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INTRODUCTION

Ces dernieres années, les récentes découvertes sur les cellules souches (CS) ont été a 1’origine
d’une révolution biomédicale qui s’est traduite par 1’essor de la médecine régénérative. Cette
derniére a pour but de régénérer des organes et tissus endommagés ou de remplacer des
cellules déficientes. Grace a I’utilisation de cellules indifférenciées ou peu différenciées (les
cellules souches) en médecine régénérative, il est désormais envisageable de reconstituer les
tissus 1€sés par un accident (briilures, trauma, etc.), par une maladie (Parkinson, diabéte, etc.)
ou simplement altérés par les processus physiologiques naturels (comme le vieillissement). A
I’heure actuelle, lors de 1ésions séveres et avancées au niveau des tissus et organes, la
médecine a bien souvent recours a la greffe. Or, cette thérapie peut s’avérer problématique en
raison de la faiblesse du nombre de donneurs. De plus, le risque de transmission virale est
toujours présent. Conjointement ou isolément, la chirurgie prothétique représente une autre
solution mais souléve un autre probléme : I’'usure de la prothése principalement. La médecine
régénérative est une alternative a ces thérapies et apparait donc comme une approche
thérapeutique innovante. De ce fait, cette « nouvelle » médecine, porteuse de promesses
thérapeutiques dans tous les domaines médicaux, suscite un véritable engouement dans le

monde scientifique et médical.

Concomitamment a I’intérét des scientifiques pour la médecine régénérative, 1’intérét pour les
cellules souches n’a fait que s’accroitre au fil du temps. Grace aux nombreuses études qui ont
permis de caractériser ces cellules et qui ont mises en évidence leur potentiel régénératif, il est
apparu rapidement que leur utilisation dans cette nouvelle approche thérapeutique était
inévitable. En effet, deux propriétés essentielles des cellules souches font d’elles un élément
important de la médecine régénérative : leur aptitude a proliférer de facon importante sans
perdre leur caractére indifférencié et leur aptitude a se différencier en cellules spécialisées.
D’autres propriétés trouvées plus récemment, telles que leur capacité a moduler le systeme
immunitaire ou leur capacité a sécréter de nombreuses molécules influengant leur

environnement les rendent encore plus attrayantes.

Parmi les cellules souches, les cellules souches embryonnaires (CSE), ainsi que les cellules
souches pluripotentes induites (induced Pluripotent Stem Cells, iPSC) qui sont des celllules

différenciées reprogrammées en cellules souches, font partie des cellules les plus
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prometteuses pour la médecine régénérative. Cependant, ces deux types de cellules soulévent
des problémes éthiques, limitant leur utilisation. Dans ce contexte, les cellules souches
adultes, malgré leur stade de différenciation plus avancé et leur capacité de prolifération
moins importante, constituent une alternative intéressante. Au sein des cellules souches
adultes, les cellules souches / stromales mésenchymateuses (CSM), par leur disponibilité,
représentent actuellement les candidates idéales pour la médecine régénérative. D’ailleurs,
dans différents domaines médicaux, comme en cardiologie, en neurologie ou en odontologie,

ces cellules souches adultes ont été utilisées et ont donné des résultats trés encourageants.

La principale source de CSM a longtemps été la moelle osseuse. Aujourd’hui, d’autres tissus,
comme le tissu adipeux ou certains tissus dentaires, permettent ¢galement I’obtention de ces
cellules. Malgré leur faible quantité dans ces tissus, elles peuvent néanmoins étre facilement
amplifiées in vitro et leur prélévement est moins invasif qu’au niveau de la moelle osseuse.
De plus, les CSM issues de la cavité orale, comme les cellules souches de la pulpe dentaire
(DPSC : Dental Pulp Stem Cells) ou les cellules souches du ligament parodontal (PDLSC :
Periodontal Ligament Stem Cells), semblent présenter des capacités de différenciation et de
prolifération égales voire supérieures a celles de la moelle osseuse. De nombreuses études ont
ainsi exposé le potentiel de ces cellules pour la régénération des tissus de la sphere oro-faciale
mais également pour la régénération d’autres tissus de ’organisme. Ainsi, |’utilisation de
cellules souches issues du ligament parodontal serait aussi bien possible en odontologie que
dans d’autres domaines médicaux. Cependant, 1’utilisation de ces cellules souléve encore de
nombreuses questions, notamment: quel est leur devenir a long terme au sein de
I’organisme ? Quels sont les risques imputés a leur utilisation ? Quelles sont les limites de ces

cellules ? Comment optimiser leur utilisation ?

Cette thése a pour objectifs, d’une part, d’exposer la véritable avancée que représente
’utilisation des cellules souches issues du ligament parodontal, en médecine régénérative et
plus particulierement au niveau de la sphere oro-faciale, et d’autre part, d’apprécier les limites
de cette nouvelle thérapeutique. Autrement dit, il s’agit de savoir si les cellules souches /
stromales mésenchymateuses issues du ligament parodontal représentent bien une « gold

alternative » comme source cellulaire pour la médecine régénérative.
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Dans un premier temps, apres avoir décrit les différents aspects de la médecine régénérative,
nous ¢étudierons les sources et les caractéristiques des cellules souches / stromales
mésenchymateuses, ainsi que leur utilisation dans différents domaines médicaux. Dans un
second temps, nous nous concentrerons sur les cellules souches issues du ligament parodontal.
Nous détaillerons les stratégies thérapeutiques qui s'appuient sur ces cellules dans différents
domaines médicaux et plus spécifiquement en odontologie, leurs limites et leurs perspectives

d’avenir.
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1. MEDECINE REGENERATIVE

1.1 Définitions

La médecine régénérative regroupe deux domaines : 1’ingénierie tissulaire et la thérapie
cellulaire. Ces deux domaines ne sont pas indépendants 1’un de 1’autre. Complémentaires, ils
ont pour but de réparer des organes ou des tissus altérés en remplacant les parties

endommagées par de nouvelles cellules ou de nouveaux tissus.

1.1.1 Ingénierie tissulaire

L'ingénierie tissulaire occupe un champ interdisciplinaire faisant appel a des savoirs et des
procédés différents provenant de la physique, de la biologie cellulaire, de 1’ingénierie

chimique et de la science de la matiére.

C’est un des domaines de la biotechnologie qui cherche a développer des substituts
biologiques viables (nouveau tissu ou organe) pour remplacer, maintenir ou améliorer la

. . 7 . 1
fonction des tissus ou d’organes déficients .

L’ingénierie tissulaire, pour améliorer ou remplacer les fonctions biologiques, combine des
cellules (généralement indifférenciées) qui sont « la matiere premiere », des biomatériaux et
des facteurs biochimiques spécifiques ou mécaniques (figure 1). Grace a cette combinaison, il
est méme possible d’envisager la reconstruction d’organes complexes, comme le coeur” et

I’cesophage’, notamment.
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Figure 1 : Schéma illustrant le concept actuel de ’ingénierie tissulaire (d’aprés Dvir et coll.”, 2011).
Le concept actuel de I’ingénierie tissulaire repose sur une stratégie comportant plusieurs étapes : des
cellules du patient vont étre prélevées puis cultivées in vitro (a et b); ces cellules sont ensuite
ensemencées dans des biomatériaux tridimensionnels de soutien (matrice) appelés aussi
« échafaudage » ou « scaffold » avec plus ou moins de facteurs de croissance et/ou de nanoparticules
et/ou de molécules bioactives (c); une fois ensemencées, c’est 1’étape de la maturation / de
I’organisation tissulaire (d) ; le tissu fonctionnel terminé, il est transplanté au patient (e).

Il convient de détailler les trois principaux ¢léments qui constituent ce nouveau domaine de la

biotechnologie :

1.1.1.1 Cellules

Les cellules souches / stromales mésenchymateuses sont les principales cellules souches

utilisées en ingénierie tissulaire.
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En effet, les CSM, grace a leurs propriétés (autorenouvellement, différenciation,...), a leur
disponibilité sont les cellules idéales dans ce domaine’. Une fois les cellules isolées des tissus,

elles sont mises en culture avant d’étre ensemencées dans une matrice.

1.1.1.2 Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont, principalement, des molécules polypeptidiques qui régulent la
croissance et la différenciation cellulaire®. Ils ont aussi un role majeur dans le recrutement des
cellules indifférenciées, dans la synthése de protéines matricielles et donc par conséquent dans

le développement tissulaire.

Ces facteurs sont multifonctionnels et disposent de différentes voies d’action : autocrine,
paracrine et endocrine. Leurs actions dépendent de I’environnement tissulaire, de la présence

d’autres facteurs de croissance et du type cellulaire en présence’.

Il existe plusieurs familles de facteurs de croissance impliqués dans le développement et la

cicatrisation des tissus de I’organisme, celles-ci sont tres utilisées en ingénierie tissulaire.

Les principaux facteurs utilisés sont :

- PDGEF (Platelet Derived Growth Factors)

- TGF-B (Transforming Growth Factor Beta)
- BMP (Bone Morphogenic Proteins)

- EGF (Epithelial Growth Factor)

- IGF (Insulin-like Growth Factor)

- FGF (Fibroblast Growth Factor)

1.1.1.3 Biomatériaux de soutien

Les biomatériaux en ingénierie tissulaire ont un role clé dans la régénération des tissus : ils
font office de support, de matrice extracellulaire « artificielle ». En effet, le biomatériau de
soutien (appelé aussi « scaffold ») mimant la matrice extracellulaire sert de guide aux cellules

et aux molécules”. Ces matrices sont des réseaux tridimensionnels qui permettent 1’adhésion,
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la prolifération et la différenciation des cellules nécessaires a la reconstruction. De plus, ces
« scaffolds » peuvent véhiculer les facteurs de croissance, permettent la mise en place d’une
vascularisation et forment une barriere « mécanique » permettant le maintien de 1’espace

. . . 19
cicatriciel”.

Les biomatériaux de soutien doivent respecter certains critéres : étre résorbables, avoir une
bonne conductivité cellulaire, étre biocompatibles, étre biofonctionnels et ne présenter aucun
danger pour I’organisme (non toxique, absence de réaction immunitaire et absence de risque
de transmission de maladie infectieuse ou parasitaire). Il n’existe pas actuellement de
matériau idéal qui réunisse toutes ces caractéristiques. C’est pour cette raison que 1’on associe
souvent plusieurs types de matériaux : les éponges collagéniques et le phosphate tricalcique,
I’hydrogel d’alginate et 1’hydroxyapatite par exemple'’. Ces combinaisons de biomatériaux

varient en fonction du type de tissu a régénérer.

En permettant 1’¢laboration d’une matrice, support nécessaire et essentiel aux cellules
souches, les biomatériaux utilisés en ingénierie tissulaire ont donc un réle majeur dans la

régénération des tissus 1ésés.
1.1.2 Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire vise a soigner un organe ou un organisme défaillant par 1’administration
de cellules qui ont été choisies, amplifiées et traitées ou modifiées (ex vivo). C’est grace a la
transplantation de cellules saines afin de remplacer les cellules dysfonctionnelles que I’organe
fragilisé va étre réparé. Deux types de cellules peuvent étre utilisées : les cellules différenciées

(fonctionnelles, provenant d’un organe) et les cellules souches.

Bien souvent, c’est par I’utilisation de cellules souches, capables de remplacer différents types
de cellules, que ces thérapies sont possibles. Potentiellement, les cellules souches
embryonnaires, les cellules souches adultes (notamment les CSM) et les cellules souches

pluripotentes induites (IPS ou iPSC) sont les cellules a exploiter en thérapie cellulaire'" .

Par leurs nombreuses propriétés, les cellules souches permettent d’envisager différentes

utilisations en médecine régénérative : la stimulation de I’angiogenése, I’immunomodulation

21



qui évite une réponse inflammatoire, la régénération tissulaire par remplacement cellulaire
direct et le recrutement de cellules progénitrices (cellules a un stade de différenciation plus

avancé que les cellules souches, 1° stade de différenciation) provenant du site a réparer.

Les domaines thérapeutiques, dans lesquels 'utilisation de la thérapie cellulaire est possible,
sont nombreux. C’est notamment le cas en cardiologie, immunologie, neurologie,
ophtalmologie et odontologie. Elle constitue une alternative aux greffes d’organes et de tissus
qui sont souvent rendues trés compliquées par le manque de compatibilité entre le donneur et

le receveur et la faible disponibilité de greffons.

Malgré de nombreuses avancées dans ce domaine médical, quelques difficultés freinent la
thérapie cellulaire :
- La maitrise approximative de la transformation (c’est-a-dire de 1’induction) des
cellules souches (qualitativement et/ou quantitativement) lors de la mise en culture,
- la non-maitrise de la survie et de la migration des cellules souches apres leur
implantation,
- le manque de recul sur les effets potentiellement délétéres apreés implantation des

cellules souches (tératome,...).

Les possibilités thérapeutiques des thérapies cellulaires étant trés nombreuses, elles sont
devenues une voie de recherche trés importante dans le milieu médical. Grace au
développement important de la recherche fondamentale sur les cellules souches, les
scientifiques esperent développer considérablement, d’ici quelques années, ce domaine, afin
de pallier aux limites médicales actuelles dans le traitement de certaines pathologies comme le

diabéte de type 1, la sclérose en plaque et la dégénérescence maculaire liée a 1’age'.

1.2 Cellules souches / stromales mésenchymateuses

Le terme de cellule souche est employé de manicre large. Il regroupe plusieurs types de
cellules souches ayant des propriétés communes : les cellules souches de la moelle osseuse,
les cellules souches hématopoiétiques, les cellules souches embryonnaires, les cellules

souches induites...
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Une cellule souche, en se divisant en deux cellules filles, va pouvoir « s’auto-renouveler » et
se différencier. En effet, une des cellules filles va rester indifférenciée (tout en gardant la
propriété d’autorenouvellement de la cellule meére) et I’autre va se différencier en un type

spécifique de cellules. C’est un mode de division asymétrique' '*(figure 2).
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Figure 2 : Les principales propriétés d'une cellule souche (stemcellupdate.net - Nov2012).

L’aptitude des cellules souches, a se renouveler a partir d’une seule cellule et a se différencier
en plusieurs lignages cellulaires, en fait une population cellulaire trés intéressante en

médecine régénérative.

Une cellule souche est donc une cellule indifférenciée qui possede la capacité
d’autorenouvellement et de différenciation.

Cependant la capacité de différenciation est plus ou moins importante selon le type de cellules
souches (figure 3). On distingue :

- des cellules unipotentes, qui ne génerent qu’un seul type cellulaire différencié,

- des cellules multipotentes (comme les cellules souches hématopoiétiques (CSH) et
CSM), qui sont capables de générer plusieurs types de cellules uniquement dans une lignée
cellulaire précise (I’ectoderme, I’endoderme ou le mésoderme, les trois feuillets
embryonnaires),

- des cellules pluripotentes, qui sont capables de générer tous les types cellulaires (ce
sont les cellules souches embryonnaires (CSE) et cellules souches pluripotentes induites

(iPSC)),
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- des cellules totipotentes, capables de générer un €tre humain entier a partir d’une

seule cellule.
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Figure 3 : La spécialisation des différents types de cellules souches (d’apres Chambon P, Tourbe C,
Dufour C. 2006)" ; (1) Ectoderme : peau, systéme nerveux, etc. (2) Mésoderme : sang, squelette,
reins, etc. (3) Endoderme : appareil digestif, respiratoire, etc.

1.2.1 Définition

Parmi la population de cellules souches adultes multipotentes, on distingue les cellules
souches mésenchymateuses qui dérivent du conjonctif embryonnaire (mésenchyme) et qui
sont présentes dans de nombreux tissus conjonctifs de I’organisme adulte. La quantité de
cellules et leurs propriétés sont variables selon le tissu d’origine, 1’état de santé et 1’age de la
personne. Elles sont capables de se différencier (en un nombre limit¢ de cellules) afin
d’élaborer différentes structures : muscles, os, tendons, cartilages, tissus adipeux, etc'®. En
effet, ces cellules posseédent la capacité d’autorenouvellement (limitée dans le temps) et de
différenciation vers d’autres types cellulaires spécialisés (d’origine mésodermique
principalement). Ainsi, elles participent activement a la régulation, au maintien et a la

régénération des tissus d’origine mésenchymateuse de I’organisme.

C’est dans les années 70 que pour la premiere fois, des CSM ont été isolées a partir de la

moelle osseuse. A cette époque, il a ét¢ montré que ces cellules étaient capables de se
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différencier en ostéoblastes, d’adhérer au plastique et de former des colonies de cellules
d’allure fibroblastique (Fibroblasts Colony-Forming Unit : CFU-F)!". Par la suite, plusieurs
équipes ont également montré la capacité¢ de ces cellules a se différencier vers d’autres

18 19

cellules d’origine mésodermique : chondrocytes, adipocytes, myoblastes . D’autres

différenciations dans des lignées autres que mésodermiques ont été réalisées, notamment dans

20 21 22

des lignées ectodermiques (cellules neuronales et cellules épithéliales) et des lignées

endodermiques (hepatocytes, cellules pancréatiques)> (figure 4).
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Figure 4 : Différenciation des CSM (www.sci-therapies.info.)

Le terme de « cellule souche mésenchymateuse » a été donné par Caplan en 1991%*. De
nombreux termes ont été utilisés pour nommer cette population cellulaire : « mesenchymal
stromal cells », « multipotent stromal cells ». Actuellement, nous parlons de cellules souches /

stromales mésenchymateuses (CSM).

Pour étre considérées comme telles les cellules doivent remplir trois critéres selon
I’International Society for Cellular Therapy (ISCT)* :

- I’adhérence au plastique (lors de leur culture) ;
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- DP’expression des marqueurs de surface CD73, CD90 et CD105, a un taux de 95% ;
et I’absence d’expression des marqueurs hématopoiétiques CD34, CD45, CD14,
CD19 ainsi qu’aux molécules de surface HLA-DR ;

- la capacité de différenciation in vitro en ostéoblastes, adipocytes, et chondrocytes.

1.2.2 Origines

Présentes dans de nombreux tissus conjonctifs de 1’organisme adulte, les sources disponibles
de CSM sont multiples et incluent & la fois les tissus adultes et les tissus foetaux”. La
principale source de CSM reste la moelle osseuse. Pendant de nombreuses années, la moelle
osseuse a longtemps ¢té considérée comme la source la plus sire et la plus accessible en dépit
du caractere invasif de son prélévement (ponction osseuse). D’autres tissus plus accessibles et
avec une technique de prélévement moins invasive sont de plus en plus étudiés et utilisés. Ils
pourraient constituer une alternative a la moelle osseuse. Par exemple, des tissus de la sphere
orale, principalement la pulpe et le ligament parodontal, contiennent des CSM et peuvent
donc avoir un intérét en ingénierie tissulaire. Malgré leurs caractéristiques communes, les
CSM peuvent présenter des différences dans leur capacité¢ d’autorenouvellement et de
différenciation en fonction de leur environnement. Il est donc important de déterminer la

source de CSM la plus appropriée en fonction de 1’application clinique recherchée.

1.2.2.1 Extra-orales

La moelle osseuse par son microenvironnement constitue la principale niche des CSM du
corps humain®’. Les CSM de la moelle osseuse possédent les propriétés recherchées en
thérapie cellulaire comme la capacité¢ a se différencier en un certain nombre de cellules
spécialisées®®. Mais la technique de prélévement est longue, invasive et permet de récupérer
peu de CSM?. La quantité de CSM n’étant pas assez importante et donc I'utilisation en
thérapie cellulaire restreinte, il est nécessaire d’accroitre leur quantité par expansion cellulaire
en accentuant la division cellulaire. Au cours de cette étape d’amplification, les cellules
perdent progressivement leur potentiel de division et de différenciation. D’autres tissus
conjonctifs d’origine extra-orale ont été étudiés comme sources alternatives et permettent
d’isoler des CSM ayant des caractéristiques biologiques similaires. Le sang placentaire et le

tissu adipeux, sont les sources alternatives les plus intéressantes.
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- Sang placentaire
Le sang provenant du cordon ombilical posseéde des CSM ayant des capacités de prolifération
et de différenciation trés importantes, supérieures a celles de la moelle osseuse. De plus, le
mode de prélévement est non-invasif : ce qui en fait une source trés étudiée® *'. Cependant,
pour des raisons techniques (nécessité de banques de cellules souches) et éthiques (obtention
du consentement de la patiente par exemple), leur prélévement est limité et donc 1’utilisation

des cellules provenant de ce tissu est actuellement restreinte.

- Tissu adipeux
Le tissu adipeux pourrait étre une source alternative intéressante, en raison de son
prélevement simple (lors de liposuccion) et d’une quantité importante de cellules obtenues :
ce qui en fait également une source tres étudiée™. Les CSM retrouvées dans le tissu adipeux
(ADSC - Adipose derived stroma/stem cells) présentent une capacité de prolifération plus
importante que celles issues de la moelle osseuse tout en conservant les propriétés des cellules

souches™.

- Au eTi ue O ane p eme an ’iol e e CSM
D’autres tissus et organes permettent d’isoler des CSM, comme notamment :
- le cartilage®
- le périoste™ et 1’0s trabéculaire®®
- le systéme vasculaire®” **
- la membrane synoviale® et le liquide synovial*
- les muscles cardiaque®' et squelettique® **
- les tendons™
- la membrane amniotique® et la gelée de Wharton™
- le placenta®’

4 o A
- la rate®, le pancréas® et le poumon’.

1.2.2.2 Orales

Au niveau de la sphére orale, des sources de CSM comme le tissu adipeux, le périoste et la

moelle osseuse sont retrouvées ; des tissus plus spécifiques a la cavité orale (tissus dentaires
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et tissus péri-dentaires) peuvent également permettre le prélévement de CSM®' notamment,

comme le follicule dentaire, la pulpe dentaire, et le ligament parodontal (figure 5).

SHED

Figure 5 : Cellules souches / stromales mésenchymateuses orales (d’apres Egusa et coll. 2012).

