profession de
chirurgien dentiste évoluerait vers une pratique ou le praticien aurait a sa disposition tous
les moyens pour pouvoir régénérer la dent de son patient. Nos cabinets pourraient devenir
des véritables banques de cellules souches utilisables en thérapie cellulaire. De nos jours,
la décision d'avulser une dent est une décision grave, car nous connaissons bien les
inconvénients des prothéses - la dent naturelle nous parait irremplagable. Ces nouvelles
pratiques pourraient méme rendre complétement obsolétes nos thérapeutiques actuelles :
plus question de prothése artificielle ni d'interventions mutilantes. Comment alors
changerait la perception collective de notre métier et I'image que tout un chacun se fait de
ses dents ? Le patient serait-il alors plus sensible a la prévention ou au contraire, encore
plus négligeant se sentant garanti de pouvoir vivre I'éternel retour a neuf ?

Et finalement cette désignation « d'arracheurs de dents » qui nous colle a la peau
depuis l'antiquité, nous suivra-t-elle indéfiniment ? En théorie oui, car il faudra bien
toujours extraire pour pouvoir implanter...
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CONCLUSION

Les cellules stromales mésenchymateuses (CSMs) sont présentes dans les
conjonctifs de l'ensemble de I'organisme, dont la cavité¢ orale. Elles possédent les
caractéristiques des cellules multipotentes - 1'auto-renouvellement et la différenciation,
principalement vers les lignées mésodermiques, ainsi que d'autres propriétés
particuliérement intéressantes, comme l'immuno-modulation et les effets trophiques. Des
¢tudes in vivo ont démontré leur grand potentiel dans la régénération des tissus oraux
(complexe pulpo-dentinaire, parodonte, os...) et méme des structures squelettiques cranio-
faciales.

En odontologie, les CSMs d'origine orale, en particulier d'origine pulpaire, folliculaire
et desmodontale, sont considérées comme des candidates naturelles a la régénération,
compte tenu de leur origine embryologique commune avec les structures a restaurer. De
plus, la relative fréquence d'avulsion de dents retenues et de germes pour raisons
orthodontiques autorisent a envisager des protocoles de greffes autologues basés sur leur
récupération, culture et mise en réserve. Toutefois, les sources extra-orales de CSMs,
surtout le tissu adipeux, pourraient constituer une bonne alternative aux prélévements
d'origine dentaire.

Les thérapies basées sur I'utilisation des CSMs en médecine régénérative, notamment
en cardiologie, suscitent I’enthousiasme dans la communauté scientifique. Il convient
cependant de rester prudent quant aux succes attendus et aux éventuels effets indésirables a
long terme. Au niveau de la cavité orale, des protocoles et des résultats prometteurs ont été
publiés chez l'animal. Néanmoins, comme pour toutes nouvelles technologies, les
questions surgissent plus vite que les réponses et la transposition des protocoles de I'animal
a I'homme se heurte a de nombreux obstacles : le systéme de délivrance approprié, le choix
de la source cellulaire optimale, l'allogreffe, ainsi que le devenir et le comportement des
cellules greffées a long terme. La recherche a donc encore besoin de temps pour assurer
'odontologiste de I’innocuité et de I’efficacité de la thérapie cellulaire dans son quotidien.

Grace ces nouvelles perspectives, notre métier pourrait connaitre une véritable
révolution. Le chirurgien dentiste pourrait exploiter les dents avulsées qui ne seraient plus
considérées comme des déchets médicaux, mais comme des sources potentielles de cellules
progénitrices. Et méme, dés lors que 1'on restaurerait un tissu oral chez I'homme, pourquoi
ne pas imaginer le rendre plus résistant aux agressions que les structures originelles ?
Bient6t une troisiéme dentition chez I'homme ?
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RESUME EN FRANCAIS

La recherche sur l'utilisation des cellules souches a suscité ces derni¢res années un grand
intérét en médecine régénérative et notamment en odontologie. Les cellules stromales
mésenchymateuses adultes, en particulier grace a leurs propriétés d'immuno-modulation et
de différenciation, apparaissent comme de bonnes candidates pour les stratégies
régénératives de la cavité orale (régénération pulpaire, parodontale, osseuse...). La
littérature nous éclaire sur de nombreux protocoles de thérapie cellulaire en odontologie
dont l'utilisation potentielle en clinique représente un vrai défi pour les chercheurs et un
grand espoir pour les patients.

TITRE ET RESUME EN ANGLAIS : MESENCHYMAL STEM CELLS AND CELL
THERAPY IN DENTISTRY

The recent research in the stem cell field has spurred the great interest in regererative
medicine and dentistry. Mesenchymal adult stem cells, especially through their properties
such as immunomodulatory and differentiation, are considered as the good candidates for
oral regenerative strategies (pulp, periodontal and bone regeneration). Myriad of protocols
in dental cell therapy are being studying and their potential use in the clinical practice
remains a real challenge for scientists and a huge hope for patients.
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