L'os alvéolaire contient au niveau des espaces médullaires des CSM, les BMSC ou BMMSC
(Bone Marrow Stem Cells). Selon plusieurs études les CSM de la moelle osseuse provenant
d’un os de la face (mandibule et maxillaire) posséderaient un meilleur potentiel de
différenciation et de prolifération que les CSM d’un os long (os iliaque et fémur)®* > **. La
procédure de prélévement au niveau oral est beaucoup moins invasive (recueil de ’os lors
d’une pose d’implant, lors d’une avulsion ou lors d’une ostéotomie) que le prélévement
classique (ponction de moelle osseuse au niveau de la créte iliaque, du fémur ou du tibia). A
la surface de 1’os alvéolaire, le périoste posséde également des cellules souches, les PSC
(Periosteum Derived Stem Cells)> *® >7 *®. De nombreuses études semblent montrer que les
CSM provenant du périoste ont un meilleur potentiel de croissance (prolifération plus rapide
et plus importante) que les BMSC de la créte iliaque et méme de 1’os alvéolaire™ . Cette
population cellulaire, est déja utilisée en implantologie (augmentation de 1’épaisseur de 1’os
alvéolaire) et chirurgie maxillo-faciale (augmentation du plancher sinusien) donnant des

résultats significatifs®' .
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Des tissus dentaires, plus spécifiques a la cavité orale permettent tout comme le tissu adipeux

et le tissu osseux le prélévement de CSM :

- Les dents lactéales exfoliées, par leur pulpe camérale, sont une source de CSM, les
SHED (Stem cells from Human Extracted Deciduous teeth). Une fois la dent déciduale
exfoliée, il est possible d’isoler et de cultiver in vitro des cellules souches a partir des

restes pulpaires.

- Le follicule entourant les bourgeons dentaires en développement est une source de
CSM: les DFSC (Dental Follicle Stem Cells). Ces cellules, d’origine
ectomésenchymateuse, possedent les caractéristiques communes des CSM et leur
prélévement est assez aisé : lors d’avulsion de dents incluses, par exemple les 3¢mes
molaires®. Néanmoins les DFSC semblent étre moins intéressantes que les DPSC
(Dental Pulp Stem Cells) : leur capacité de division est importante mais leur capacité
de différenciation est moins marquée. Une autre population a ét¢ identifiée au niveau
du follicule dentaire : les TGPC (Tooth Germ Progenitor Cells)** mais ces cellules ont

été peu étudiées jusqu’a présent et sont méconnues.

- La partie apicale de la papille d’une dent en développement contient également des
CSM, les SCAP (Stem Cells from Apical Papilla). Les troisiémes molaires en sont la
principale source, mais I’apex de dents immatures extraites peut aussi étre utilisé. Ces
cellules sont présentes en grand nombre entre la pulpe dentaire et la papille apicale ®

% Comparées aux DPSC, les SCAP auraient un meilleur potentiel de prolifération®’.

- La pulpe dentaire, a partir de ce tissu il est possible d’isoler les CSM pulpaires
(DPSC - Dental Pulp Stem Cells) ; ce sont les premicres cellules souches dentaires a
avoir été isolées®™. C’est grace a une pulpectomie de dents saines ou grice au
prélevement de la pulpe de dents incluses (la plupart du temps les troisiémes
molaires), que les CSM de la pulpe peuvent étre isolées. Ces cellules, ont la possibilité
de régénérer le complexe dentino-pulpaire®. Les DPSC sont trés intéressantes, elles
ont montré¢ dans certaines conditions de culture leur capacité a se différencier en

adipocytes, chondrocytes, myocytes et cellules neurales’’. De plus, il semblerait, qu’a
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partir de ces cellules, il soit possible d’obtenir les cellules souches pluripotentes

induites (iPSC)"".

D’autres sources de CSM issues des tissus péri-dentaires sont également disponibles :

Les glandes salivaires possédent également des CSM appelées SGSC (Salivary
Gland-derived Stem Cells)”> > ™. Mais elles ne constituent pas une source
privilégiée car il est difficile d’isoler, de sélectionner les CSM au sein du tissu
prélevé : la procédure de prélévement est invasive et peut endommager les glandes

salivaires.

Au niveau de la lamina propria de la gencive attachée se retrouve une population de
CSM, les OMSC (Oral Mucosa Stem Cells)” . Cette population cellulaire divisée
elle-méme en deux catégories : les OESC (Oral Epithelial Stem Cells) et les GMSC

(Gingiva-derived Mesenchymal Stem Cells).

Le ligament parodontal contient également des CSM pouvant étre récupérées sur la
surface des racines lors d’avulsions. Ces cellules souches sont nommées : PDLSC
(Periodontal Ligament Stem Cells). Les PDLSC ont montré¢ des propriétés
intéressantes, elles possédent la faculté de régénérer des tissus parodontaux comme le
cément, ’os alvéolaire et le ligament parodontal. En outre, elles présentent des
caractéristiques similaires aux cellules souches de la moelle osseuse et aux DPSC”” 7.
Ces cellules possederaient d’autres capacités attrayantes qui seront développées dans

la prochaine partie (cf. chapitre 2.2).

Ces CSM d’origine orale possedent les caractéristiques communes a toutes les CSM.

Morphologiquement, elles sont identiques’”. Cependant, selon leur localisation, elles sont plus

ou moins accessibles et la technique d’isolement est plus ou moins compliquée. De plus, il

existe des spécificités propres a chaque population de CSM. Certaines seront plus enclines a

se multiplier mais auront moins de possibilités de différenciation, alors que d’autres pourront

se différencier en un ou plusieurs types de cellules spécifiques mais leur capacité de

prolifération cellulaire sera amoindrie.
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1.2.3 Propriétés et caractéristiques

1.2.3.1 Phénotype de surface

A ce jour, il n’existe pas de marqueurs membranaires spécifiques des CSM. La plupart des
marqueurs de surface peuvent étre retrouvés a la surface de cellules différenciées. Néanmoins,
de nombreux marqueurs de surface ont été identifiés et permettent de caractériser et d’isoler
ces cellules®. Les antigénes CD105, CD73 et CD90 (Thy-1) sont les plus représentatifs de ces
cellules. Les premiéres caractérisations des marqueurs de surface des CSM par cytométrie de
flux ont révélé qu’elles ne possedent pas a leur surface les marqueurs hématopoiétiques (CD3,
4, 14, 34, 45,...)*'. Ce profil de marqueurs propre & cette population cellulaire permet de

distinguer aisément les CSM, par exemple au sein d’un échantillon de la moelle osseuse.

1.2.3.2 Clonogénicité et autorenouvellement

La clonogénicité est la capacité des cellules souches stromales mésenchymateuses a proliférer
de maniere importante tout en gardant les mémes propriétés au fil des générations. Grace a
cette capacité, la population de cellules souches va s’auto-renouveler. A la suite de
nombreuses divisions cellulaires et en absence de spécialisation, le nombre de cellules

souches va pouvoir augmenter.

Ces cellules ont néanmoins un potentiel de prolifération limité, cette propriété
d’autorenouvellement diminue au fil du temps : elle est en rapport avec I’age de la cellule et
indirectement de 1’individu. Une fois leur potentiel atteint, elles entrent en sénescence. Cette
phase de sénescence est controlée par une horloge interne, c’est une programmation qui
définit le nombre de divisions possibles (environ de 40 a 50 fois : limite de Hayflick). En se
basant sur le nombre de 40 divisions, les calculs montrent qu’une cellule peut générer jusqu’a
1000 milliards de cellules, ce qui est largement suffisant pour le renouvellement d’un tissu de
I’organisme. La sénescence est un des mécanismes essentiels du vieillissement des cellules et
de I"organisme mais les CSM grace a leur faculté a se renouveler limitent ce processus. En
effet, a chaque division d’une cellule somatique une partie de I’extrémité des chromosomes
appelée télomere ne se réplique pas complétement ce qui va provoquer un raccourcissement

de ’ADN et donc finalement limiter les possibilités de réplication. La longueur des télomeres
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correspond d’une certaine fagon a 1’dge d’une cellule : une fois que la taille du télomere
atteint une taille minimale critique, la cellule ne pourra plus se diviser. Les CSM produisent

une enzyme, la télomérase, qui a pour role de maintenir la longueur de I’ADN télomérique™.

Lors de I’autorenouvellement, la CSM peut s’engager soit dans une division symétrique en
générant deux cellules identiques a elle-méme, soit dans une division asymétrique en donnant
une cellule identique a elle-méme et une cellule destinée a se différencier®. La voie de
division symétrique permet aux cellules souches un accroissement important de sa population
mais, généralement, c’est la voie de division asymétrique qui est utilisée car elle est plus
adaptée au renouvellement tissulaire normal : le modéle asymétrique permet de maintenir le
capital de cellules souches tout en permettant la différenciation donc de régénérer les tissus

(figure 6).
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Figure 6: Autorenouvellement symétrique ou asymétrique des cellules souches (d’aprés Massoudi A*
2010)

1.2.3.3 Multipotence

Les cellules souches mésenchymateuses sont multipotentes. Elles ont ainsi la capacité de se
différencier sous certaines conditions en plusieurs tissus mésenchymateux : os, cartilage,

muscle lisse, ligament, tendon, tissu adipeux et stromal®’>. Du moins, elles ont, pendant
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longtemps, été considérées comme des cellules souches ne pouvant que s’engager dans la voie
mésodermique. Des ¢études ont montré une certaine plasticit¢ cellulaire. Selon
I’environnement qui entoure ces cellules in vivo, ces dernicres présentent la capacité de se
différencier en d’autres types de cellules. En effet, les CSM ne permettent pas seulement
d’accroitre la population de cellules d’un méme lignage cellulaire (de type mésenchymateux),
elles peuvent aussi générer un type cellulaire spécialisé¢ d’autres tissus, grace au phénomeéne
de plasticité (figure 7). En raison de cette capacité, les CSM ne sont pas considérées stricto
sensu comme pluripotentes mais peuvent, par différents facteurs et différents mécanismes, se

comporter comme telles*’.

Lorsque les conditions le permettent et avec 1’ajout de facteurs spécifiques in vitro, les CSM
ont la possibilit¢ de donner naissance a des cellules matures spécialisées provenant des deux

autres feuillets embryonnaires : ectodermique®’ et endodermique®.

Les CSM peuvent donc se différencier en une grande variété de types cellulaires :

90 91 92 93 94 95

fibroblastes®, myofibroblastes™ °', cardiomyocytes’ *°, péricytes™ *°, cellules neuronales’®
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Figure 7 : La plasticité des CSM (stemcells.nih.gov)
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1.2.3.4 Migration et influence du microenvironnement

Les CSM posseédent une capacité de migration, ce qui présente un réel intérét thérapeutique. I1
est important de préciser que ces cellules ne sont pas présentes en continu dans la circulation
sanguine. En effet, elles sont en quiescence dans les niches tissulaires ou elles résident, et
sous l’action de stimuli, elles migrent vers les tissus lésés pour y exercer leurs effets

thérapeutiques.

Une niche est définie comme un microenvironnement qui protége les cellules souches. Ces
niches controlent I’expansion, la différenciation et 1’apoptose (ou mort cellulaire programmée,
autodestruction de la cellule en réponse a un signal) des cellules souches au sein des tissus :
c’est le systeme de régulation de ce type de population cellulaire. C’est par la sollicitation de
facteurs locaux et systémiques (stimuli) que 1’autorenouvellement, la différenciation, la
quiescence et la mobilisation des cellules souches sont possibles'™. Les niches sont
composées d’une matrice extracellulaire et d’une partie cellulaire, elle-méme composée de
cellules souches et de cellules stromales. La communication au sein des niches et la
communication avec le reste de 1’organisme sont toutes deux rendues possible grace aux
facteurs solubles (cytokines, intégrines...) et grace aux granulocytes avec 1’aide du facteur G-
CSE'™* 105, Apres des « signaux de recrutement » les CSM vont s’activer, il y aura alors une

distribution systémique vers le site cible a réparer'.

Le fait que ces cellules puissent migrer préférentiellement vers des sites de 1€sions tissulaires
ou inflammatoires et exercer leur capacité¢ de réparation est qualifi¢ de « domiciliation »,
« homing » ou « écotaxie w07 108109 "Grace a cette caractéristique, le recrutement des CSM,
durant un stress tissulaire, est permis grace a l’action de différents « signaux d’alarme »
libérés par le/les tissu(s) endommagé(s). En effet, les CSM sont sensibles au stress tissulaire
et aux modifications du microenvironnement liés a I’inflammation, I’ischémie, I’hypoxie ou
Iirradiation''® "', Par exemple, des CSM de la moelle osseuse injectées dans le systéme
sanguin d’un rat ont montré la capacité a migrer rapidement dans les tissus cérébraux 1ésés a
la suite d’une ischémie cérébrale : cela a eu pour effet une amélioration des fonctions
neurologiques' . Des études ont également montré que celles-ci sont capables de migrer vers
des tumeurs, offrant aux thérapies anticancéreuses de nouveaux espoirs : les CSM pourraient

servir de vecteur cellulaire pour I’administration des médicaments en chimiothérapie''® ''*.
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Le passage dans la circulation systémique par I’intermédiaire de micro-vaisseaux, la
migration vers les tissus cibles, I’adhésion et I’infiltration des CSM dans les tissus dépendent
d’un ensemble de molécules essentielles et d’actions biochimiques (figure 8). Les tissus
endommagés expriment des récepteurs et des ligands spécifiques, ce qui va permettre
I’adhésion et I’infiltration des CSM, mais aussi assurer un microenvironnement. En créant un
microenvironnement favorable aux cellules souches, celles-ci vont pouvoir s’auto-renouveler

(clonogénicité) et se différencier (multipotence).

Le passage a travers I’endothelium des vaisseaux et la migration des CSM sont rendues
possibles grace a leurs récepteurs aux chimiokines/chimiokines, a leurs molécules d’adhésion
de la famille des intégrines et a des immunoglobulines et métalloprotéinases'”>. Un des
facteurs prépondérants pour la migration des CSM est I’interaction chimiokine SDF-1 /
chimiokine CXCR4. Le récepteur CXCR4 est situ¢ a la surface des cellules souches en
migration, le récepteur SDF-1 est lui exprimé a la surface des cellules du tissu endommageé :
SDF-1 est retrouvé dans de nombreux tissus mais il est surexprimé en cas de lésions
tissulaires (inflammation, ischémie,...). Le recrutement et le maintien d’une population de
CSM dans le tissu cible nécessitent obligatoirement la présence de ces deux récepteurs''® 7,

Ainsi, en cas de blocage de I'interaction de SDF-1 et CXCR4, le « homing » va étre limité

. (118
voire stoppe .

35



A. Activation
CSM

B. Migration & Adhésion

C. Infiltration

MMP-2 I

P , TLR  bFGF
o

8.

PR

Intégrine a4/61,61

\

VCAM-1

/.\\ )

Cellules endothéliales

Inflammation

Tissu lésé ; ;
(TNF-a, IL-1) Fibronectine

Matrice extracellulaire

Figure 8 : Mécanisme du « homing » : ’activation (A) avec une cascade d’interactions (intégrines,...),
le mouvement et I’adhésion (B) des CSM aux micro-vaisseaux par |’interaction SDF-1/CXCRA4, et la

derniére étape d’infiltration (C) - (d’aprés Yagi H''®.2010).

La capacit¢ des CSM a migrer dans la circulation systémique vers les tissus a réparer est
essentielle. Cette capacité permet aux CSM de rester quiescentes avant mobilisation, et de ce
fait, de limiter la population de cellules souches en transit dans 1’organisme. Cette propriété
est tres étudiée, elle pourrait étre mise a profit dans des thérapies régénératives pour des

1ésions tissulaires diffuses ou difficiles d’acces.

1.2.3.5 Différenciation et effet trophique

Le phénomene de différenciation ou plasticité qui caractérise les CSM est I’'une des capacités
la plus étudiée. Précédemment, nous avons vu que ces cellules semblent préprogrammées
pour certaines voies de différenciation : lignée ostéoblastique, lignée chondrocytaire et lignée

- . 120
adipocytaire .

Des études et des essais cliniques ont montré que les CSM étaient capables d’acquérir les
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des cellules du tissu hote ; le but étant de

remplacer les cellules spécialisées mortes d’un tissu en faisant appel & leur plasticité''.
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La trans-différenciation caractérise le processus par lequel un précurseur, voire une cellule
déja engagée dans une voie de différenciation, se transforme en une cellule différenciée d’un
autre type cellulaire'?; cela implique que la cellule différenciée se « dé-différencie » en
progéniteur. Cependant, cette capacit¢ de trans-différenciation ne fait pas l'unanimité :
certaines études évoqueraient plutdt un phénomene de fusion cellulaire. Les cellules souches
transplantées fusionneraient avec les cellules du parenchyme tout en s’accaparant les

propriétés et le phénotype de ces derniéres'> ',

Il n’existe pas de réel consensus sur ces notions de « plasticité », de « trans-différenciation »
et de « fusion ». Quoi qu’il en soit, le mécanisme de « différenciation » ne semble plus étre le
principal effet bénéfique induit par les CSM dans la régénération tissulaire. En effet, ces
cellules grace a une activité paracrine et 1’effet trophique tissulaire de celle-ci, modifient
favorablement I’environnement qui les entoure'”. Aprés leur arrivée prés des tissus
endommagés, les CSM contribueraient ainsi a la réparation tissulaire par la sécrétion d’un
large panel de molécules impliquées dans I’homéostasie : chimiokines, cytokines, facteurs de

126 127 f ds
. Des facteurs sécrétés par ces cellules sont

croissance et glycoprotéines solubles
impliqués dans la prolifération et la migration de monocytes sur le tissu 1ésé (Macrophage
Colony-Stimulating Factor M-CSF et le récepteur CCL2), ainsi que dans le recrutement de
cellules progénitrices endogenes (cellules souches déja engagées dans une lignée mais en
quiescence). Les CSM produisent aussi des facteurs de croissance proangiogéniques, anti-
fibrotiques et anti-apoptotiques : VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), HGF

(Hepatocyte Growth Factor) et IGF-1, notamment.
Les activités paracrines des CSM induisent les actions suivantes :
» la stimulation de I’angiogenése
Les CSM, grace a leur pouvoir angiogénique, jouent un rdle primordial dans la réparation et
dans la restauration d’un organe : la restauration et I’amplification du réseau vasculaire de

I’organe permettent un apport plus important d’oxygene au tissu.

Le sécrétome de ces cellules montre que celles-ci ont un effet direct sur les cellules

endothéliales en favorisant leur prolifération et leur migration'**. De plus, les CSM protégent
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et stabilisent les vaisseaux déja formés et agissent sur les différentes étapes de
I’angiogenése'® "*°. De nombreuses molécules produites par ces cellules ont été identifiées,
elles ont un role prépondérant sur I’angiogenese comme le FGF-2, ’HGF, I’IGF-1, le VEGF,
le placenta growth factor (PLGF), le CCL2, I’angiopoiétine-1 (Ang-1) et l'interleukine 6 (IL-
6)"*! 12 Cette capacité des CSM a des effets bénéfiques dans le traitement des pathologies
d’origine ischémiques, comme les ischémies cardiaques'’ et rénales'**.

Ainsi une ¢étude a montré que sur des patients atteints d’ulceres liés a des ischémies,
I’injection intramusculaire autologue de CSM permet d’accélérer la guérison par résorption de

.1
CCux-C1 35.

» la stimulation de la prolifération des cellules souches endogénes et du recrutement

d’autres cellules progénitrices

Parmi I’ensemble des molécules synthétisées par les CSM, certaines vont favoriser la
réparation tissulaire par le recrutement d’autres cellules progénitrices et/ou de CSM déja
présentes au sein de I’organe endommagé'*® 7. C’est donc indirectement par leurs facteurs
et leurs protéines sécrétés que les CSM vont agir sur la prolifération de cellules souches

résidentes dans les tissus 1ésés.

Différentes études montrent le potentiel d’application de cette propriété dans des
thérapeutiques régénératives :

- au niveau cérébral, une étude montre sur des rats que les CSM sont capables
d’augmenter la prolifération de cellules souches neurales présentes dans le tissu 1ésé, apres
congestion cérébrale'*® ;

- une autre étude met en évidence le role des CSM sur la réparation tissulaire
cardiaque par recrutement des cellules progénitrices résidentes grace a la sécrétion de la
chimiokine CXCR4 aprés infarctus du myocarde'*” ;

- au niveau de I’ceil, apres injections de CSM (et surtout de leur sécrétome) dans la
chambre antérieure, on constate une régénération du trabeculum (filtre dynamique régulant la

. . . \ 7 14
pression intraoculaire) par les cellules souches endogénes présentes'*.
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» la diminution de 1’apoptose cellulaire

Les CSM ont un pouvoir anti-apoptotique, en évitant la mort de certaines cellules, elles
favorisent la reconstruction tissulaire'*'. Grace aux nombreux facteurs de croissance sécrétés
par les CSM, [D’apoptose des cellules résidentes au sein de 1’organe atteint est
considérablement réduite. Cet effet serait principalement di a la production et au relargage de

facteurs comme IGF-1, VEGF et HGF 142

C’est par leur « plasticité » et leur activité paracrine que les CSM font 1’objet de nombreuses

études dans le but d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

1.2.3.6 Immunomodulation

Une des caractéristiques intéressantes des progéniteurs mésenchymateux est leur capacité a
pouvoir influer sur I’inflammation par la modulation de la réaction du systéeme immunitaire.
En effet, les CSM possedent des propriétés immunosuppressives et modulent la réponse

. o . 143 144
immunitaire innée et adaptative'* ',

Cette capacité a réguler le systéme immunitaire est rendue possible grace aux interactions
directes et indirectes entre les CSM et les cellules immunitaires par I’intermédiaire de
nombreux signaux biochimiques comme I’enzyme IDO (indoleamine 2,3-dioxygénase), le

facteur TGF-B (Transforming Growth Factor) et la prostanglandine E2 (PGE2)'* 146 147,

IL-10 Macrophages, Neutrophiles, CDs, Lymphocytes Thi, Treg,
IL6 Neutrophiles, Monacytes, CDs, B, Lymphocytes Th2, Treg, Th17

TGF-§ Macrophages, NK, CDs, lymphocytes B, T, Treg

cCcL2 Macrophages, lymphocytes Th2, Th17

CCLs Neutrophiles, Monocytes, CDs, lymphocytes Thi, Treg,
IDO Manocytes, CDs, Lymphocytes B, T, Treg

VEGF CDs, Lymphocytes Thi, Thl7, Treg

PGE2 Macrophages, Monocytes, NK, CDs, lLymphocytes T

Tableau 1 : Facteurs principaux des CSM ayant un effet sur les cellules de I'immunité innée et
adaptative (d’aprés Roubeix C'** 2014)
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Ces facteurs jouent un role majeur dans la maturation et la prolifération des cellules
dendritiques (DC ; cellules dérivées de monocytes) et des cellules « natural killer » (NK),
ainsi que dans I’inhibition des lymphocytes T ou encore dans 1’inhibition des lymphocytes B.
Cependant, aprés observations, cette capacité des CSM ne se réalise qu’aprés une
communication réciproque de celles-ci avec les cellules immunitaires'®’. En effet, il a été
montré que les CSM ne peuvent agir sur I’immunité que par « autorisation » (licensing) grace
a des stimuli provenant des cellules immunitaires'°. Ces stimuli potentialisent la propriété de
régulation immunitaire des cellules souches par exposition de celles-ci aux cytokines pro-

inflammatoires (TNF-a, IFN-y, IL-1a et IL-IB)15 11s2,

Les différentes cellules interagissent et communiquent entres elles de la fagon suivante :

- Lymphocytes T : c’est par ’interaction cellules-cellules et avec 1’aide de facteurs
solubles comme les cytokines TNF-a, IFN-y, IL-la et IL-1B, que les CSM inhibent la
prolifération des lymphocytes CD4 et CD8 ; des chémokines et de 1’oxyde nitrique sont
produites par les CSM afin de permettre cette inhibition'> ; les cellules souches induisent
également une population de lymphocytes T régulateurs (cellules Treg) via la synthése de

TGF-B soluble'*.

- Lymphocytes B : stimulées par des cytokines (IL-2 et IL-4), les CSM inhibent la
prolifération, la différenciation des lymphocytes B, et la production d’immunoglobulines par

ces lymphocytes'>”.

- Cellules NK : les CSM inhibent la prolifération et de la cytotoxicité des cellules

« natural killer ».

- Cellules dendritiques : les CSM inhibent la maturation et la différenciation des

cellules dendritiques, liée a une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires.

Les CSM ont été naturellement considérées comme des candidates intéressantes dans le
traitement des désordres immunitaires. Elles pourraient, par la synthése de molécules
biochimiques, moduler la réaction inflammatoire en modifiant le microenvironnement du
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tissu endommagé afin de le protéger ™. Leur utilisation lors d’une transplantation serait
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notamment profitable dans le traitement de la maladie du greffon contre I’hote"’, ainsi que

dans le traitement de maladies auto-immunes comme le syndrome de Gougerot-Sjogren'*®, la

160 161
1

sclérose en plaque'’, la polyarthrite rhumatoide

érythémateux'®” et la maladie de Crohn'®.

, le diabete de type , le lupus

Leurs effets immunomodulateurs et surtout leur efficacité en tant qu’immunosuppresseur
suscitent un réel intérét thérapeutique; le but étant de remplacer les traitements

immunosuppresseurs actuels qui présentent de nombreux effets indésirables a long terme.

Les CSM suscitent donc un véritable engouement dans le monde médical grace a leurs
nombreuses propriétés ayant des effets importants directs ou indirects sur les tissus 1ésés de
I’organisme. De nombreuses études cliniques sont en cours avec plus de 3000 essais (selon le
site www.clinicaltrials.gov), ce qui montre tout I’intérét des scientifiques pour ces cellules. La

figure 9 en présente un bilan.

Effets trophiques des CSM Effets immunomodulatoires

‘ \\ @ ,
NS \ \ &/ \ CSM CellulesB
N H - ¥ s \
w‘ _/// A\Y / P s 3

V/ | AL = -
|/ ——— ||/ 2\;;@ CellulesTreg —_ /% Neutrophiles
I( Daad
csm | ’ DAY

Angiogenése CellulesCD6+ et CD4+

, FY
/f // csm ™ 90 cellulesnk
4 ’ Plasmocytes
Prolifération et différenciation de cellules hétes > ek
<= om
~ — A S~ Monocytes Cellulesdendritiques
N ) (\:? Différenciation csm
Ry = S~ G
- 7~ ; ¢ o ., Autres
N
Anti-apoptose cSM
< > :
S ) i, ~ (O
D) ) -
L Osteocyt Chondrocy Adipocyte

Recrutement de CSM et/ou d’autres cellules progénitrices

csm

Figure 9 : Les principales actions et effets bénéfiques possibles des CSM dans la réparation tissulaire

(d’aprés Shao et coll.'™, 2015)
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1.3 Utilisation des cellules souches / stromales mésenchymateuses dans le domaine

médical

L’utilisation des CSM en médecine régénérative permet d’envisager de nouvelles
thérapeutiques pour traiter différentes pathologies en cardiologie, en immunologie, en
neurologie, et dans de nombreux autres domaines. Grace a ces cellules, il est permis
d’envisager I’essor et 1’application de la thérapie cellulaire pour soigner des maladies
répandues dans la population telles que le diabéte, la maladie de Parkinson et la cirrhose
hépatique. Le site www.clinicaltrials.gov recense environ 40 maladies actuellement

concernées par des études impliquant les CSM.

1.3.1 Cardiologie

Selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), les maladies cardio-vasculaires
représentent les principales causes de mortalité et de morbidité. Dans les pays riches, ces
maladies sont méme la premiére cause de mortalité. En France, d'aprés les statistiques du
Centre d'épidémiologie des causes médicales des déces (CépiDc-Inserm), les maladies cardio-
vasculaires se trouvent étre la deuxieme cause de déces, juste derriere les cancers ; ces

maladies sont un véritable enjeu de santé publique.

De nombreux traitements et dispositifs médicaux, tels que le pontage coronarien, la
transplantation cardiaque, I’angioplastie et le pacemaker, existent pour traiter ces maladies. Le
développement de la médecine régénérative et ’utilisation de cellules souches offrent de
nouvelles perspectives médicales : la cardiologie pourrait profiter pleinement de ces avancées

et par conséquent, elle attend beaucoup des CSM'® 10 197,

Lors de cardiomyopathies ischémiques (angor, syndrome coronaire aigu, infarctus,...), les
CSM ont montré de véritables capacités a réparer le muscle cardiaque'® ' 70 17! Apres
transplantation au niveau du myocarde, elles limitent les 1ésions provoquées par 1’ischémie,
améliorent la cicatrisation, restaurent la fonction contractile du tissu et augmentent le débit

myocardique par optimisation de la fonction ventriculaire gauche (figure 10).
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Figure 10: Schéma illustrant le traitement du muscle cardiaque aprés un épisode ischémique par

transplantation de CSM (www.cellprothera.com)

Les CSM agissent de différentes maniéres afin de réparer le muscle cardiaque (figure 11) :

» Ces cellules vont se différencier en cellules spécialisées : en cardiomyocytes, en

. . r1: 172 1 174
cellules musculaires lisses et en cellules endothéliales'’* ' 174,

» Ensuite, les cellules souches vont sécréter de nombreux facteurs de croissance et
cytokines ayant des effets trophiques sur le tissu cardiaque: induction de

I’angiogenese, limitation de la fibrose et du remodelage tissulaire et réduction de

175 176 1
1’apoptose' " 76177

» Puis, elles vont moduler la réaction inflammatoire au niveau de la Iésion myocardique,

provoquant ainsi une diminution de 1’inflammation (immunosuppression locale)' ™ '"°.

» Enfin, elles vont stimuler la réparation endogéne par recrutement de cellules

e . . 180 181
progénitrices résidantes et circulantes dans le coeur .
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- Baisse de 'apoptose des cardiomyocytes
- Baisse du remodelage tissulaire

Figure 11 : Représentation des différents mécanismes exercés par les cellules souches apreés migration
de celles-ci lors de 1ésions du tissu cardiaque (d’aprés Ricardo et coll.'¥, 2011)

Malgré toutes ces propriétés intéressantes, l’utilisation des cellules souches
mésenchymateuses en cardiologie semble se heurter a I’heure actuelle a certaines limites. Il
est difficile d’évaluer tous les effets bénéfiques de la transplantation de CSM et son impact
sur le tissu cardiaque endommagé. En effet, les études révelent plusieurs soucis :

- 1l est difficile de déterminer le taux de différenciation in vivo des cellules souches en
cellules spécialisées (cardiomyocytes, cellules endothéliales,...) parce que 1’analyse du
devenir phénotypique des CSM transplantées est trés compliquée ;

- au niveau de la transplantation, le moment optimal d’implantation, la densité
cellulaire, la méthodologie d’implantation et les possibles séquelles apres un tel acte restent
floues ;

- aucun consensus sur d’éventuelles modifications génétiques et pré-conditionnement

cellulaire in vitro avant transplantation n’a été établi.

Néanmoins, 1’utilisation des CSM en cardiologie reste d’actualité et ne semble pas affectée

par ces incertitudes puisque malgré celles-ci les études ont montré I’innocuité de cette
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stratégie thérapeutique : absence d’évolution tumorale et absence de dysfonctionnement du

. 1
muscle cardiaque'™.

1.3.2 Neurologie

Le développement de la thérapie cellulaire est aussi particuliérement attendu dans le domaine
de la neurologie. En effet, les neurologues esperent avec 1’utilisation des CSM trouver de
nouveaux traitements afin de soigner des maladies neurologiques telles que les accidents
vasculaires cérébraux (AVC) et les 1ésions de la moelle épiniére. Ces maladies détériorent
rapidement le cerveau, il y a destructions des connexions et des transmissions neuronales.

Parmi les maladies neurologiques, I’AVC est la pathologie qui touche le plus de personnes.
En France, chaque année, 150 000 personnes sont victimes d’un AVC. Les AVC représentent
la premiére cause de handicap de I’adulte. Dans ce contexte, les neurologues voient dans les
capacités des CSM un moyen de réparer les séquelles de 1’ischémie cérébrale'. La thérapie
cellulaire semble étre trés prometteuse : ’injection de cellules souches mésenchymateuses
améliore la neuroprotection endogene et la plasticité cérébrale par des effets neurotrophiques
paracrines : angiogenese, immunomodulation, oligodendrolinogenese, synaptogenese, et
neurogenese. On note méme une diminution de I’apoptose des cellules neurales, certainement
di a D’effet anti-apoptotique de certains facteurs comme le BDNF. Les tissus ischémiques
vont étre réparés et la fonction neurale rétablie ; la restauration est non seulement neurale

mais également gliale et endothéliale'®.

Les CSM pourraient permettre également de traiter les maladies neurodégénératives qui
regroupent un ensemble de maladies neurologiques chroniques, parfois auto-immunes, qui
sont invalidantes et progressives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et
la sclérose en plaque. L’évolution de la maladie est souvent lente mais il en résulte une
altération du fonctionnement des cellules nerveuses, en particulier les neurones, pouvant
conduire a la mort cellulaire. La destruction de I’activité neuronale entraine des désordres

.. . 186 1
cognitivo-comportementaux, sensoriels et moteurs' 0 '’
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La plupart de ces maladies font I’objet de nombreuses études en thérapie cellulaire :

- la maladie de Parkinson: c’est une affection chronique, lentement évolutive,
détruisant progressivement les neurones dopaminergiques. En détruisant ceux-ci, la dopamine
(neurotransmetteur indispensable au contréle des mouvements) est de moins en moins
produite. La transplantation de CSM permettrait, en plus des effets bénéfiques habituels,
d’augmenter le niveau de tyrosine hydroxylase et donc de favoriser la production de

. 188 189 190
dopamine .

- la maladie de Huntington : c’est une affection génétique héréditaire conduisant a la
destruction des neurones de certaines régions cérébrales entralnant a son tour des troubles
moteurs, cognitifs et psychiatriques. Une répétition de trois nucléotides supérieures a la
normal (C,A et G — codon CAG) au sein d’un geéne spécifique empéche la fabrication d’une
protéine essentielle (huntingtine) pour le fonctionnement cérébral. La thérapie cellulaire va

limiter I’atrophie cérébrale grace notamment au pouvoir anti-apoptotique des CcsSM™!.

- la maladie d’Alzheimer : c’est la maladie neurodégénérative la plus fréquente. Elle
engendre un déclin progressif des facultés cognitives et de la mémoire pour atteindre une
perte totale d’autonomie du malade. Cette altération des facultés est due a la dégénérescence
neurofibrillaire et aux plaques amyloides. Grace a [’utilisation des cellules souches, le
systtme immunitaire va €tre moduler (activation cellules T régulatrices et modulation
cytokines pro-inflammatoires) et les dépots de plaque amyloide vont étre €liminés augmentant

ainsi la survie neuronale'*? 1%° 14,

- la sclérose en plaque : c’est une maladie neurologique et auto-immune, qui affecte le
systeme nerveux central provoquant des perturbations motrices, sensitives et cognitives. Des
cellules gliales (oligodendrocytes et cellules de Schwann) chargées de synthétiser la gaine de
myéline qui entoure les axones, sont attaquées, il y a démyélinisation et le début d’une
dégénérescence axonale. L’injection de CSM régule les réponses du systéme inflammatoire et

A A EP] . 195 1
permet méme une remyélinisation'*> ',

- la sclérose latérale amyotrophique : c’est une maladie affectant le systéme neuronal

moteur, caractérisée par une diminution progressive de I’activité musculaire pouvant entrainer
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la paralysie et la mort. Le systétme immunitaire semblerait étre impliqué. Apres
administration, les CSM transplantées seraient capables de limiter la progression de la
maladie, voire de réparer les tissus endommagés et d’augmenter le nombre de connexions

neuromusculaires'®’ 178 17,

- atrophie multisystématisée : ¢’est une maladie caractérisée par 1'association variable
de signes parkinsoniens, cérébelleux, autonomes et pyramidaux. Elle se traduit par de
nombreuses perturbations physiologiques treés invalidantes. Cette maladie résulte d’une perte
progressive de neurones dans plusieurs zones du cerveau ainsi qu’une accumulation anormale
d’une protéine (a-synucléine) dans les « cellules de soutien » (oligodendrocytes) entrainant
leur destruction. L’étiologie de cette dégénérescence est inconnue. Ne connaissant pas la
cause exacte, le traitement de cette maladie par thérapie cellulaire reste trés compliqué.

Néanmoins, I’effet neuroprotecteur des CSM pourrait limiter les 1ésions®” 2°'.

Les nouvelles stratégies thérapeutiques ¢élaborées s’appuient sur la capacité neuroprotectrice
des CSM (figure 12). Aprés leur migration dans les tissus cérébraux endommaggés, les CSM,
par leurs activités paracrines, ont des effets bénéfiques sur le tissu 1és¢, notamment par la
production de facteurs trophiques tels que le BDNF (« Brain-Derived Neurotrophic
Factor »)*®, le NGF (« Nerve Growth Factor »)*®, le GDNF (« Glial-Derived Neurotrophic
Factor »), le VEGF (« Vascular Endothelial Growth Factor ») et 'lGF (« Insulin-like Growth
Factor »)*™*. Ces cellules ont ainsi sur les lésions cérébrales, par I’intermédiaire de différents
facteurs, des effets immunomodulateurs, antiapoptotiques et angiogénes. De plus, elles
stimulent la régénération endogeéne par 1’activation de cellules progénitrices neurales (NPC,
« Neural Progenitor Cells ») en quiescence dans le tissu cérébral. Certaines études ont
¢galement montré que les CSM avaient un réle dans la remyélinisation de cellules neurales

7 7 r1z: . 2052
endommaggées et démyélinisées® .
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Figure 12 : Les effets potentiels de neuroprotection et de neurorégénération par I’activité paracrine des
CSM (d’apres Castillo-Melendez et al. 2013)

Les CSM exercent des effets neuroprotecteurs et de ce fait, elles constituent un axe de
recherche attractif en neurobiologie. Leur potentiel de réparation et de protection serait un
atout considérable dans le traitement des maladies neurologiques. Cependant, devant la
complexité des mécanismes mis en ceuvre par les cellules souches au sein du tissu cérébral
endommagé, les scientifiques ne peuvent pas pour I’instant élaborer de protocole
thérapeutique. Toutefois, elles sont porteuses d’espoirs pour soigner les patients atteints de

maladies neurodégénératives.
1.3.3 Immunologie

Dans le domaine de I’immunologie, les CSM, par leurs propriétés immunomodulatrices,
suscitent évidemment un grand intérét clinique. Par leurs capacités a produire des facteurs
trophiques et immunomodulateurs / immunosuppresseurs, elles sont utilisées pour le
traitement de la maladie du greffon contre I’héte et de certaines maladies auto-immunes®”’ 2%
(cf. partie 1.2.3.6). Bien que les mécanismes cellulaires et moléculaires de 1’action
immunomodulatrice des CSM ne soient pas encore totalement définis, leurs propriétés
immunosuppressives permettent d’envisager des applications thérapeutiques régulieres d’ici

quelques années (par exemple, lors d’une transplantation rénale®”). Leur utilisation dans les
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meilleurs conditions d’efficacité et de sécurité¢ nécessite d’approfondir nos connaissances sur
les mécanismes exacts de I’immunomodulation et de leur capacité a migrer vers les tissus
inflammatoires ; en étudiant les effets paracrines dus a la production de molécules anti-
inflammatoires et de facteurs trophiques par les CSM. C’est essentiellement par
I’intermédiaire de cytokines inflammatoires que les CSM vont modifier la population
cellulaire immunitaire du tissu 1€sé: inhibition de la prolifération des lymphocytes T,
inhibition de la différenciation et de la prolifération des lymphocytes B, inhibition de la
maturation et de la différenciation des cellules dendritiques et inhibition de la prolifération et

de la cytotoxicité des cellules NK.

La maladie du greffon contre I’hdte appelée GVHD (Graft Versus Host Disease ») est une
complication majeure et dangereuse survenant apres une allogreffe (greffe ou donneur et
receveur sont différents) de cellules souches hématopoiétiques. Le receveur, déja
immunodéprimé, va subir I’agression des lymphocytes T du donneur, entrainant une grave
inflammation systémique. Les conséquences de cette réaction immunitaire sont désastreuses

et entrainent bien souvent la mort des patients®'’.

Habituellement, le traitement par
corticothérapie est utilisé en premier recours contre la GVHD, mais les cellules souches
peuvent étre une bonne alternative pour éviter la corticorésistance, éviter les effets
secondaires de la corticothérapie et accélérer la vitesse de rémission. Le Blanc et al. ont
montré, grace a leurs travaux de 2004 et de 2008, que I’injection de CSM issues de la moelle
osseuse permettait, sans effet secondaires, de traiter les malades (rémission complete) ou au
minimum de prolonger la durée de vie de quelques années. Ces travaux ont ainsi démontré
I’intérét de 1’exploitation des propriétés immunosuppressives des CSM dans le traitement de
la maladie du greffon®'' *'?. Cependant I"utilisation de celles-ci pourrait a contrario augmenter

213 214

le risque de rechute de leucémie : I’administration de CSM doit donc étre réalisée

seulement apres avoir évalué le rapport risque/bénéfice.

Les maladies auto-immunes résultent d’un déreéglement du systéme immunitaire, entrainant la
production d’anticorps dirigés contre les propres cellules de I’organisme (auto-anticorps) et la
production en exces de lymphocytes. Ces maladies sont susceptibles d’étre traitées par

I’implantation de CSM :
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- la polyarthrite rhumatoide : c’est une maladie dégénérative inflammatoire chronique
évoluant en poussée, caractérisée par une atteinte articulaire (déformation, puis destruction de
I’articulation). En limitant 1’activation et la prolifération des lymphocytes T (par
I’intermédiaire des cellules Treg) responsables de la dégradation articulaire’”, les CSM
bloquent la progression de la maladie et freinent également la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires®'® 2!7.

- le diabete de type 1 : ¢’est une maladie inflammatoire qui se traduit par la production
d’auto-anticorps dirigés contre les cellules B du pancréas productrices d’insuline. La quantité
de sucre dans le sang n’est plus régulée par I’insuline et une cascade d’effets déléteéres, tels
que des lésions vasculaires, une dégénérescence tissulaire ou de la cécité, se créée au sein de
I’organisme. Apres application des CSM, les études montrent un arrét de la destruction des
cellules B, une augmentation de la différenciation des cellules souches en cellules productrices

. . , . . . J . , . . 218 219 22
d’insuline et une réparation tissulaire par stabilisation de la réponde inflammatoire'® #'* #°.

- le lupus érythémateux systémique : c’est une maladie chronique dans laquelle
I’ensemble des tissus conjonctifs du corps est attaqué par le systéme immunitaire. Apres
injection de CSM, il se produit une diminution et une régulation de la production des
lymphocytes B et T, une baisse du taux d’auto-anticorps, une amélioration de la fonction

rénale, et une stabilisation de la maladie?! #22.

- la maladie de Crohn : c’est une maladie inflammatoire chronique intestinale évoluant
par poussée de cause inconnue. Elle résulte d’une suractivation du systéme immunitaire
(celui-ci va attaquer les cellules de ’intestin). A 1’heure actuelle, 1’utilisation clinique des
CSM permet le traitement des fistules digestives et des fistules anales complexes, par
injection locale : I’administration de ces cellules entraine une régulation de I’inflammation et

22
f3

une accélération de la cicatrisation du tube digestif™. Ces effets sont en grande partie dus a

I’augmentation du taux de lymphocytes T régulateurs™*.

Les applications thérapeutiques des CSM en immunologie sont nombreuses et pourraient, a
I’avenir, considérablement changer la prise en charge des personnes atteintes de ces
différentes pathologies immunitaires. Cependant, méme si I’administration de CSM a déja fait

ses preuves dans certaines maladies (GVHD, maladie de Crohn), pour d’autres, de
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nombreuses études complémentaires seront nécessaires pour attester du bénéfice de ces
nouveaux traitements. De plus, comme dans les autres domaines médicaux, les mécanismes
mis en jeu par les cellules souches sont encore loin d’étre compris et les protocoles de
traitement mal définis, ne permettant pas [’application routiniere de ces nouvelles

thérapeutiques.
1.3.4 Autres domaines et applications médicales

La médecine régénérative ne se limite plus aux domaines « nobles » et « originels » des
premiéres études comme la cardiologie ou la neurobiologie. Les CSM font aujourd’hui I’objet

de nombreux essais cliniques et études dans des domaines variés, tels que :

- l’ophtalmologie : les premicres études ont débuté dans des modeles de
dégénérescence rétinienne (rétinites pigmentaires, dégénérescence maculaire liée a
I’4ge / DMLA, syndrome d’Usher). Puis, les études se sont étendues a de nombreuses
pathologies ophtalmologiques telles que : glaucome, uvéites et syndrome de Gougerot-
Sjorgren. Les dégénérescences rétiniennes ont en commun de n’étre que peu ou pas
sensibles aux moyens thérapeutiques conventionnels : la thérapie cellulaire pourrait
constituer une alternative intéressante. Les essais in vitro et in vivo sur modeles murins
montrent des résultats prometteurs : différenciation des CSM en cellules rétiniennes
« photorecepteurs-like » et protection vis-a-vis des processus dégénératifs grace leur
activité paracrine. L’ceil est un organe particuliecrement bien adapté a la thérapie
cellulaire : accessibilité des sites d’injection, maitrise de la diffusion des cellules

injectées grace a la barriére hémato-rétinienne et suivi aisé des effets de I’injection”.

- I’hépatologie : les inflammations récurrentes du tissu hépatique (hépatite virale,
hépatite auto-immune, hépatite alcoolique) finissent par détruire les cellules du foie.
La lésion hépatique provoque la formation de tissus cicatriciels, de tissus conjonctifs
et de nodules entrainant une fibrose progressive de 1’organe : c’est la cirrhose. Chez
I’animal, I’administration de CSM permet d’atténuer la progression de la fibrose grace
a leur propriétés anti-fibrogéniques et de moduler les facteurs de croissance

g 226 227 228
hépatiques .
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- la cancérologie : en thérapie cellulaire anticancéreuse, depuis un certain nombre
d’années I’injection de cellules souches est utilisée pour le traitement de leucémie
my¢loide aigué. Leurs propriétés de « homing » et d’immunomodulation ont permis
d’envisager de nouvelles applications thérapeutiques pour soigner différentes tumeurs.
Leurs capacités a migrer et proliférer au niveau des sites inflammatoires et tumoraux
ont été exploitées dans le cadre d’une stratégie de ciblage tumoral. Les CSM peuvent
servir de moyen de transport pour délivrer des molécules d’intérét, des substances
cytotoxiques afin d’inhiber la croissance tumorale et de protéger le tissu sain

229

avoisinant la tumeur™”. De plus, ces cellules aprés administration, ont montré qu’elles

pouvaient s’incorporer dans 1’architecture tumorale permettant de diminuer Ia
croissance de celle-ci et de supprimer des métastases sans toxicité systémique230.
L’utilisation des CSM en thérapie cancéreuse est a combiner avec la radiothérapie et la

chimiothérapie (potentialisation des effets)™'.

- la dermatologie : I'utilisation de cellules souches cutanées pour reconstituer des
feuilles d’épiderme en laboratoire et les greffer chez des grands brulés est pratiquée
depuis les années 70. Il s’agit d’une technique longue nécessitant plusieurs semaines,
laissant dans D’intervalle le patient sans protection. La transplantation des CSM est
plus rapide : grace a leurs propriétés elles influent sur la cicatrisation, I’angiogenese et

2 Elles semblent aussi régénérer la fonction de

la ré-épithélialisation d’une plaie
. . L, e 1., . 233 , . ..
certains tissus spécialisés comme les glandes sudoripares™”. D’autres essais cliniques
effectués sur la régénération des tissus ischémiques chez un patient diabétique ont
montré une revascularisation et la cicatrisation du tissu lésé apres traitement par

234 235
cellules souches .

D’autres domaines médicaux sont concernés et a I’heure actuelle, plus de 350 essais cliniques

de thérapie cellulaire (40 maladies) utilisant des cellules mésenchymateuses sont en cours

dans le monde.

Par leurs propriétés, les CSM possédent un potentiel immense et les applications cliniques

sont nombreuses. Cependant, malgré tous les espoirs qu’elles apportent pour 1’¢laboration de

nouveaux traitements et méme si elles ont déja fait leurs preuves (GVHD, AVC, infarctus du

myocarde, greffe cutanée, etc.), les applications sont souvent encore au stade d’essais
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cliniques. En effet, avant [’utilisation de celles-ci de facon réguli¢re, supplantant les
thérapeutiques conventionnelles, il conviendra de régler certains problémes : le manque de
recul sur 1’évolution et les effets a long terme de ces nouveaux traitements sur 1’organisme
(base de données encore assez pauvre), le manque de connaissance des multiples mécanismes
mis en jeu par les CSM, la méconnaissance des bénéfices de ces techniques par rapport aux
méthodes conventionnelles (peu d’études comparatives) et enfin le manque d’un « consensus

protocolaire » (en termes notamment de reproductibilité et de techniques d’administration).

1.4 Utilisation des cellules souches / stromales mésenchymateuses au niveau de la

sphére oro-faciale

L’essor de la médecine régénérative pourrait aussi apporter au domaine odontologique des
nouvelles possibilités de traitements, des techniques alternatives a celles utilisées
actuellement. En effet, au niveau de la cavité orale, les pertes et Iésions tissulaires peuvent
étre importantes et les traitements actuels sont parfois limités et décevants. La thérapie
cellulaire permet d’envisager une régénération des tissus de la cavité orale et donc une

amélioration de la prise en charge des pathologies bucco-dentaires.

1.4.1 Régénération osseuse

Une maladie parodontale, un traumatisme ou un édentement non traité entraine généralement
une résorption osseuse. Cette derniére peut-€tre plus ou moins importante et rendre la
réalisation de la prothése dentaire compliquée voire irréalisable. De plus, le traitement
chirurgical de certaines pathologies peut entrainer une importante perte osseuse provoquant
des lésions fonctionnelles et esthétiques comme la chirurgie d’exérese lors de pathologies
tumorales et la chirurgie osseuse lors de maladies parodontales. Les techniques actuelles de
réparation osseuse (régénération osseuse guidée, soulevé de sinus, greffes d’apposition et
expansion de créte osseuse) différent selon le type et I’étendue de I’atteinte osseuse. Ces
techniques dépendent beaucoup de I’opérateur et sont parfois complexes. L’utilisation des
CSM dans le cadre de la régénération osseuse pourraient optimiser, voire dans certains cas,

supplanter ces solutions thérapeutiques.
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1.4.1.1 Techniques actuelles et leurs limites

Les thérapeutiques de réparation tissulaire utilisées actuellement différent selon le type et
I’étendue de la résorption osseuse et selon les causes et la gravité des 1ésions. En effet, suite a
un édentement, la résorption osseuse de 1’os mandibulaire n’est pas similaire a la résorption
osseuse de ’os maxillaire : la résorption est centripéte au maxillaire et centrifuge a la
mandibule. Le traitement doit donc s’adapter au type de résorptions rencontrées. De surcroit,
I’importance de la résorption est un facteur a prendre en compte dans le choix de la technique

de soin.

Afin d’améliorer les résultats, plusieurs techniques peuvent étre combinées, telles que :

- la régénération osseuse guidée permet de corriger un défaut osseux faible. Cette
technique repose sur I’utilisation d’une membrane dans le but de guider la
cicatrisation. La membrane préforme le volume de la future créte, protége le caillot
sanguin et favorise 1’action des cellules ostéoprogénitrices de 1’os alvéolaire.
L’utilisation d’une membrane résorbable a un inconvénient majeur : parfois, la
membrane se résorbe avant que la formation osseuse ne soit complete. L’utilisation
d’une membrane non résorbable nécessite deux interventions. En cas d’operculisation,
elle est rapidement colonisée par les bactéries provoquant une infection et a terme, une
perte osseuse. Dans les deux cas, il y a un risque de 1ésions osseuses supplémentaires.
Cette technique est donc délicate, elle exige une plastie gingivale importante, afin de
bien recouvrir et suturer convenablement le lambeau, ainsi qu’un choix de membrane

adaptée au cas.

- les greffes d’apposition osseuse permettent de traiter les résorptions importantes de
grandes étendues. Les greffons d’os sont prélevés sur le patient (autogreffe). Le plus
souvent, ce prélevement est oral il s’effectue au niveau de la symphyse mentonniere
et/ou de la branche mandibulaire ; méme si le prélévement extraoral au niveau de 1’os
pariétal ou de la créte iliaque est possible. Les prélévements endobuccaux, en majeure
partie cortico-spongieux (permettant une bonne pénétration et circulation du sang du
site receveur) cicatrisent plus vite que les prélévements extra-oraux mais sont aussi

plus sensibles a la résorption. La plupart des échecs sont dus & une résorption
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excessive du greffon ou a une infection. La réussite de cette technique est tres
dépendante de la maitrise chirurgicale de 1’opérateur et du choix du site de

prélévement™®.

- le soulevé de sinus consiste en un comblement de 1’espace entre 1’0os maxillaire et la
membrane de Schneider (membrane sinusienne) par une autogreffe (greffe ou donneur
et receveur sont la méme personne), une allogreffe (greffe ou donneur et receveur sont
différents) ou une xénogreffe (tissu ou organe provenant d’une autre espece). Cette
technique permet de recréer au maxillaire une hauteur osseuse suffisante pour la pose
d’implants. Ce gain est réalisé aux dépens du sinus maxillaire. La perforation de la
membrane sinusienne et 1’infection sinusienne sont les principales complications de la
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greffe sinusienne .

- la technique d’expansion de créte est une technique chirurgicale préimplantaire qui
consiste en un élargissement des crétes alvéolaires dans le sens transversal. Elle peut
étre utilisée pour des crétes fines dont 1’¢lasticité osseuse est réduite. Grace a la
chirurgie piézo-¢électrique (ou ultra-sonique), 1’os est clivé en deux parties avant la
mise en place des implants. Cette technique est difficile et n’est possible qu’en cas de

déficit osseux minime>’.

Dans le cas de lésions osseuses séveres, dues a des traumatismes importants (fractures et
traumas balistiques), a des infections ou a des traitements iatrogenes (radiothérapies et
interventions chirurgicales), les séquelles osseuses peuvent étre importantes et entrainer de
lourdes conséquences fonctionnelles et esthétiques. Les techniques de reconstruction actuelles
sont basées sur la mise en place de biomatériaux, la greffe osseuse autologue et la réalisation
de prothése maxillo-faciale (obturateur maxillaire et prothése guide mandibulaire).
Cependant, ces approches thérapeutiques possédent aussi leurs limites : nécessité d’un site
donneur lors de greffe (procédures invasives), risque d’infection lors de la mise en place d’un
substitut osseux ou de 1’os autologue et prothéses parfois non fonctionnelles et inesthétiques.
La médecine régénérative pourrait palier aux problémes rencontrés lors de la mise en ceuvre

de ces traitements tout en améliorant le confort de vie post interventionnel du patient.

55



1.4.1.2 Médecine régénérative

L’ingénierie tissulaire a permis de créer de nouveaux substituts osseux en associant CSM,
« scaffold » et un ou des facteurs de croissance, ce qui a permis d’augmenter le volume
osseux crestal mais également de régénérer le massif cranio-facial. Les essais cliniques ont
d’abord montré sur le cochon, puis sur I’homme, que les cellules greffées se sont différenciées
en ostéoblastes et ont synthétisé du tissu osseux (figure 13). Les chercheurs ont pu constater
une cicatrisation des 1ésions, un gain de tissu osseux et aucune résorption par la suite’”’. La
régénération osseuse a permis la mise en place d’implants afin de réaliser une prothése au
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patient™ . Les CSM pourraient également servir a traiter les péri-implantites

Figure 13 : Cas clinique (d’aprés Yamada et coll. 2013) (A) Résorption alvéolaire de longue date au
niveau du secteur 3, (B) Levée du lambeau et nettoyage de I1ésion, (C) Mise en place des CSM, de la
membrane et des facteurs, (D) (E) Créte a J+7mois et pose d'implants. (F) Prothése finale

Le volume osseux sous-sinusien peut également étre augmenté avec un taux de succes

important. L’utilisation de CSM permet une pose d’implant plus rapide : la période de

cicatrisation osseuse est nettement moins longue®** **.

Le premier essai clinique chez I'hnomme de régénération du massif cranio-facial par des CSM
a été réalisé par une équipe allemande sur une patiente de 7 ans présentant d'importantes

l1ésions osseuses craniennes d'origine traumatique : la transplantation des CSM issues de la
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créte iliaque et du tissu adipeux a montré une régénération osseuse quasi-totale”". Un autre

essai, sur un homme de 65 ans, a été effectué : apres la thérapie cellulaire, une néoformation
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osseuse apparait et la reconstruction tissulaire est telle, que 12 mois apres, la pose d’implant
est possible®*’. Les CSM ont une capacité a subir la différenciation ostéogénique sans aucune
stimulation permettant une ostéogenése importante : il suffit d’ensemencer celles-ci sur un
matériau de soutien ostéoconducteur (« scaffold »). Avant d’utiliser des CSM de maniére
« automatique », il est important d’en vérifier la « sécurité clinique ». Pour cela, il convient
d’étudier le risque a long terme du développement d’éventuelles tumeurs®*®. Ces résultats sont
tout de méme encourageants et laissent penser que 1’utilisation de cellules souches de fagon

routiniere et dans le cadre de fractures complexes du crane est possible.

La thérapie cellulaire pourrait également étre bénéfique dans le traitement des Iésions
osseuses faisant suite a un cancer de la cavité orale. En effet, a un stade évolu¢, la tumeur peut
envahir des régions profondes de la bouche et détruire le tissu osseux. De plus, le traitement
reposant sur une exéreése chirurgicale, souvent associée a une radiothérapie, entraine a son
tour des 1ésions osseuses importantes : perte de tissus due a la résection chirurgicale étendue
et aux lésions radio-induites. Suite a des lésions radio-induites et apres transplantation de
CSM, une amélioration significative de la densité osseuse a été démontrée : le tissu osseux se
régénére™®. Cette capacité a régénérer ’os permet méme d’envisager des reconstructions plus
importantes. En effet, lors d’un essai clinique, I’ingénierie tissulaire a permis de reconstruire
chez ’homme du tissu osseux mandibulaire apreés I’exérése d’un améloblastome. Les CSM
greffées sur un support en titane, imprégné de différents produits et facteurs de croissance
créent une néoformation osseuse. Le gain de tissu est assez important puisque trois implants

A r . . .
ont pu étre posés afin de restaurer la fonction masticatrice™".

D’autres études se sont focalisées sur la possibilité de régénérer un condyle mandibulaire et
de soigner les pathologies de 1’articulation temporo-mandibulaire (telles que les 1ésions du
disque articulaire et 1’arthrose). Grace a 1’ingénierie tissulaire, un condyle a été créé chez
I’animal (en D’occurrence, sur un cochon). L’utilisation de 1’imagerie 3D et la CFAO
(conception et fabrication assistée par ordinateur) a permis d’élaborer un support en forme de
condyle (figure 14). Ce biomatériau a été imprégné de moelle osseuse et transplanté au niveau
de la branche mandibulaire. Les cellules souches de la moelle, a 1’aide du « scaffold », ont

. : 251
permis au condyle de retrouver une structure fonctionnelle™".
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Figure 14 : Conception et fabrication du condyle mandibulaire du cochon nain (d’aprés Mao et coll.
20006) (A) Imagerie initiale de 1’articulation mandibulaire en 3D, (B) Conception du biomatériaux par
ordinateur, (C) Fixation du « scaffold » a la branche mandibulaire, (D) 3 mois aprés le nouveau

condyle est fonctionnel, (E) Comparaison avec le condyle contro-latéral

Actuellement les études se portent sur la faisabilité de réparer D’articulation temporo-
mandibulaire a 1’aide de CSM. In vitro, I’'implantation de cellules souches a permis d’abord,
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de stabiliser, puis, de régénérer les tissus de l’articulation

. Toutefois, 1’application
clinique n’est pas encore d’actualité. L’articulation temporo-mandibulaire n’est pas
simplement ’emboitement de plusieurs structures osseuses, mais plutdt une véritable
architecture élaborée, composée de plusieurs et différents tissus. La complexité anatomique et
fonctionnelle de D’articulation et le manque de recul dans ce domaine ne permet pas
aujourd’hui d’utiliser la thérapie cellulaire comme moyen de traitement. Il est plus difficile

d’imaginer une utilisation courante des CSM dans ce contexte que pour une « simple » 1ésion

OSseuse.

Pour I’instant, 1’utilisation des CSM pour la régénération osseuse passe par 1’ingénierie
tissulaire : les protocoles décrivent la fabrication et la mise en place d’un « scaffold »
imprégné de cellules souches et de facteurs de croissance sur les sites 1ésés. L’1dée de créer in
vitro un tissu a greffer a partir de CSM et de I’implanter commence a étre développée. Cette
voie thérapeutique est envisageable puisqu’il a été établi que certaines cellules souches,
comme les DPSC ou les PDLSC, avaient la capacité de se différencier en ostéoblastes. A
I’avenir, il est possible d’espérer que les résultats des études réalisées chez 1’animal

permettent d’extrapoler ces techniques de régénération chez I’Homme.
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1.4.2 Régénération pulpaire

Les pathologies pulpaires et périapicales trouvent leur origine dans trois types d’agressions :
les agressions physiques (notamment mécanique, thermique ou traumatique), les agressions
chimiques (produits d’obturation, de préparation, etc.) et les agressions bactériennes™”
(cavitation carieuse, infiltration des reconstitutions, etc.). Ces agressions entrainent une
réaction inflammatoire au niveau de la pulpe (pulpite) et a long terme, une nécrose pulpaire,
puis des Iésions périapicales. L’étiologie principale reste 1’infection bactérienne : la carie
constitue la cause la plus fréquente de pulpite. La pulpe, a I’aide de ses cellules souches
(DPSC), peut se protéger des attaques extérieures jusqu’un certain stade. Au-dela, les CSM
résidentes dans la pulpe vont étre dépassées et ne pourront plus jouer leur rdle dans le
processus de régénération. Sachant que leur nombre est faible et que leur potentiel est limité,
cela rend leur action insuffisante en cas d’agressions importantes™. De plus, avec I’age le
potentiel de ces cellules diminue. Ces limites rendent parfois les résultats des thérapeutiques
actuelles décevants car, la conservation de la pulpe vivante n’est pas possible et la
régénération du périapex est lente et provoque une perte tissulaire. La thérapie cellulaire
permettrait de soigner les tissus 1ésés et de les reconstituer, en améliorant le potentiel de
régénération des cellules souches présentes et/ou en augmentant le nombre de CSM par

transplantation.

1.4.2.1 Techniques actuelles et leurs limites

En cas de pathologie pulpaire et/ou de pathologie périapicale, deux domaines de I’odontologie
interviennent : 1’odontologie conservatrice et I’endodontie. Ces domaines vont permettre la
mise en ceuvre de différentes thérapeutiques afin de soigner et de garder la pulpe vivante, ou,
en cas de nécrose de la pulpe, de traiter le périapex afin de conserver la dent. Les
thérapeutiques se portent donc, dans un premier temps, sur la pulpe vivante et sa
conservation, et, en cas de nécrose, sur « I’environnement apical ». Beaucoup de techniques
actuelles impliquent indirectement les CSM présentes dans la pulpe dentaire : les nouveaux
biomatériaux (Biodentine®, MTA®) ont été congus, de fagon a ce qu’ils interagissent

directement avec ces cellules.
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Les techniques utilisées et leurs limites pour la pulpe vivante et pour la pulpe non vivante sont

les suivantes :

- la pulpotomie consiste en I'éviction partielle de la pulpe dentaire (seule la pulpe
camérale est enlevée). Le but est d’éliminer la pulpe coronaire enflammée et/ou
infectée, de préserver la vitalité¢ de la pulpe radiculaire, puis de coiffer celle-ci avec

différents matériaux pour créer une barriére protectrice (pont dentinaire).

- le coiffage pulpaire indirect est un traitement consistant a appliquer sur la dentine un
matériau dentinogéne (stimulant la formation de dentine secondaire) et/ou protecteur
afin d’encourager la cicatrisation dentino-pulpaire et donc de garder la pulpe vivante.
Le coiffage peut étre réalisé sur une dentine faiblement cariée ou sur une dentine saine

appelée aussi coiffage naturel de Bonsack”>

. Cette technique est limitée par la perte de
substance et 1’age du patient : une perte trop importante de substance ne permet pas
d’obturer de fagon pérenne la dent (risque de récidives), et 1’age biologique de la pulpe

conditionne sa capacité a se régénérer.

- le coiffage pulpaire direct est le traitement d’une pulpe vivante exposée par
recouvrement de la plaie pulpaire par un agent protecteur (biomatériaux) dans le but
de favoriser la cicatrisation et le maintien de la vitalité pulpaire. La mise en place du
matériau de coiffage directement sur la pulpe doit permettre de supprimer toutes les
bactéries et d’induire la formation d’un pont dentinaire : oblitération par la dentine
tertiaire sécrétée par les odontoblastes eux-mémes issus de la différenciation des
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progéniteurs pulpaires

. L’indication de cette technique est basée sur I’évaluation de
I’état pulpaire. Cette thérapeutique est applicable sur des dents jeunes (bon résultats
sur dents immatures) et en fonction du degré de l'inflammation pulpaire (faible

atteinte pulpaire, pulpite réversible).

- ’apexogénese est une technique qui consiste a préserver la vitalité pulpaire dans la
partie radiculaire de la dent, ce qui lui permet la poursuite physiologique du
développement radiculaire et la fermeture apicale. Cette manceuvre thérapeutique est
réalisée sur des dents vivantes, permanentes et immatures™®. Aprés éviction de la

pulpe camérale un biomatériau de coiffage (hydroxyde de calcium, MTA®,
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% il y a alors

Biodentine®) est placé sur la pulpe radiculaire (pulpotomie de Cvek)
création d’un pont dentinaire visant a protéger la pulpe restante. Cette technique est

possible seulement en cas de faible exposition pulpaire et sans nécrose de celle-ci.

- la pulpectomie, contrairement a la pulpotomie, est I’éviction compléte de la pulpe
dentaire (pulpe camérale et radiculaire). Elle fait partie d’un traitement endocanalaire
qui se termine par une obturation radiculaire et coronaire’®. Lorsque le traitement
endocanalaire et I’obturation de la dent sont correctement entrepris, un processus
biologique complexe s’amorce pour soigner la Iésion périapicale. Lors de la
restauration des tissus périapicaux, survient un recrutement de cellules souches

provenant du périapex>®! (Ligament parodontal, moelle osseuse, etc.).

- ’apexification est une thérapeutique effectuée sur une dent immature nécrosée. Elle a
pour but d’induire la fermeture apicale par formation d’une barri¢re calcifiée ou de
stimuler le développement apical d’une dent dont la pulpe est nécrosée, et de permettre
la mise en place d’un apex radiculaire anatomique. Ce traitement est possible grace a
I’aide des biomatériaux. Ceux-ci pourraient interagir avec les SCAP et participer a la
formation du tissu minéralisé*®*. Cette technique est limitée par la taille de la 1ésion
périapicale car I’étendue de la nécrose peut avoir affecté I’ensemble des tissus de

I’apex, limitant la guérison.

- la revascularisation est un traitement endodontique qui vise a maintenir le
développement radiculaire et la régénération des tissus sur des dents immatures

12, A long terme, ce traitement vise a

nécrosées par induction d’un saignement apica
remplacer I’apexification®®®. Le canal radiculaire est désinfecté (irrigation importante
avec une solution antiseptique) puis, un saignement apical est provoqué pour qu’il y
ait formation d’un caillot sous le niveau coronaire’®’ 266; celui-ci avec I’aide des
SCAP*’ permet le développement de la racine. Ensuite, un biomatériau est mis en
place afin de créer un pont dentinaire faisant office de protection. Cette approche
thérapeutique est limitée par la mauvaise connaissance des processus biologiques et
physiologiques impliqués. Il n’est pas possible d’affirmer qu’un vrai processus de

régénération ait lieu dans le réseau canalaire®®®,
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Ces techniques sont souvent efficaces a un stade non avancé de la pathologie. En effet, a un
stade avancé, les 1ésions sont trop importantes pour qu’il y ait de bons résultats apres ces
traitements. De plus, certaines techniques comme la revascularisation ne présentent pas de
résultats constants. De ce fait, une technique « plus classique » est souvent utilisée : le
traitement endodontique de la dent est effectuée avec tous les inconvénients et risques qui en

découlent.

1.4.2.2 Médecine régénérative

L’inflammation et/ou Dl’infection de la pulpe dentaire, dues aux différentes agressions
aboutissent généralement au traitement endodontique de la dent. La thérapie cellulaire
représente une méthode alternative visant a I’élimination des tissus pulpaires infectés ou
nécrosés et a leur remplacement par un tissu pulpaire régénéré pour revitaliser 1’organe

dentaire.

Actuellement, les études sur la régénération pulpaire proposent des techniques d’ingénierie
tissulaire permettant de stimuler le tissu pulpaire sain restant grice a la mise en place de
CSM, de facteurs de croissance et de matrice : c’est une régénération partielle. Le principe est
d’utiliser la pulpe saine préservée de I’inflammation et/ou de I’infection pour régénérer le
tissu pulpaire éliminé et former une nouvelle dentine. Une fois 1’éviction de la pulpe réalisée,
une matrice de collagéne de type I, ensemencée de DPSC, est implantée dans la dent. Le but
de cette technique est de solliciter les capacités de régénération du parenchyme pulpaire sain,
afin de créer un tissu conjonctif fonctionnel, vascularisé et innervé. La néo-vascularisation est
impérative pour que les cellules puissent survivre a I’intérieur du réseau canalaire. Celle-ci,
apres la transplantation d'un assemblage cellulaire et moléculaire a potentiel régénératif, est
rendue possible par un choix adéquat du matériau de support et des facteurs de croissance.
Les matrices collagéniques, sous forme d’hydrogels®®, associées aux facteurs BMP*"" («
Bone Morphogenetic Protein ») semblent étre le support le plus approprié.

1. 2’ a montré l'efficacité de ’association des CSM

En 2008, une étude de Prescott et col
pulpaires, avec une matrice de collagéne de type I et un facteur de croissance DMP1 (« Dentin
Matrix Protein 1 ») dans le traitement des perforations endodontiques sur un modele murin.

Le DMPI1 a été utilisé car, il semble induire de fagon plus importante la différenciation des
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cellules souches en odontoblastes et donc, stimuler la formation de tissus minéralisés. Une
néoformation pulpaire a ét¢é mise en évidence au niveau des sites de perforation dans le
groupe de souris traitées. Simultanément la méme année une autre équipe de chercheurs®’” a
utilis¢é des CSM issues des dents lactéales exfoliées (SHED) et transplantées dans un
« scaffold ». 1ls ont pu observer la formation d’un tissu possédant des caractéristiques proches

1. 2™ ont

de la pulpe et une différenciation odontoblastique. Plus récemment, Huang et col
démontré que le complexe pulpo-dentinaire peut étre généré de nouveau dans une racine vide
chez la souris, grace aux CSM de la pulpe et de la partie apicale de la papille (DPSC et
SCAP). Ces études permettent d’imaginer que la régénération partielle, en pratique courante,

puis, la régénération totale de la pulpe seront possibles par la suite.

Les recherches se concentrent aussi sur la possibilité de récréer un tissu pulpaire in vitro, en
utilisant les cellules souches d’un individu, puis en lui transplantant le tissu néoformé. Mais
cette régénération totale se heurte a deux problémes majeurs : une mauvaise vascularisation
dans la cavité pulpaire (foramen apical étroit) et une architecture complexe de la pulpe
(différentes zones, différentes couches et différentes cellules). L utilisation de CSM d’origine
adipeuse pourrait étre une alternative a 1’utilisation des progéniteurs pulpaires en thérapie
cellulaire endodontique. En effet, celles-ci ont les mémes effets positifs sur la formation d’un
tissu pulpaire et sembleraient produire de nombreux facteurs trophiques : le probléme de

vascularisation serait alors atténué”’*.

Les recherches en thérapie cellulaire couplée avec les recherches cliniques endodontiques
offrent de nouvelles perspectives thérapeutiques basées sur [’utilisation des CSM. La
possibilité de régénérer et de préserver le tissu pulpaire laisse penser que des traitements
alternatifs aux traitements endodontiques conventionnels sont possibles. Il est possible
d’imaginer, d’ici quelques années, la faisabilité de créer un tissu complexe, comme la pulpe,

et de restaurer la vitalité pulpaire.

1.4.3 Régénération parodontale

Les maladies parodontales ou parodontopathies peuvent étre définies comme des maladies
infectieuses multifactorielles provoquant des lésions au niveau des tissus de soutien de la

dent: la gencive, le cément radiculaire, 1’0os et le ligament parodontal. L’atteinte
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inflammatoire peut entrainer une perte d’attache entre le ligament, le cément et I’os alvéolaire,
puis, une mobilité dentaire et enfin, la perte de la dent. Ces maladies sont les causes les plus
fréquentes des pertes de dents chez I’adulte. Les objectifs des traitements actuels sont de
prévenir, de contrdler les parodontopathies et de réparer et/ou régénérer les tissus parodontaux
1ésés. Les moyens thérapeutiques disponibles sont les traitements non chirurgicaux
(motivation a I’hygiéne, détartrage et surfagage) et les traitements chirurgicaux. Les
traitements médicamenteux (antibiotiques, antiseptiques) sont la plupart du temps sans effets
sur ces maladies. Lorsque les 1ésions et les pertes tissulaires sont importantes, les traitements
chirurgicaux sont indispensables. Malheureusement, dans 1’état actuel des choses, ces
traitements présentent encore des résultats peu prédictibles et parfois aléatoires®”". A I’avenir,
la médecine régénérative et 'utilisation des CSM auraient pour but de régénérer tous les
composants du parodonte, permettant a celui-ci d’étre fonctionnel et ainsi obtenir une

nouvelle attache®’®.

1.4.3.1 Techniques actuelles et leurs limites

Les moyens thérapeutiques, mis en ceuvres lors de fortes pertes tissulaires dues aux
parodontopathies, passent par la chirurgie parodontale. Ils peuvent étre « simples » (comme
un assainissement des poches ou une chirurgie muco-gingivale) ou, lorsque les 1ésions sont
infra-osseuses, étre plus complexes (comme des comblements osseux et une régénération
tissulaire guidée). Ces traitements complexes s’appuient sur 1’utilisation de membranes et/ou
de comblements par des substituts osseux, mais €galement, sur des agents dérivés de la
matrice de 1’émail dans le but de traiter la surface radiculaire. La technique est choisie en

fonction de la sévérité de la maladie et 1’atteinte parodontale.

Plusieurs moyens thérapeutiques, généralement complémentaires, existants pour
I’assainissement, la régénération du parodonte et la stabilisation de la maladie parodontale,

peuvent étre utilisées :
- la chirurgie d’assainissement des poches comprend plusieurs techniques comme, le

curetage, les gingivectomies et le lambeau de Widman modifié. Le but étant d’avoir

un acces direct aux tissus Iésés pour faciliter le nettoyage de ces zones.
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L’assainissement du parodonte permet de stopper la destruction de ce dernier par la

maladie parodontale et favorise sa cicatrisation.

- la chirurgie mucogingivale a pour objectif de restaurer ou de maintenir une zone de
gencive attachée. Cette derniére, protégeant le parodonte, est indispensable. Cette
chirurgie plastique dispose de techniques comme les lambeaux déplacés (apicalement,

latéralement et coronairement) et la greffe épithélio-conjonctive.

- la chirurgie osseuse par soustraction permet de traiter les poches infra-osseuses. Pour
cela, deux méthodes existent : 1’ostéoplastic (remodelage de 1’os alvéolaire sans
suppression de 1’os de soutien) et 1’ostéotomie (remodelage des proces alvéolaires
avec ¢limination d’une partie de 1’os de soutien). Le but est de transformer
I’architecture osseuse pour retrouver une morphologie osseuse et une anatomie
gingivale physiologiques, et d’éliminer les défauts osseux, permettant ainsi la
cicatrisation gingivale. En contrepartie, ces techniques entrainent une diminution de la

quantité d’os.

- les traitements de surface radiculaire, par différents agents chimiques, ont pour but
de nettoyer la surface des racines (action antimicrobienne, élimination du cément
infiltré et légére déminéralisation de la surface radiculaire) et éventuellement,
d’améliorer la cicatrisation parodontale’”’ (stimulation de la réponse cellulaire et
différenciation des cémentoblastes) car, c’est sur la surface radiculaire qu’adherent les
cellules responsables de la cicatrisation. De nombreux agents chimiques (I’acide
citrique, I’EDTA, la fibronectine, les dérivés de protéines amélaires) ont été étudiés.
Les études ont montré des résultats contrastés. Le seul agent semblant présenter des
résultats convaincants est I’Emdogain® (dérivés de la matrice de 1’email). Cet agent
est composé d’amélogénines (protéines amélaires) et de protéines osseuses. Il permet
I’augmentation et la stimulation des cellules souches du ligament, ainsi que la
stimulation de 1’angiogenése’’®, favorisant ainsi la régénération parodontale.
Cependant, les résultats dépendent des tensions mécaniques exercées sur le parodonte :
les tensions mécaniques doivent étre faibles pour que la cicatrisation soit possible®”’.

Cet inconvénient majeur rend les résultats de cette technique parfois aléatoires.
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Néanmoins, au vu de ses capacités régénératives, cette technique, associée a d’autres,

comme la régénération tissulaire guidée, peut étre trés intéressante.

- la régénération tissulaire guidée (RTG) a pour but d’effacer les effets destructeurs de
la maladie parodontale en encourageant la régénération du systéme d’attache et de
I’0s. Une membrane (résorbable ou non) est interposée entre la gencive et la racine
pour, retarder la prolifération épithéliale et conjonctive, éviter le contact des cellules
osseuses avec la surface radiculaire et permettre la prolifération et la migration des
cellules du ligament parodontal”™. Grace & la membrane, un espace favorable a la
maturation du caillot sanguin riche en cellules parodontales est obtenu. Cette
protection et cet environnement, offerts par la membrane aux cellules, permettent de
rétablir une attache conjonctive fonctionnelle. Il est possible de combiner a la RTG,
différentes protéines (essentiellement des facteurs de croissance) pour améliorer les
résultats®®' comme des BMP, des PDGF ou des dérivés de la matrice de I’émail. Avec
cette technique, le praticien est confronté a la compétition cellulaire et les analyses
histologiques montrent que le nouveau tissu conjonctif, fix¢é a la surface radiculaire,

n’est pas une « vraie » régénération.

- le comblement osseux permet de traiter des défauts intra-osseux ou des lésions
angulaires peu importantes : c’est une technique souvent utilisée en cas d’alvéolyse
verticale. Le principe de cette technique est d’implanter le matériau pour favoriser la
régénération osseuse et maintenir a distance la gencive. La technique est applicable a
condition d’avoir des parois résiduelles de bonne qualité (os spongieux riche en
cellules). La greffe osseuse donne de meilleurs résultats que la mise en place de
biomatériaux car elle permet 1’ostéoinduction (capacité a transformer des cellules

\

indifférenciées en cellules osseuses). Elle est donc a privilégier lorsque cela est

possible***

. Les matériaux de comblement sont seulement ostéoconducteurs (ils
attirent les cellules osseuses sur le site), obligatoirement biocompatibles et inertes
comme par exemple, le Bio-Oss®. Le comblement osseux peut également associer les
deux (os autogene et biomatériau imprégné de facteur de croissance) et peut étre

combiné avec d’autres techniques (tel que RTG et traitement de surface radiculaire).
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Dans l'exemple suivant (figure 15), Ramseier et coll. en 2012 *** ont utilisé avec succés un
mélange d'une autogreffe osseuse et d'un matériau de comblement imprégné de facteur de

croissance PDGF (GEM 21S®) afin de traiter des 1ésions parodontales.

- ’
- -
| -

_

a4

Figure 15 : Cas clinique de régénération parodontale (d’apres Ramseier et coll., 2012). (A, B,
C) Mise en évidence des lésions parodontales (>6mm), (D) Le matériau GEM21S® est
mélangé avec des copeaux osseux autogénes provenant de la zone chirurgicale, (E, F) Mise en
place de la greffe et suture hermétique du site, (G, H, I) 9 mois apres, 1’évaluation clinique,

radiologique et chirurgicale montre que la profondeur de poche a diminué¢ (2mm) et montre
une nouvelle formation osseuse.

L’ensemble de ces techniques donne lieu a de bons résultats dans la stabilisation des maladies
parodontales et dans la cicatrisation des tissus du parodonte. Cependant, il existe une grande
variabilité des résultats ; ils sont peu prédictibles et dépendent de nombreux facteurs : de
facteurs locaux (comme une infection résiduelle au niveau du parodonte, les forces occlusales
mises en jeu, la présence de tartre ou le nombre de parois osseuses restantes), de facteurs
généraux (et notamment du statut immunitaire du patient, du fait qu’il fume ou non) et de
facteurs opérateur-dépendants (tels que la maitrise de la technique chirurgicale, et le choix du
biomatériau). De plus, les résultats cliniques et histologiques sont satisfaisants lors de

traitements de lésions peu importantes. Néanmoins, ils sont insatisfaisants en termes de
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« vraie » régénération parodontale, en particulier en cas de Iésions parodontales avancées. En
effet, malgré 1’utilisation de ces thérapeutiques pour stimuler les cellules souches du
parodonte, sa capacit¢ de régénération reste limitée, en raison, notamment, des
caractéristiques et du nombre de CSM résidentes dans le ligament. Le potentiel de ces
cellules, a investir 1’0s et la surface radiculaire, va diminuer avec la sévérité des 1ésions et
avec I’age du patient : plus la destruction tissulaire est importante et plus 1’age du patient est
¢leve, plus les sources de cellules souches seront diminuées. Ces techniques sont utiles dans
de nombreux cas mais elles semblent parfois limitées. La thérapie cellulaire seule, ou en

association, pourrait étre une réponse a ces limites.

1.4.3.2 Médecine régénérative

La variabilité des résultats et les limites des traitements proposées actuellement pour la
régénération parodontale semblent ouvrir la voie a de nouvelles thérapeutiques comme
I’utilisation des CSM. En transplantant des CSM sur le site 1¢sé, le but est de pallier aux
limites des traitements actuels : le nombre de cellules destinées a la recolonisation du défaut
parodontal serait beaucoup plus important et les types cellulaires recherchés seraient

sélectionnés.

Selon certaines études, le traitement des 1ésions parodontales grace aux cellules souches passe
par I’élaboration in vitro d’un gel ou d’une membrane contenant des cellules souches et des

. 284 2
facteurs de croissance®* 2

(BMP, PDGF, etc.) puis, I’ensemble est placé au niveau des tissus
endommagés. D’autres études sont nécessaires afin de confirmer les résultats et de définir un

protocole thérapeutique.

Concernant I'utilisation des CSM pour la régénération parodontale, de nombreuses études ont
été publi¢es. Les CSM utilisées dans ces études sont principalement issues de la moelle
osseuse, du follicule dentaire ou du ligament parodontal. Peu d’études utilisent des CSM

provenant d’autres sources (pulpe, tissu adipeux, etc.).
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1.4.3.2.1 Résultats des études portant sur les CSM de la Moelle osseuse

» Etude de Wei et coll., 2010%%¢

Au niveau de 1ésions radiculaires de classe III sur des chiens, des CSM de la moelle
osseuse marquées avec une protéine fluorescente et incorporées dans du gel d’alginate
ont ¢ét¢ implantées. Au bout de six semaines in vivo, les chercheurs ont observé une
régénération du parodonte et ont détecté, dans les tissus régénérés, la méme protéine
fluorescente. L’étude a démontré la capacité des CSM de la moelle osseuse a migrer
aprés la transplantation vers les tissus 1ésés du parodonte et a se différencier en

ostéoblastes, cémentoblastes et fibroblastes en fonction de la zone ou elles se trouvent.

> Etude de Hynes et coll., 2012

Le protocole de I’étude a été similaire (avec notamment des défauts interradiculaires
de classe III sur des chiens et des CSM mises dans du gel), mais un facteur de
croissance a été ajouté sur certains spécimens : le BMP-2. Au bout de six semaines, le
cément, le ligament et I’os étaient régénérés chez tous les chiens. Mais, dans le groupe
ayant eu en plus le facteur de croissance, les tissus ont été régénérés plus vite, en plus

grande quantité et étaient de meilleurs qualité (comparaison histologique).

> Etude de Simsek et coll., 2012°%

L’étude a permis de comparer les effets entre une autogreffe, un concentré plaquettaire
(PRP, « Platelet-Rich Plasma »), et des CSM de la moelle osseuse associées au PRP et
a 10% de chlorure de calcium, sur des défauts interradiculaires de classe II chez des
chiens. Ceux-la ont été répartis en cinq groupes, ou les défauts ont été traités par : PRP
(groupe 2), autogreffe (groupe 3), autogreffe et PRP (groupe 4), CSM et PRP (groupe
5) ou rien (groupe 1, groupe controle). Au bout de huit semaines, une analyse
histomorphométrique a été réalisée. L’équipe de chercheurs a mesuré et constaté la
formation de cément et d’os alvéolaire pour chacun des groupes sauf pour le groupe
controle. Un nouvel ancrage parodontal s’était formé dans les groupes traités mais il

n’existait pas de différence significative entre les groupes 2, 3, 4 et 5.
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Ces ¢études montrent que les CSM issues de la moelle osseuse ont effectivement le pouvoir de
régénérer le parodonte mais ne présentent pas des résultats nettement supérieurs aux

traitements conventionnels (tels que la RTG et la greffe osseuse).

1.4.3.2.2 Résultats des études portant sur les CSM du follicule dentaire

» Etude de Han et coll., 2010**°

Le but de 1’étude était d’évaluer le potentiel et les caractéristiques cellulaires des
DFSC. Les cellules étudiées ont présenté in vitro une forte capacité a régénérer du
cément et a proliférer par rapport aux cellules du ligament parodontal. Au fil des
générations, elles ont perdu rapidement leurs caractéristiques. Néanmoins, elles ont la

capacité de régénérer des tissus du parodonte.

» Etude de Park et coll., 2011%"°

Cette étude a évalué le potentiel des DFSC a régénérer de 1’os. Pour cela, les
chercheurs ont créé chirurgicalement des défauts osseux de 3mm autour de racines
dentaires sur des chiens. Puis, au bout de huit semaines, ils ont mesuré la hauteur d’os
reformé, 1’attache clinique et la profondeur des poches. Ils ont observé une

régénération osseuse significative aprés implantation de DFSC.

Les études sur les DFSC montrent que celles-ci ont un fort potentiel en régénération
parodontale. Elles semblent présenter des capacités de prolifération et de différenciation

importantes mais qui semblent inférieures a celles du ligament.

1.4.3.2.3 Résultats des études portant sur les CSM du ligament parodontal

De nombreuses études montrent le potentiel régénératif des cellules souches du ligament
parodontal. Ces dernieres, lors de leur utilisation au niveau du parodonte, possédent des
capacités de prolifération et de différenciation supérieures aux autres CSM étudiées. Les
PDLSC sont les plus performantes dans la création d’une nouvelle attache et dans le

traitement des défauts osseux apreés la maladie parodontale. Elles semblent donc étre des
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candidates idéales ou du moins, les cellules les plus efficaces en médecine régénérative pour

A A 291
la régénération parodontale™".

Ces ¢tudes seront amplement développées dans la partie 2 de cette these.

Avec les techniques thérapeutiques classiques, il semble difficile d’obtenir une véritable
régénération parodontale. Généralement, il s’agit plus d’une simple « réparation ». Les
recherches sur la thérapie cellulaire, basées sur I'utilisation des CSM, présentent des résultats
encourageants en régénération parodontale. Malgré tout, comme pour toute nouvelle
technique thérapeutique, elle suscite de nombreuses interrogations. En effet, bien qu’un
nombre important d’études animales ait été publiées et apporte la preuve de 1’efficacité des
CSM dans le traitement des maladies parodontales, la translation chez I’homme ne semble pas
encore possible avant de nombreux essais cliniques. En effet, il convient au préalable de
répondre a plusieurs questions : quelle est la source la plus appropriée ? Quelle est la
meilleure fagon de les appliquer ? Comment réagissent les tissus sur le long terme ?
Toutefois, les CSM du ligament parodontal, grace a leurs propriétés remarquables, suscitent
un grand intérét en médecine régénérative. Elles pourraient étre utilisées en régénération

parodontale, voire pour la régénération d’autres tissus.
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2. CELLULES SOUCHES / STROMALES MESENCHYMATEUSES ISSUES DU LIGAMENT

PARODONTAL

2.1 Définition

Le ligament parodontal est un tissu élastique et fibreux, liant le cément, recouvrant les racines
des dents a 1’os alvéolaire. Ce tissu conjonctif spécialisé, constitué par un grand nombre de
fibres de collagéne, permet de maintenir la dent dans 1’os et d’amortir les forces occlusales
s’exergant lors de la mastication. Il a également un role important dans la nutrition de la dent,

, . , . . £ 292
I'homéostasie, et la réparation des tissus endommagés™-.

Le ligament possede, au sein de sa population cellulaire, des cellules souches lui permettant
d’assurer I’homéostasie tissulaire et la régénération du tissu parodontal (formation de cément,
d’os alvéolaire et de ligament parodontal)®”. Celles-ci répondent aux critéres des cellules
souches mésenchymateuses et notamment a leurs caractéristiques, leur potentiel de
différenciation et leurs marqueurs de surface. Ces cellules sont appelées « Periodontal
Ligament Stem Cells » (« PDLSC ») et regroupent deux sous-populations: les cellules
souches du ligament parodontal issues de la surface osseuse de I’alvéole dentaire (a-PDLSC)
et les cellules souches du ligament parodontal provenant de la surface radiculaire de la dent (r-

PDLSC)*.

2.2 Caractéristiques

Les caractéristiques des cellules souches du ligament parodontal sont un héritage de
I’¢laboration et du développement de la dent. Se formant grace aux cellules
mésenchymateuses de la créte neurale et 1’ectoderme oral®”, il en résulte une population
cellulaire spécifique a fort potentiel de régénération (prolifération et différenciation)**®. Les
PDLSC sont influencées par leur environnement et leurs caractéristiques peuvent dépendre de
I'emplacement du prélévement : par exemple, les PDLSC de la surface de 1'os alvéolaire (a-
PDLSC) ont un potentiel de régénération de 1'os alvéolaire supérieur aux PDLSC de la surface

de la racine (r-PDLSC).
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Les PDLSC sont capables de se différencier dans certaines conditions en cémentoblastes, en
. . 2 2 2 A
ostéoblastes, en adipocytes®’, en chondrocytes®®, en cellules musculaires®’ et méme, en

cellules neurales®™ ; ce qui illustre bien le caractére multipotent de ces cellules®®'.

Les cellules souches du ligament parodontal présentent de nombreux marqueurs de surface,
existant également sur les cellules souches de la moelle osseuse : CD44, CD90, CD73,
CD105, CD166, STRO-1, CD146, etc. Certains d’entre eux participent indirectement a
I’immunomodulation, une caractéristique importante commune a ces deux types de cellules
souches. En effet, étant des CSM, les PDLSC posseédent la propriété de moduler, voire de
supprimer, certains processus immunitaires de manicre indirecte par [’intermédiaire de

facteurs sécrétés ou directement par contact cellulaire.

Sur le systéme immunitaire adaptif, elles ont montré qu’elles étaient capables de synthétiser
des facteurs immunosuppressifs, tels que de I’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) ou le TGF-
B qui réduisent la prolifération des lymphocytes CD8+, CD4+ et des lymphocytes B*”. La
capacit¢ immunomodulatoire des PDLSC permet de réguler la prolifération, la différenciation

des cellules immunitaires ainsi que leurs profils sécrétoires”.

Sur le systtme immunitaire inné, les PDLSC peuvent bloquer la différenciation des
monocytes en cellules dendritiques, cellules spécialisées dans la présentation de I’antigeéne
aux lymphocytes. De plus, par le controle des cellules dendritiques, il se produit une
augmentation des cytokines anti-inflammatoires et une diminution des cytokines pro-

inflammatoires.

Les propriétés immunosuppressives des PDLSC sur les cellules immunitaires et la faible
immunogénicité de ces cellules souches sont intéressantes. Elles leur permettent de moduler
I’alloréactivité et la régénération tissulaire. Ces capacités anti-inflammatoires sont tres utiles
en cas de transplantation chez un donneur HLA-incompatibles. Cependant, malgré tous leurs
attraits (plasticité, prolifération et immunomodulation), les cellules souches du ligament
subissent la sénescence et ses conséquences. En effet, le nombre de cellules souches et leur
capacité de prolifération et de différenciation diminuent fortement avec 1’age, réduisant de

fagon importante la capacité de régénération tissulaire®®. Dans le cas d’utilisation
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thérapeutique de celles-ci, il convient de réaliser les prélévements chez un jeune donneur afin

de profiter pleinement du potentiel de différenciation et de prolifération.

2.3 Isolement et méthodes de culture

L’obtention de cellules souches, provenant du ligament parodontal, est permise grace a la
biologie cellulaire. En effet, depuis quelques années, le développement des techniques de
culture et d’identification a permis de travailler sur certains types de cellules spécifiques, et en
I’occurrence, sur les cellules souches. Les chercheurs, concentrés sur les cellules souches,
respectent dans leurs travaux toujours le méme protocole : prélévement du tissu comportant
des cellules souches, choix de la méthode de culture et identification/analyse de la population

cellulaire ciblée.

2.3.1 Préléevement

Les ligaments parodontaux sont prélevés sur des dents extraites chez des sujets sains, ne
présentant pas de pathologies pouvant affecter le ligament parodontal et/ou les tissus
environnants. Leurs propriétés de différenciation et de prolifération diminuant avec le temps,
les sujets doivent étre les moins agés possibles. Ce sont bien souvent les troisieémes molaires

et les prémolaires extraites dans le cadre d’un traitement d’orthodontie qui sont utilisées.

Une fois les dents extraites, le ligament est prélevé sur les racines puis, les tissus sont lavés
dans un tampon de phosphate salin (phosphate buffered saline, PBS) contenant également des

antibiotiques : la pénicilline et la streptomycine (figure 16).

Figure 16 : Exemple de prélévement du ligament sur une troisiéme molaire (d’apres Scanlon et coll.
2011). (A) Troisieme molaire placée dans une boite de culture tissulaire et rincée avec une solution
tampon de phosphate salin (B) Prélévement du ligament a 1’aide d’un scalpel (C) Les tissus sont
relavés et mis en culture.
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2.3.2 Méthodes de culture

Deux techniques différentes peuvent étre utilisées pour la culture et 1’isolement des PDLSC :

la méthode par dissection (méthode des explants) et la méthode de digestion enzymatique.

2.3.2.1 Méthode des explants305

Les ligaments parodontaux sont coupés en morceaux de petites tailles, entre 1 a 4 mm?, puis,
les fragments sont placés dans des flacons de culture contenant un milieu nutritif propice a la
croissance. Le milieu permettant le développement cellulaire contient les composants

suivants :

- Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

- Sérum de veau feetal (SVF)

- Antibiotiques et Antifongiques (pénicilline, streptomycine et amphotéricine B)
- Glutamine

- Acide ascorbique-2 phosphate

L’ensemble sera incubé dans une atmosphere humidifiée a 5% de dioxyde de carbone et a
37°C pendant 20 a 30 jours. Pendant cette période de culture, les cellules souches vont migrer

en dehors des explants, coloniser la boite de Pétri et se multiplier.

La méthode des explants est peu utilisée, le rendement est faible et le temps nécessaire pour
avoir des couches cellulaires confluentes est relativement long, entre 3 et 4 semaines. De plus,
le type cellulaire recherché est rarement le premier a « sortir » de l'explant. Pour toutes ces
raisons, cette méthode est la moins utilisée. Elle 1’est uniquement lorsque les tissus a mettre

en culture sont petits et/ou fragiles.

2.3.2.2 Méthode par digestion enzymatique

Cette technique est basée sur 1’activité protéolytique d’enzymes utilisées pour séparer les
cellules de la trame protéique les environnant. Le ligament parodontal étant riche en

collagene, les protéases utilisées sont la collagénase et la dispase.
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Apres avoir été prélevé et lavé, le ligament est ensuite placé dans une solution de collagénase
(3mg/ml) et dispase (4mg/ml) et incubé pendant 1 heure a 37°C, ce qui va digérer les fibres
cellulaires et permettre de ne garder que les cellules. Une fois la digestion enzymatique
terminée, la solution est filtrée au travers d’un tamis cellulaires (tailles des pores, 70um). On

obtient alors une suspension de cellules isolées.

Une fois cette étape réalisée, les cellules sont étalées en couche dans une boite de culture avec
un milieu de culture favorable a la croissance de la population cellulaire ciblée. Ce milieu de
culture posséde les mémes composants que celui utilisé dans la méthode des explants :
DMEM, SVF, Antibiotiques et Antifongiques (pénicilline, streptomycine et amphotéricine B),
Glutamine et Acide ascorbique-2 phosphate. L’incubation durera 14 jours dans une

atmosphere humidifiée a 5% de dioxyde de carbone et 37°C.

La méthode par digestion enzymatique est la méthode la plus utilisée pour la culture des
cellules souches : elle offre le meilleur rendement et est plus rapide. Cependant, 1’utilisation
des enzymes peut entrainer des Iésions au niveau la membrane cellulaire : certaines cellules

plus fragiles que d’autres sont détruites par 1’action enzymatique.

Ces deux méthodes de culture, avec leurs différents avantages et inconvénients, permettent
d’obtenir une quantité plus ou moins importante de PDLSC. Principalement utilisée, la
méthode enzymatique n’est pas toujours la méthode la plus adéquate. Il est impératif
d’adapter la méthode d’obtention en fonction de la taille, de la nature et de la fragilité du tissu

prélevé.

2.3.3 Identification de la population cible et analyses
Une fois les étapes d’isolement et de culture terminées, différentes techniques permettent
d’identifier et d’analyser la population de cellules cibles telles que I’'immunohistochimie, le

Western blot, 1a cytométrie en flux et la PCR.

L’immunohistochimie et la cytométrie en flux sont principalement utilisées pour caractériser

et quantifier les cellules souches du ligament parodontal, aprés culture.
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2.3.3.1 Immunohistochimie et immunofluorescence

Ces méthodes d’analyse permettent de localiser des antigénes dans des tissus, cellules ou
organites cellulaires grace a l'utilisation d'anticorps spécifiques dirigé contre l'antigéne
d'intérét a détecter. Cette réaction est visualisée par des marqueurs qui sont, soit des
molécules fluorescentes (immunofluorescnece), soit des enzymes couplés directement ou non

a l'anticorps (immunohistochimie).

e [L’immunofluorescence est une technique d’immunomarquage permettant de
détecter un anticorps fixé sur un antigéne tissulaire ou cellulaire a I’aide d’un
colorant fluorescent. Les traceurs fluorescents (fluorochromes) sont fixés de
facon covalente a ’anticorps spécifique et permettent la détection directe de
I’antigéne a analyser. Il est également possible d’utiliser des anticorps
secondaires avec marqueurs fluorescents pour détecter des anticorps primaires
fixés sur I’antigéne tissulaire : on parle alors, d’immunofluorescence indirecte.

Les marquages seront ensuite observés au microscope (figure 17).

e [’immunohistochimie par coloration enzymatique est une méthode alternative
a I’'immunofluorescence pour détecter la présence d’un antigéne sur une coupe
de tissu. L’enzyme utilisée pour marquer [’antigéne, par exemple la
peroxydase, est révélée par ’ajout d’un substrat coloré lors de 1’observation.

Le résultat peut €tre observé directement en microscopie optique.
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Figure 17 : Marquage par immunofluorescence de cellules souches (DPSC et PDLSC) et de tissus
dentaire régénérés (re-DPC et re-PDLC) a 1’aide d’anticorps de mitochondries et de vimentine
(filaments) humaine (d’aprés Lei et coll. **°2014).

Ces deux techniques d’identification, apreés culture des PDLSC, permettent leur analyse et
leur quantification. Cependant, parmi ces deux techniques, I’immunofluorescence est la
technique de détection la plus performante, en particulier lorsqu’elle est combinée a la

technique de cytométrie en flux.

2.3.3.2 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) est une méthode d’analyse permettant I’étude de particules
isolées (comme les cellules unitaires, les molécules et les bactéries). Elle permet la
caractérisation individuelle, quantitative et qualitative de particules en suspension dans un

liquide.

L’¢échantillon a analyser est entrainé dans un flux de liquide, puis, les particules défilent une a
une a grande vitesse, a travers un faisceau laser (figure 18). De nombreuses données peuvent
ainsi étre fournies en analysant les signaux optiques ou physiques émis par une particule
coupant le faisceau lumineux du laser. La lumiére réémise permet de dénombrer, d’analyser et

de trier les particules trés rapidement (plusieurs milliers d’événements par seconde) suivant
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plusieurs critéres comme : la taille, le volume, la granulométrie ou la fluorescence. Les
signaux optiques sont ensuite collectés, numérisés, traités (sous forme de graphique) et
stockés par un ordinateur. De plus, grace a la fonction de tri du cytomeétre, des particules

cibles présentant des marqueurs spécifiques peuvent étre collectées.

Cette technique combinée a I’immunofluorescence est tres utilisée pour 1’analyse des cellules
souches. En effet, une fois marquées par immunofluorescence (le plus souvent) et passées
dans le cytometre, celles-ci sont triées a partir de 1’échantillon et peuvent étre cultivées

séparément par la suite.

Les cellules en suspension sont
marquees avec des antcorps
specifiques

Les cellules sont
envoyees sous pression
£t VOnt passer uns a une

a mavers le faisceau laser

Graphigue de
CMF

Champ electrique -
une celhile genére une
charge nézative i elle
est Juorescente et une
charge positive si elle
ne 'estpas

Cette différence de
charge permet de
separer les cellules

Figure 18 : Principe de la cytométrie en flux (stemcells.nih.gov)
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2.4 Applications au niveau de la sphére oro-faciale

Lors de l'infection et/ou de I’inflammation des tissus oraux, des Iésions et des pertes
tissulaires importantes peuvent apparaitre. Les traitements conventionnels permettent de
traiter et de stabiliser les pathologies ayant endommagges les tissus, ainsi que la cicatrisation
de ces derniers. Cependant, ces traitements restent limités et leurs résultats aléatoires : il s’agit
plus d’une réparation tissulaire qu’une « vraie » régénération des tissus. L’ingénierie
tissulaire, avec I’aide de la thérapie cellulaire, permettrait de surpasser les limites des
méthodes conventionnelles. En effet, les CSM d’origines orales, ont montré leur capacité a

1’7 Ces cellules

régénérer certains tissus comme la pulpe, 1’os et le ligament parodonta
pourraient également étre utilisées dans ’élaboration de nouveaux traitements grace a leur
capacité a moduler le systéme immunitaire®®.Parmi ces cellules, les PDLSC semblent étre des

candidates idéales pour la régénération des tissus du parodonte.

2.4.1 Thérapie cellulaire

Lors de parodontopathies ou de traumatismes, I’ensemble des tissus du parodonte sont
endommagés : le cément, 1’os et le ligament parodontal. Bien souvent, les 1€sions entrainent
d’importantes pertes tissulaires et une incapacité des tissus a assurer leur fonction. De plus, le
nombre de PLDSC, déja présentes dans le ligament et censées réparer les tissus, est faible.
L’injection des CSM et en particulier des PDLSC, pourrait permettre de régénérer les tissus
du parodonte et de rétablir leur fonction. La méthode de traitement consiste a introduire au
niveau des défauts intra-osseux des PDLSC afin qu’elles puissent se différencier en
cémentoblastes (pour la formation du cément), en ostéoblastes (pour la formation osseuse) et
en fibroblastes (pour la formation du ligament). En outre, leurs capacités a moduler le systéme
immunitaire et leurs activités paracrines pourrait permettre d’optimiser la régénération
parodontale : stimulation des cellules progénitrices®” et cellules souches présentent sur le site,

angiogene¢se, modulation de 1’inflammation, etc.

Les PDLSC humaines sont isolées et amplifiées facilement in vitro, mais leur mise en place
au niveau des tissus souléve plusieurs questions: quelle est la meilleure technique
d’implantation ? Doivent-elles étre implantées a 1’aide d’un support et si oui lequel est le plus
approprié ?
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Elles peuvent, tout d’abord, étre utilisées sous forme de « membrane » 10, Cette technique se
nomme « cell sheet tissue engineering », elle se situe a la frontiére entre la thérapie cellulaire
et 'ingénierie tissulaire. La technique consiste a réduire la température du milieu de culture a
20°C, apres avoir cultivé les cellules souches a 37°C dans un milieu spécifique. Ce
changement de température va entrainer une modification de 1’¢tat de surface des cellules. Les
cellules souches peuvent étre alors superposées en couches et former un « scaffold naturel »,
rendant [’utilisation de ces cellules plus simple. La « membrane » créée peut également étre
associée a un biomatériau faisant simplement office de support. Ce dernier n’a aucune
interaction avec les cellules mais permet une utilisation des cellules encore plus aisée. Ces
« membranes » cellulaires présentent néanmoins quelques inconvénients comme leur fragilité,
et leur fabrication qui est longue et compliquée a mettre en ceuvre. Malgré ces défauts, elles

restent intéressantes et font toujours ’objet d’études’'' *'2.

1" ont confirmé le potentiel régénérateur des PDLSC,

De la méme fagon, Akisuki et col
utilisées sous forme de membrane (« cell sheet »), puis placées au niveau des déhiscences
osseuses créées chirurgicalement chez des chiens (figure 19). Au bout de 8 semaines, les
chercheurs ont observé une régénération parodontale démontrant 1'utilit¢ des PDLSC en

thérapie cellulaire.

Figure 19 : Préparation des défauts osseux et application des PDLSC (d’apres [étude Akisuki et coll.).

(a) Déhiscence osseuse en mésial de la racine de la premiére molaire mandibulaire droite (b, ¢) Mise
en place de la membrane cellulaire.

En 2010, chez ’'Homme cette fois ci, Feng et coll.*™

(figure 20) ont également montré la
capacité des progéniteurs du ligament parodontal et des PDLSC a régénérer le parodonte. En
effet, dans cette étude, des cellules progénitrices et des PDLSC autologues ont €té combinées
a de I’hydroxyapatite (Calcitite®), et implantées au niveau de lésions parodontales infra-
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osseuses. Les chercheurs ont observé une différenciation accrue des cellules souches et une
stimulation de la réparation endogéne. Dans cette étude, les tissus du parodonte ont été
régénérés et aucun probléme n’a été signalé a long terme (72 mois). L’étude a donc démontré
I’efficacité de la thérapie cellulaire et plus précisément de 1’utilisation des PDLSC pour le

traitement des 1ésions parodontales.

Figure 20 : Evaluation clinique et radiologique de 2 patients avant et aprés transplantation de cellules
autologues (d’apres [’étude de Feng et coll.). (a) Patient n°1, 1ésions au niveau distal de la premiére
molaire mandibulaire droite (b) Patient n°2, 1ésions entre la deuxiéme prémolaire gauche et la
premiere molaire gauche (au maxillaire). 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).

Au début de ’année 2016, Chen et coll.’" ont publié et commenté les résultats d’un essai
clinique réalis¢é pendant 12 mois, sur ’homme. Cette étude a évalué la faisabilité¢ de
I’utilisation des PDLSC en thérapie cellulaire (figure 21). Une trentaine de patients, agés de
18 a 65 ans, atteints de parodontite, a été répartie en 2 groupes. Dans chaque groupe, 20 dents
ont été traitées, elles présentaient toutes des défauts intra-osseux dus a la maladie parodontale.
Un groupe (groupe témoin) a été traité selon les techniques habituelles (RTG et comblement
osseux avec Bio-Oss®) et I’autre avec les PDLSC sous la forme d’une membrane cellules
(«cell sheet ») (avec du Bio-Oss® faisant office de support, permettant de maintenir un

espace avec la gencive).
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Initial calt growing 1~

Figure 21 : Prélévement et culture des cellules, caractérisation et chirurgie (d’aprés Chen et coll.). A —
Une troisieme molaire a été extraite, puis le prélevement des cellules souches sur le ligament effectué¢
et enfin I’analyses des cellules (caractérisation) B — Production de la membrane de cellules (« cell
sheet »)/de la «matrice cellulaire » et transplantation : (a) formation de la membrane (b) support Bio-
Oss® (c) membrane et support a transplanter (d) exposition des défauts osseux (e) mise en place de la
greffe (f) fermeture du site et sutures.

Malgré une utilisation non protocolaire, les résultats obtenus avec 1’utilisation des PDLSC
sont satisfaisants. Chaque groupe a montré une augmentation significative du volume osseux
(figure 22). Le traitement avec les cellules souches semble permettre de majorer ces gains
osseux, comparativement au traitement conventionnel (Bio-Oss®). Les résultats de 1’étude
fournissent la preuve clinique de I’efficacité de la transplantation de cellules souches du
ligament parodontal, chez I’homme. Néanmoins ces résultats, méme prometteurs, nécessitent
d’étre confirmés par davantage d’études avant une utilisation systématique des PDLSC. De
plus, il sera nécessaire de définir quels sont les biomatériaux (« scaffold ») les mieux adaptés

et les densités de cellules les plus appropriées afin d’améliorer les résultats déja obtenus.
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Figure 22 : Clichés radiographiques d’un patient du groupe contrdle et d’un patient du groupe traité
par les PDLSC (d’aprés Chen et coll.). Les fléches pointent 1’augmentation de la hauteur osseuse.

Grace a la thérapie cellulaire et aux PDLSC, la régénération des tissus au sein de la cavité
orale ne parait plus impossible. Les études portant sur les cellules souches du ligament ont
attesté de 1’efficacité¢ de ces dernic¢res dans la régénération parodontale. De surcroit, aucune
complication lors de I'utilisation des PDLSC en thérapie cellulaire n’a été relevée. Malgré
tout, le faible recul sur cette nouvelle approche thérapeutique nécessite un suivi des cas

traités, afin de d’évaluer les risques a long terme de ces nouvelles techniques sur I’organisme.

La régénération des tissus n’est pas le seul objectif de la thérapie cellulaire. En effet, d’autres
propriétés des PDLSC, comme I’'immunomodulation et I’activité paracrine, pourraient avoir
un intérét pour 1’élaboration de nouveaux traitements. En effet, la parodontite conduit a la
destruction de 1’os alvéolaire par une augmentation de 1’activité des ostéoclastes. Les
traitements conventionnels ne ciblant pas la réponse inflammatoire et l'activation des
ostéoclastes, leur efficacité est limitée. A I’inverse, les PDLSC, en plus de pouvoir régénérer
le parodonte, semble pouvoir €galement stopper la destruction des tissus en modulant la

réponse inflammatoire®'® (immunomodulation). Ainsi, en 2013, Liu et coll.*"”

ont observé que
les PDLSC, pouvaient réguler I’immunité humorale en modulant le nombre et ’activité des
lymphocytes B. Cette aptitude permet d’envisager la transplantation de PDLSC allogéniques.
D’autres études seront nécessaires pour corroborer ces résultats et pour réfléchir sur les

applications possibles de cette particularité immunologique.

&4



Grace a leur capacité a moduler la réponse immunitaire, les PDLSC, en les combinant aux
traitements conventionnels, pourraient considérablement améliorer les résultats de ces

derniers.

Quoi qu’il en soit, ’utilisation des PDLSC en thérapie cellulaire souléve plusieurs questions :
est-il vraiment efficace d’utiliser ces dernicres seules, ou simplement avec un biomatériau
faisant office de support ? Les résultats ne pourraient-ils pas étre améliorés par 1’apport de
biomatériaux adjuvants et de facteurs de croissance ? Quelles sont les techniques de mise en
place les plus appropri¢es ? De nombreuses études mettent en évidence le fait que 1’utilisation
des PDLSC dans le cadre de I’ingénierie tissulaire présenterait de meilleurs résultats dans le

traitement de Iésions tissulaires que 1’utilisation des PDLSC seules en thérapie cellulaire.

2.4.2 Ingénierie tissulaire

Avec la thérapie cellulaire, les cellules souches vont renouveler les tissus 1ésés et remplacer
les cellules défectueuses. Avec D’ingénierie tissulaire, il est possible de pallier au
dysfonctionnement d’organes dont 1’architecture joue un réle fonctionnel’'® (tendons,
cartilages, ligaments, etc). L’ingénierie tissulaire a base de CSM a pour but de favoriser le
renouvellement d’un tissu ayant une architecture fonctionnelle et de limiter les processus
« classiques » de cicatrisation. Ces derniers aboutissent a une simple réparation des tissus
pouvant affecter leurs fonctions. Bien que I'utilisation des PDLSC en thérapie cellulaire
permette la régénération des tissus, une architecture tissulaire plus complexe limite cette
approche thérapeutique. En effet, il ne s’agit pas seulement de renouveler les tissus d’un
organe, il faut également que ce dernier soit parfaitement fonctionnel : 1’altération de
I’architecture entraine des dysfonctions®'’. Dans ce contexte, I"utilisation de biomatériaux de
soutien, de facteurs de croissance et la différenciation des CSM a implanter semblent

préférables afin d’améliorer la régénération de I’ensemble des tissus.

2.4.2.1 Fonctionnalisation des implants

L’étude de Gault et coll.m, publi¢e en 2010, montre ’intérét de 1’utilisation des PDLSC en
ingénierie tissulaire de la cavité orale. L équipe de chercheurs a implanté un « ligaplant »,
implant couvert de cellules du ligament (la plupart des PDLSC), en remplacement d’une dent

extraite. Cliniquement, les chercheurs ont observé une absence d’inflammation et de perte
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osseuse. Un test contrdlant la qualité (dureté et €lasticité) des tissus autour de ’implant a été
entrepris et a montré que le score des « ligaplants » était sensiblement égal a celui des dents
naturelles mais differe de celui des implants ostéointégrés. L’équipe a observé que cing «
ligaplants » sur les huit sont restés en place plus d’un an, dont trois plus de quatre ans (figure
23). La principale cause d’échec est un manque de contact et donc un manque d’interactions

entre le les ligaplants et le tissu osseux péri-implantaire.

Figure 23 : Radiographies d’un « ligaplant » de 15mm de longueur et 5-7mm de largeur (d aprés
Gault et coll.). (a) avant la chirurgie, fracture de la racine de la dent n°34, ainsi que des défauts osseux
en mésial (b) implantation du « ligaplant » aprés ’avulsion (c) J+24 semaines régénération osseuse
partielle (d) J+24 mois régénération presque totale (e) J+42 mois un espace parodontal apparait (f)

analyse tomographique apres 24 mois, vue frontale (g) vue latérale (h) vue de dessus.

2.4.2.2 Régénération parodontale

La maitrise des techniques opératoires parait essentielle. Il en est de méme du choix du
matériau support. Par conséquent, il serait intéressant de mettre au point un substrat support
efficace pour fournir les PDLSC au niveau des sites défectueux’'. Ainsi, certaines études ont
mis 1’accent sur le développement de biomatériaux de soutien (« scaffolds ») pouvant
incorporer les PDLSC, les stimuler et améliorer leur prolifération et leur. Le « scaffold » ne
fait donc pas simplement office de protection, il sert également d’adjuvant lors de
I’implantation des PDLSC. Dans leur étude de 2008, Trubiani et coll.** ont cultivées les
PDLSC in vitro dans un « scaffold » biocompatible et naturel, associant une éponge de fibrine

a un substitut d'origine bovine (Bio-Oss®). L’¢tude a montré une prolifération plus
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importante des cellules souches en présence de ce « scaffold ». En outre, les PDLSC se sont
parfaitement intégrées au biomatériau-support et présentent un taux important de
différenciation osseuse. Un autre matériau, une biocéramique, a été développé par Zhou et

1°% en 2012 pour stimuler la régénération parodontale. Les auteurs ont combiné une

col
céramique a des PDLSC déja présentes au niveau du ligament, et ont constaté une
augmentation de la prolifération et de la différenciation de ces derni¢res. Ce biomatériau
pourrait donc étre d’un grand intérét dans la régénération des tissus en améliorant les
capacités régénératives des CSM du ligament parodontal. Actuellement, aucun consensus n’a

été trouvé sur I’emploi de tels ou tels biomatériaux.

Les facteurs de croissance, comme les biomatériaux de soutien, ont un role important en
ingénierie tissulaire. Les PDLSC étant positivement influencées par eux, ils présentent un
intérét certain pour la régénération tissulaire du parodonte notamment par I’amélioration de la

différenciation et la prolifération des cellules souches.

De nombreux facteurs agissent favorablement sur les PDLSC :

- I’IGF-1 améliore la prolifération et la différenciation ostéogénique™* ;

- le FGF-2 inhibe la différenciation mais améliore fortement la prolifération cellulaire®* ;

- le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) améliore la différenciation
angiogénique et ostéogénique ;

- le TGF-f semble avoir des effets positifs sur la maturation et sur l’activité des
ostéoblastes*® ;

- le CGF (Concentred Growth Factors) est un concentré de facteurs de croissance visant
a remplacer les concentrés plaquettaires existants. Des études devront confirmer les

résultats, mais il semble présenter des propriétés tres intéressantes : amélioration de la

prolifération et de la différenciation des PDLSC et accélération de I’ostéogenése™”.

Dans le but d’optimiser la régénération parodontale, en plus de I’utilisation de matériaux
bioactifs et de facteurs de croissance, certaines études montrent que les PDLSC peuvent étre
modifiées lors de leur utilisation en ingénierie tissulaire. Dans une étude publiée en 2012, Wei

et coll. >

ont ajouté¢ de la vitamine C aux PDLSC. Les chercheurs ont constaté que la
vitamine C était capable de modifier 1’activité d’une enzyme nécessaire au maintien de la
longueur des brins d’ADN, la télomérase. En effet, aprés un ajout de vitamine C, une
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augmentation de 1’activité de cette enzyme s’est produite au niveau des télomeres (extrémités
des brins d’ADN) des PDLSC. In vitro, cette vitamine a permis, grace a son action indirecte
sur les télomeres, d’augmenter la capacité de prolifération des cellules souches. Lors de la
culture, cela a créé de nombreuses couches de cellules souches parfaitement liées, permettant
ainsi I’obtention d’une membrane cellulaire (« cell sheet ») plus facilement et plus rapidement
qu’avec la technique « classique » vue précédemment. Malgré I’amélioration de la capacité de
prolifération, la vitamine C n’a pas provoqué la perte de la capacité de différenciation des
PDLSC. Au contraire, leur potentiel de différenciation a été également augmenté. In vivo, sur
un modele animal (cochons nains), 1’ajout de vitamine C aux PDLCS a montré de meilleurs
résultats en régénération parodontale que les PDLSC seules (notamment grace a une meilleure
différenciation ostéogénique des cellules). De plus, cette vitamine semble retarder le
vieillissement et I’inactivité des cellules souches du ligament. Méme si d’autres études seront
nécessaires pour confirmer les résultats observés, I'utilisation de la vitamine C semble
intéressante : elle pourrait étre bénéfique dans la manipulation des PDLSC et dans leur

optimisation. Une autre étude de 2015, de Su et coll.**’

, a montré que les PDLSC peuvent étre
modifiées par thérapie génique. En effet, dans leur étude, les cellules souches sont modifiées
par un rétrovirus et implantées avec un biomatériau de soutien (-TCP pour phosphate béta-
tricalcique). Apres modification, la protéine ostéoprotégérine, un puissant inhibiteur de la
résorption osseuse, est exprimée a la surface des cellules souches. Son action sur I’os est
indirecte : elle inhibe la différenciation et l'activation des ostéoclastes. Les chercheurs ont
observé, in vitro et in vivo, que les PDLSC modifiées présentaient un taux de prolifération
plus élevé que les PDLSC non modifiées. En outre, avec les cellules modifiées, la qualité de
I’0s était supérieure (meilleure minéralisation) et la vitesse de formation était plus rapide lors
de la régénération (figure 24). Malgré le peu d’études engagées et réalisées sur la modification

des PDLSC en ingénierie tissulaire, cette piste reste intéressante et mérite d’étre amplement

développée.
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Figure 24 : Coupes histologiques des défauts osseux alvéolaires, colorées par du bleu de Toluidine, 12
semaines aprés I’implantation (d’aprés [ 'étude de Su et coll.). (A) Aucune régénération osseuse n’a été

observée dans le groupe témoin (sans traitement). (B, C) Une petite quantité d’os et quelques
formations ostéoides peuvent étre observées dans le groupe traité avec un biomatériau de soutien (B-
TCP pour phosphate béta-tricalcique). (D, E, F) Le groupe traité par f-TCP et PDLSC, a montré une
nouvelle formation d’os alvéolaire, avec des trabécules osseuses interconnectées. (G, H, 1) Dans le
groupe traité par les PDLSC modifiées et par B-TCP, une formation importante d’os de qualité est
observée (densité osseuse élevée). Grossissements : X40 (A,B,D,G) , X100 (E) et X400 (C,F,H,I).

2.4.2.3 Création de bio-racines

La création d’une quantité importante de tissus in vitro avant I’implantation in vivo, permet
d’envisager le remplacement des tissus et organes endommagés ou détruits. Grace a
I’ingénierie tissulaire, cette méthode de reconstruction est réalisable. Déja en 2006, dans une
étude de Sonoyama et coll.*°, ’ingénierie tissulaire a permis a ces derniers de créer une
« bio-racine artificielle ». Dans un mod¢le animal (cochons nains), les chercheurs ont procédé
a ’avulsion d’une incisive et I’ont remplacée par un cone d’hydroxyapatite et de phosphate
tricalcique (HA/TCP) contenant des SCAP et recouvert d’'une éponge imprégnée de PDLSC

(figure 25). Trois mois aprés I’implantation, les chercheurs ont observé la formation d’une
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structure radiculaire et d’un espace parodontal entourant I’implant. Quatre semaines apres
cette néoformation radiculaire, ils ont mis en place une couronne céramique sur la bio-

racine et ont obtenu une dent et un parodonte régénérés et fonctionnels. La bio-racine a donc

fait office d’« implant naturel » et une couronne a pu étre posée.
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Figure 25 : Etude de Sonovama et coll. (A) Incisive extraite et bio-racine. (B) Eponge imprégnée de
PDLSC recouvre I’implant (fléche blanche), I’ensemble et implanté dans 1’os (triangle blanc). (C) Un
canal a été créé dans I’implant pour permettre la pose d’une couronne. (D) Canal temporairement
scellé en attendant la cicatrisation. (E) L’implant a été¢ enfoui pendant 3 mois. (F) Apreés cicatrisation,
le matériau de scellement est retiré. (G) Mise en place de la couronne en céramique. (H) Suture des
tissus mous. (I,J) J+4 semaines la dent est parfaitement intégrée. (K) Aprés 3 mois d’implantation le
scanner montre la structure radiculaire ostéo-intégré et la formation d’un espace parodontal (L,M)
Colorations montrant la création de tissu dentinaire et de tissus ligamentaires (N) Mesure de résistance

d’une racine naturelle (NR), de la bio-racine (BR) et d’un simple cone minéralis¢ (HA).

Une étude de 2013 de Wei et coll.*®!, quasiment identique a celles de Sonoyama et coll., a
confirmé ces résultats. L’utilisation de PDLSC, de SCAP et de biomatériaux de soutien a
permis de créer une bio-racine pouvant supporter une couronne dentaire (figure 26). De plus,

I’étude a montré qu’il était également possible d’utiliser des PDLSC allogéniques.
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Figure 26 : Changements structurels et résistance a la compression de la bio-racine 6 mois apres la
transplantation (d’aprés [’étude de Wei et coll.). (A) 6 mois aprés I’implantation, la bio-racine est
exposée et un inlay-core est réalisé. (B) Une couronne céramique est scellée. (C) 6 mois apres la
couronne était toujours fonctionnelle. (D) Analyses de la résistance des racines : racine naturelle (NR)
> bio-racines (BR) > cone minéral (HA/TCP). Pas de différence significative entre les 2 types de bio-
racines. (E-H) Coloration et mise en évidence des différents tissus (E) Groupe avec simple cone
minéral (F) Groupe PDLSC autologues (G) Groupe PDLSC allogéniques (H) Racine naturelle. B, os ;
D, dentine ; C, cément ; PDL, ligament parodontal.

Dans la continuité des deux études précédentes, Gao et coll.**?

ont étudié les propriétés
biomécaniques des bio-racines et des implants dentaires, et les ont comparées. Cette étude
récente, publiée au début de I’année 2016, respectait sensiblement le méme protocole : cone
minéral (HA/TCP) imprégné de DPSC (pas de SCAP dans cette étude) et recouvert de
PDLSC, implanté dans I’os alvéolaire sur un modele animal. Dans le méme temps que
I’implantation des bio-racines, les implants « classiques » ont été posés. L’analyse des
résultats a montré que les propriétés biomécaniques des bio-racines étaient nettement

inférieures a celles des implants dentaires : la résistance des implants dentaires aux forces
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compressives et aux tensions était plus importante, ainsi que le module d’¢lasticité. Toutefois,
les bio-racines ont présenté des résultats comparables a ceux obtenus par les dents naturelles.
Aprés 6 mois d’implantation, les implants dentaires « conventionnels » ont présenté un
meilleur taux de réussite que les bio-racines : leur intégration était compléte et aucun échec
n’a été observé. Les bio-racines ont affiché un taux d’échec plus élevé. Cependant, la forte
résistance et 1’¢élasticité des implants ont des répercussions sur I’os. En effet, a long terme les
différences entre les propriétés mécaniques de 1’os et de I'implant peuvent entrainer une

résorption osseuse et de ce fait une perte de I’implant.

Les résultats de cette étude préclinique sont prometteurs : ils montrent que la création de bio-
racines est une application clinique de I’ingénierie tissulaire ayant des avantages par rapport
aux implants dentaires « conventionnels ». Néanmoins, afin d’améliorer le taux de réussite de
ces bio-racines et d’envisager une utilisation sur I’Homme, certains points doivent étre
corrigés. D’une part, le matériau de support (HA/TCP) actuellement utilis€é n’est pas
spécifique de cette approche thérapeutique. Il serait donc judicieux d’élaborer un « scaffold »
biologique adapté a cette technique. D’autre part, I’activité des cellules souches est difficile a
maintenir apres 1’implantation et il est pour I’instant impossible de controler précisément le

devenir des cellules.

2.4.2.4 Régénération osseuse

Outre la régénération des tissus du parodonte, les PDLSC a travers I’ingénierie tissulaire
semblent pouvoir régénérer spécifiquement, et en plus grande quantité, le tissu osseux. En

2014, Moshaverinia et coll.**?

ont démontré que les PDLSC avaient la capacité de régénérer
de l'os ailleurs qu’au niveau du parodonte et en quantité plus importante. L’équipe de
chercheurs a créé sur des souris des défauts osseux de 5 mm de diameétre au niveau de la volte
cranienne. Les PDLSC ont été encapsulées dans des microspheres d’hydrogel d’alginate
combinées a un tripeptide RGD (arginine, glycine et acide aspartique), puis ont été
transplantées dans les défauts. Huit semaines apres la transplantation, la régénération osseuse
a ¢té évaluée. Les résultats ont montré que les microspheres de PDLSC ont permis la
formation d’une grande quantité de tissu osseux. Cette étude a démontré une nouvelle fois le

potentiel régénératif de ces cellules, mais également qu’il leur était possible de créer

spécifiquement un seul type de tissu et en quantité importante. De plus, grace a cette étude sur
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I’ingénierie tissulaire, les chercheurs ont pu développer une technique d’implantation et un
biomatériau de soutien destinés aux cellules souches. En effet, les microspheres Alginate-
RGD-PDLSC sont simples a fabriquer et a utiliser, et semblent améliorer le potentiel
régénératif des cellules souches : les PDLSC sont délivrées en grande quantité et plus
facilement au niveau des lésions. Ce biomatériau de soutien présente également un autre
avantage, il ne nécessite pas une seconde intervention : les microsphéres d’alginate se
dégradent et s’¢liminent naturellement. Cette technique d’ingénierie tissulaire est prometteuse

pour la régénération osseuse cranio-faciale.

Les études précédentes illustrent le potentiel des PDLSC dans le domaine de la médecine
régénérative. Néanmoins, de nombreuses études sont encore nécessaires afin de définir un
protocole adapté en fonction des I€sions tissulaires a traiter et ainsi améliorer la quantité et la
qualité des tissus régénérés. Les PDLSC jouent un role primordial dans le domaine de la
médecine régénérative au sein de la sphére oro-faciale mais celles-ci pourraient, grace a leur

caractéristiques, étre également utilisées au niveau d’autres organes ou systemes.

2.5 Applications médicales

Tout comme la sphere oro-faciale, le reste de I’organisme profite de I’essor de la médecine

régénérative utilisant les PDLSC.

2.5.1 Thérapie cellulaire

Les PDLSC possédent un fort pouvoir d’expansion in vitro, permettant ainsi d’obtenir des
densités cellulaires suffisantes. Cela est intéressant en cas de thérapie cellulaire nécessitant
une quantité importante de cellules, notamment lors de lésions importantes et/ou nombreuses
au niveau d’un organe. L’utilisation autologue de ces CSM a des fins thérapeutiques
permettrait donc de traiter une insuffisance quantitative des CSM au sein des différents tissus.
De plus, comme au niveau de la sphére oro-faciale, aprés différenciation, les PDLSC
pourraient remplacer les types cellulaires déficients ou insuffisamment nombreux. D’autres de
leurs capacités seraient également mises a profit dans ces nouvelles approches
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thérapeutiques telles que la possibilit¢é de moduler la réponse inflammatoire, la cicatrisation,

et I’angiogengése.

Ces dernicres années, des études utilisant des PDLSC dans le cadre d’une thérapie cellulaire
ont été réalisées dans différents domaines comme 1’ophtalmologie et la neurologie. Ces études
ont confirmé le potentiel régénératif de ces cellules souches sur des tissus de I’organisme
autres que ceux trouvés dans la cavité orale. Plusieurs études montrent ainsi des résultats tres

prometteurs :

> Etude de Huang et coll., 2013>**

Cette étude avait pour objectif d’évaluer la capacit¢ des PDLSC a régénérer les tissus
endommagés de la rétine. Le but était de trouver un nouveau traitement contre les maladies
affectant la rétine (telles que la dégénérescence maculaire liée a 1’age et la rétinite
pigmentaire). Les cellules souches ont été recueillies sur des dents humaines de patients en
bonne santé, agés de moins de 35 ans. Ces cellules ont ensuite été isolées et mises en culture.
Puis, les chercheurs ont induit la différenciation des PDLSC en cellules spécialisées
(rétiniennes photosensibles). Cette ¢tude a démontré que les PDLSC avaient la possibilité de
régénérer des tissus bien différents de ceux situés au niveau oral. De plus, les PDLSC
présentaient des réponses positives a un neurotransmetteur, le glutamate, laissant penser que

ces cellules peuvent étre différenciées en un autre type de cellules nerveuses.

> Etude de Lee et coll., 2014°%°

L’objectif de cette étude était de comparer la différenciation neurogénique de différentes
cellules souches de la cavité orale : les DPSC (pulpe), les SCAP (papille apicale) et les
PDLSC. Les cellules souches dentaires ont été récoltées sur des troisiemes molaires extraites
chez des patients agés de 18 a 27 ans, puis mises en culture. Les colonies de DPSC, PDLSC et
SCAP ont été placées respectivement dans des boites de culture. Une fois I’amplification des
colonies réalisées, les cellules ont ét¢ introduites dans un milieu d’induction neurogénique.
Apres 24 heures dans le milieu d’induction neurogénique, la plupart des cellules avaient une
forme similaire a des cellules neuronales et I’expression génique était comparable a celle de

cellules neurales. En effet, les chercheurs ont observé une modification de la morphologie des
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cellules, sur lesquelles étaient apparu des neurites : ce sont des prolongements cytoplasmiques

fins et longs a I’origine des axones et dendrites (figure 27).

POLSC
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Neurogénique

Figure 27 : Observations microscopiques des modifications morphologiques des cellules souches apres
le passage dans le milieu d’induction neurogénique. Les fléches blanches indiquent I’apparition des
prolongements cytoplasmiques (neurites) et la modification de la forme des cellules souches (elles
perdent leur aspect fusiforme).

Grace aux techniques d’analyse, les données ont également révélées que le potentiel de
différenciation neurogénique des PDLSC était 1égerement supérieur a celui des autres cellules
souches de 1’étude, mais ceci reste a confirmer. De plus, méme si, en seulement 24 heures
d’induction neurale, des changements morphologiques ont eu lieu dans presque toutes les
CSM dentaires, la méthode de différenciation neurogénique idéale et les conditions optimales

n’ont pas encore ét¢ établies. Des études in vitro supplémentaires et des essais précliniques
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sont donc nécessaires. Néanmoins, 1’utilisation thérapeutiques des cellules souches dentaires,
dont les PDLSC, semble au travers de cette étude une alternative possible aux actuels

traitements des maladies neurologiques.

» Etude de Trubiani et coll., 2016%¢

Cette étude visait a analyser les effets neuroprotecteurs de 1’administration de PDLSC sur un
modele expérimental d’encéphalomyélite auto-immune. Le but était d’élaborer un nouveau
traitement contre la sclérose en plaques. En effet, l'encéphalomyélite auto-immune
expérimentale, ou encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE), est un modeéle animal de
sclérose en plaques. Au déclenchement de la maladie, environ 14 jours apres l'immunisation,
les souris atteintes d'EAE ont été soumises a une injection de PDLSC par voie intraveineuse.
56 jours apres 1’induction de I’EAE, les animaux ont été euthanasiés : les tissus de la moelle
épiniére et du cerveau ont été recueillies et analysés. Les résultats obtenus ont révélé que le
traitement par injection de PDLSC pouvait exercer des effets neuroprotecteurs contre I’EAE,
diminuer les signes cliniques (la perte de poids et la paralysie étaient beaucoup moins
importantes dans le groupe traité que dans le groupe sans traitement) et le score histologique
typique de la maladie (baisse de I'infiltration lymphocytaire et de la démy¢linisation du SNC)
grace a la production par les PDLSC de facteurs neurotrophiques (le BDNF pour « Brain-
Derived Neurotrophic Factor » et le facteur de croissance des nerfs NGF). De plus,
I'administration de PDLSC a permis de diminuer I’inflammation en modulant I'expression de
marqueurs inflammatoires (le facteur TNF-a, les interleukines IL-1p, 1'I[L-10, la protéine acide
fibrillaire gliale ou GFAP et les facteurs de transcription Nrf2 et Foxp3), de réguler la
population de lymphocytes T (CD4, CDS8 et Treg), et de limiter le déclenchement de
I’apoptose (diminution de I’expression de 1’enzyme caspase 3 et des protéines p53 et p21).
Ces résultats ont montré que le traitement avec les PDLSC atténuait la gravité clinique de la
pathologie et améliorait la récupération fonctionnelle des souris atteintes de I’EAE. Ainsi,
grace a leurs propriétés et aux nombreuses capacités qui en découlent, les PDLSC pourraient
étre utilisées dans le traitement des maladies neurodégénératives auto-immunes telle que la

sclérose en plaques.

Malgré des résultats encourageants, avant d’utiliser les PDLSC de facon réguliére dans de

nouvelles thérapies, une meilleure connaissance des mécanismes d’action de ces cellules est
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nécessaire afin d’améliorer leur efficacité. Dans cette optique, a I’avenir, les essais cliniques
devront déterminer le mode d’administration idéale selon les tissus a régénérer, la dose de
cellules requises, 1’ajout ou non d’un adjuvant, le moment adéquat de la transplantation (en
fonction de I’avancement de la maladie), ainsi que le marquage et le tragage des cellules apres

leur injection (de manicre non invasive).

2.5.2 Ingénierie tissulaire

Les PDLSC ont déja été utilisées pour la mise au point de substituts osseux ou vasculaires

dans le cadre de I’ingénierie tissulaire.

» Etude de Ge et coll., 2012%7

Aprées induction ostéogénique, des PDLSC ont été intégrées a une matrice composée de nano-
hydroxyapatite et de chitosane (HGCCS pour « nanohydroxyapatite-coated genipin-chitosan
conjunction scaffold »). Le chitosane (dérivé de la chitine, composant de 1’exosquelette des
crustacés) est un biopolymere présentant des propriétés biologiques intéressantes (étant
notamment biocompatible, biodégradable et bactériostatique), principalement pour la
régénération osseuse. La matrice ensemencée a été placée au niveau de défauts osseux de la
volte cranienne (défauts de Smm dans les os pariétaux) de rats. Au bout de 12 semaines, les
animaux ont été euthanasiés et les tissus analysés par coloration, afin d’évaluer la formation
osseuse. Les résultats d'implantation in vivo ont révélé que les défauts osseux avaient été
comblés avec un tissu dense nouvellement formé présentant quelques lacunes infiltrées par

des ostéoblastes et des vaisseaux sanguins (figure 28).
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Figure 28 : Observations de la régénération osseuse dans les 3 groupes expérimentaux (d’apres [ étude
de Ge et coll.). (A) Dans le groupe avec la nouvelle matrice (HGCCS) et les PDLSC, un tissu osseux
et un tissu conjonctif dense se sont formés au niveau des défauts. Des petits morceaux de matrice ne
sont pas encore biodégradés (x100). (B) Dans le groupe avec les PDLSC et une matrice de fabrication
plus ancienne (GCF), le volume d’os formé est moindre que dans le précédent (x100). (C) Dans le
groupe témoin sans cellules et ni matrice, le défaut a ét¢ rempli par un mince tissu conjonctif (tissu
fibreux) et aucun tissu osseux ne s’est formé (x100). (D) Grossissement plus important de I’image A
(x400). (E) Grossissement plus important de I’image B (x400). HGCCS, matrice composée
d’hydroxyapatite, de chitosane et de génipine; GCF, matrice (sous forme de gel) composée de
chitosane et de génipine ; nb, nouvel os ; b, os d’origine ; nv, nouveau vaisseau sanguin.

De plus, les PDLSC ensemencées dans la matrice HGCCS ont présenté une viabilité cellulaire
importante, une augmentation de 1’activité des phosphatases alcalines et une augmentation de
I’expression de protéines spécifiques de 1’os (la sialoprotéine osseuse, 1'ostéopontine et
I’ostéocalcine) par rapport a celles ensemencées sur une matrice composée uniquement de

chitosane. Leur utilisation peut donc induire une régénération osseuse in vivo.

» FEtude de Martinez et coll., 2013%8

Le but de cette étude était de montrer I’intérét des PDLSC en ingénierie tissulaire pour la
régénération de valves cardiaques. Apres différenciation des PDLSC en cellules endothéliales
et cellules musculaires lisses (deux des principaux types cellulaires trouvés au niveau des
valves cardiaques), les cellules ont été ensemencées dans une matrice composée d’acide
polyglycolique et d’acide poly-L-lactique. Les chercheurs ont procédé¢ au conditionnement

mécanique de la matrice ensemencée de cellules pour stimuler le développement tissulaire. En
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effet, les valves cardiaques au sein de I’organisme sont en permanence soumises a des stimuli
biologiques et mécaniques qui interagissent de facon complexe et déterminent le
comportement tissulaire. Le conditionnement mécanique in vitro permet donc de reproduire
ces interactions. C’est un bioréacteur pulsatile qui a été utilis€ pour reproduire et faire varier
les conditions de flux, notamment les forces de cisaillement et la tension pariétale. Au bout de
22 jours de culture tissulaire, le phénotype des cellules a été analysé : les résultats ont montré
une importante expression de marqueurs spécifiques des cellules musculaires lisses et des
cellules endothéliales. Les études histologiques ont révélé une formation importante de
collagéne de bonne qualité, celui-ci étant un des composants majeurs des valves cardiaques.
Ainsi, dans cette étude in vitro, les PDLSC ont non seulement été capables de se différencier
en cellules musculaires lisses et en cellules endothéliales, mais elles ont également permis,
une fois intégrées dans une matrice, la synthése d’éléments primordiaux nécessaires a
I’architecture et a la fonctionnalité des valves cardiaques. Dans cette étude, les PDLSC, grace
a I’ingénierie tissulaire, exposent une fois de plus le potentiel de régénération dont elles
disposent : leur utilisation en ingénierie tissulaire permettrait la régénération de valves
cardiaques. A D’avenir, 1’application thérapeutique de ces cellules pourrait aboutir a la

régénération dans son intégralité du muscle cardiaque et d’autres tissus tout aussi complexes.

> Etude de Moshaverinia et coll., 2013°*

Cette ¢tude avait pour objectif de développer un nouveau procédé d’administration des
PDLSC, grace a un biomatériau de soutien, afin de régénérer du tissu cartilagineux (par
exemple, au niveau du genou ou de I’articulation temporo-mandibulaire). En effet, la forte
capacité de différenciation chondrogénique des PDLSC permet d’envisager une nouvelle
approche thérapeutique pour la régénération du cartilage. Cette approche, différente des
traitements actuels (que sont 1’autogreffe ostéochondrale, 1’implantation de chondrocytes
autologues et les techniques de stimulation osseuse), semble prometteuse. De plus, I’étude
s’est intéressée a la viabilité des PDLSC et la différenciation chondrogénique de ces dernicres
au sein du biomatériau. Comme dans les études précédentes, les cellules ont été récoltées sur
des ligaments de molaires, extraites sur des patients agés de 18 a 25 ans, en bonne santé. Puis,
elles ont été isolées, mises en culture et caractérisées. Simultanément, des CSM de la gencive

(GMSC) et de la moelle osseuse (BMMSC) suivent le méme protocole expérimental, dans le

but de pouvoir les comparer aux PDLSC. Ensuite, les cellules ont été encapsulées dans le
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biomatériau de soutien et transplantées dans des souris. Le biomatériau a été fabriqué sous la
forme de microcapsules, composées d’hydrogel d’alginate et d’un tripeptide RGD (Arg-Gly-
Asp), et combinées avec un facteur de croissance (TGF-B1). Aprés 8 semaines, les souris ont
¢été euthanasiées et les tissus nouvellement formés (et/ou I’implant) et les tissus environnants
ont ¢été enlevés chirurgicalement. Enfin, ces tissus ont ¢été analysés par coloration
histochimique et immunofluorescence. Les résultats in vivo ont confirmé I’aptitude des
microcapsules d’alginate a soutenir la viabilité, I’activité métabolique et la différenciation
chondrogénique des cellules transplantées. Chaque composant de ce systéme d’administration
s’est révélé important : le tripeptide RGD a permis une meilleur adhésion des CSM au
biomatériau et une meilleure accessibilité de ces derniéres aux nutriments, a 1’oxygene et aux
facteurs de croissance ; le facteur de croissance TGF-B1 a provoqué 1’expression de facteurs
endogénes (BMP-4 et FGF-2) permettant la chondrogenése. En outre, ces résultats ont montré
que les PDLSC avaient une plus grande capacité de différenciation chondrogénique que les
autres CSM utilisées dans I’étude. Ce systetme de microcapsules d’hydrogel d’alginate,
¢laboré dans cette étude, fournit un nouveau moyen d’administration des cellules souches
prometteur pour l'ingénierie tissulaire du cartilage. En effet, a 1’aide de cette matrice
tridimensionnelle, la manipulation des PDLSC est facilitée et leur capacité régénérative

accentuée.

> Etude de Moshaverinia et coll., 2014>*

Cette méme équipe de chercheurs, I’année suivante, a renouvelé 1’expérience, mais cette fois-
ci, dans le but de régénérer du tissu tendineux. Les tendons sont fréquemment blessés lors
d'activités physiques et les blessures souvent trés difficiles a gérer. En effet, leur capacité
« d’autoréparation » entraine le plus souvent une fibrose : ce qui conduit a la formation des
tissus de mauvaise qualité avec une faible résistance mécanique. Le processus de régénération
au sein des tendons est limité et les traitements actuels (tels que les infiltrations locales et les
opérations chirurgicales) ne permettent pas de le stimuler. Dans ce contexte, I'application de
CSM dont les PDLSC dans I’ingénierie tissulaire peut présenter une alternative thérapeutique
pour la réparation des tissus tendineux. Les chercheurs ont donc étudié¢ et comparé in vitro et
in vivo, la capacité de différentes CSM (BMMSC, GMSC et PDLSC), ensemencées dans une
matrice tridimensionnelle, a se différencier en tissu tendineux. Le prélévement, I’isolement, la

mise en culture et la caractérisation des cellules in vitro se sont déroulés selon le méme
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protocole expérimental que dans 1’étude sur le cartilage. La matrice tridimensionnelle utilisée
dans cette étude, a été élaborée de la méme maniére que dans [’étude précédente
(microcapsules d’alginate, RGD et facteur de croissance), seul le facteur de croissance a été
modifié¢ : le TGF-B1 a été remplacé par le TGF-B3 (facteur ayant montré sa capacité a
favoriser la formation de tissus tendineux)**'. Les matrices ensemencées ont été implantées en
sous-cutané dans des modeles murins. Aprés 8 semaines, les animaux ont ét¢ euthanasiés et
les tissus ont été prélevés. Les données analysées ont montré une nouvelle fois une viabilité
¢levée des cellules au sein des microcapsules combinées au tripeptide RGD. In vitro, les
résultats ont montré que des geénes participant au développement des tendons et des ligaments
¢taient abondamment exprimés par les PDLSC, apres différenciation. In vivo, les résultats de
la manipulation ont montré que les PDLSC encapsulées avaient non seulement permis la
formation d’une structure tendineuse composée de fibrilles de collagéne alignées, mais surtout
de meilleure qualité et en plus grande quantité¢ que les autres CSM utilisées dans 1’étude
(figure 29).
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Figure 29 : Caractérisation des CSM encapsulées aprés transplantation (d’aprés [’étude de
Moshaverinia et coll.). (a) Coloration des tissus prélevés au bout de 8 semaines sur le site
d’implantation, par I’hématoxyline et 'éosine et par le trichrome de Masson. (-) représente le groupe
contrdle dans lequel une matrice d’alginate non ensemencée a été placée. L'évaluation histologique a
confirmé une régénération partielle, de morphologie sinusoidale typique du tendon (indiquée par un
astérisque). (b) Images aprés microscopie en lumiére polarisée : C indique les fibrilles de collagéne et
Alg indique la matrice non résorbée. (c) Surface de tissus nouvellement formés en pourcentages.
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L’ensemble des résultats de cette étude indiquent que les PDLSC sont les CSM les plus
intéressantes et les plus appropriées pour la régénération du tendon. Cependant, malgré leur
capacité a régénérer les tissus, elles doivent étre ensemencées dans la matrice
tridimensionnelle pour un résultat optimal. En effet, pour que la formation de tissus tendineux
soit importante et de qualité, la combinaison des PDLSC avec les microcapsules, le tripeptide
et le facteur de croissance, est nécessaire. Malgré cette 1égere contrainte, cette étude permet
d’envisager un traitement alternatif prometteur des lésions tendineuses et démontre une

nouvelle fois le potentiel des PDLSC en ingénierie tissulaire.

> Etude de Lee et coll., 2014**

Dans cette ¢tude, les chercheurs ont étudié le potentiel de différenciation des PDLSC en
cellules endocrines des 1lots pancréatiques (ou ilots de Langerhans). Le but était de trouver
une alternative a la transplantation des ilots de Langerhans dans le traitement des patients
atteints de diabéte de type 1. Des PDLSC d’origine humaine ont été ensemencées sur du
Matrigel® (environnement tridimensionnel reconstitué¢ proche des matrices extracellulaires
naturelles permettant donc de reconstituer des conditions proches de I’in vivo) puis
différenciées en cellules pancréatiques  (ilots de Langerhans. Au bout de 6 jours de culture,
les agrégats cellulaires ont commencé a étre analysés : a ce stade, les chercheurs ont observé
des modifications morphologiques des cellules et un nombre important d’amas cellulaire
(figure 30). Apres 10 jours, les amas de cellules se sont resserrés formant des grappes
ressemblant aux ilots pancréatiques et des cellules similaires de par leur structure aux cellules
endocrines du pancréas sont apparues. Les techniques de caractérisation (notamment le PCR
et 'immunocytochimie) ont montré que les cellules des grappes nouvellement formées

possédaient les marqueurs géniques des cellules pancréatiques.
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Figure 30 : Formation des 1lots pancréatiques aprés la mise en culture tridimensionnelle des PDLSC.
(A) Schéma illustrant le processus de différenciation (B) A partir du 6° jour, de premiers amas
cellulaires apparaissent.

Pour évaluer la fonction des cellules dérivées des PDLSC, les chercheurs ont mesuré la
quantité d’insuline libérée en réponse a différentes concentrations de glucose. Ce test a révélé
que ces cellules étaient capables de répondre au glucose d’une maniére similaire aux cellules
B du pancréas. Finalement, un test de coloration a été réalisé et a confirmé la différenciation
des PDLSC en cellules . Les résultats de cette étude ont démontré in vitro que les PDLSC
pouvaient se différencier en cellules pancréatiques fonctionnelles (production d’insuline) et
sous forme d’ilots. Ces résultats doivent évidemment étre confirmés, mais ils laissent
supposer que 1’utilisation des PDLSC dans le traitement du diabéte représente une thérapie

d’avenir.

Les résultats de I’ensemble de ces études sont prometteurs, 1’utilisation des PDLSC en
ingénierie tissulaire apparait comme une alternative thérapeutique viable pour la régénération

tissulaire. En effet, comme au niveau de la sphére oro-faciale, I’ensemble de I’organisme
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pourrait profiter du potentiel régénératif des PDLSC : de nombreuses lésions tissulaires
pourraient étre soignées et la fonction des organes/tissus rétablie. Malgré les propriétés des
PDLSC, leur disponibilité, leur facilit¢ de manipulation et I’efficacité dont elles font preuve
dans des études d’ingénierie tissulaire, d’autres analyses seront nécessaires afin de confirmer
leur aptitude a régénérer les tissus ou a former de nouveaux tissus a I’aide de biomatériaux.
De plus, peu d’études comparatives ont été réalisées sur 1’efficacité de ces dernieres par
rapport aux autres CSM : a I’heure actuelle, il n’existe aucun consensus sur 1’efficience des

CSM issues de différentes sources en médecine régénérative.

2.6 Etudes comparatives entre les cellules souches / stromales mésenchvmateuse

issues de différentes sources

Différentes sources de CSM, orales ou extraorales, sont utilisables en médecine régénérative.
Cependant, la difficulté de prélévement et le nombre de cellules disponibles sont des critéres a
prendre en compte. Ces derniers peuvent étre variables selon la source de CSM. De plus, les
CSM ne semblent pas toutes avoir la méme aptitude a régénérer les tissus. En effet, des CSM
sont parfois plus adaptées que d’autres pour la régénération de tel ou tel type de tissus (en
terme d’efficacité). Cela est en majeur partie dii a leur capacité de différenciation qui peut
différer selon la source cellulaire. En outre, 1’origine embryologique de ces cellules aurait une
influence sur leur capacité de différenciation. Par exemple, les CSM issues de la cavité orale
sont les plus adaptées pour la régénération des tissus dentaires et parodontaux mais, grace a
leur origine ectomésenchymateuse, des ¢tudes ont montré qu’elles pouvaient également se
différencier en cellules neuronales, en cellules cardiaques. Selon les sources dont elles sont
issues, les CSM possedent donc des avantages et des inconvénients. Ces derniers sont a
prendre en compte afin de sélectionner le type de CSM le plus adapté au type de tissu a

régénérer.

Dans ce contexte, il serait utile de connaitre les CSM adéquates pour chaque type de tissu a
régénérer et pour chaque méthode d’obtention et applications envisagées. Pourtant, peu
d’études ont été réalisées dans ce sens. La plupart de celles-ci ont seulement comparé les
CSM issues de sources relativement proches (comme par exemple, les cellules souches

d’origine dentaire entre elles) :
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Potentiel de régénération du tissu osseux :

e Etude de Park et coll., 2011** : cette étude a comparé le potentiel régénératif des

CSM du follicule dentaire du ligament parodontal, et de la pulpe dentaire. Pour
cela, les chercheurs ont créé chirurgicalement des défauts osseux de 3 mm autour
de racines dentaires sur des chiens. Puis, au bout de huit semaines, ils ont mesuré
la hauteur d’os reformé, I’attache clinique et la profondeur des poches. Lors de la
comparaison des cellules souches avec ces trois criteres, les auteurs de I’étude ont
observé une différence significative entre les PDLSC et les DFSC par rapport aux
cellules souches de la pulpe. Les PDLSC et les DFSC ont un potentiel de
régénération du tissu osseux nettement supérieur a celui des DPSC. L’étude a
conclu que les CSM du ligament alvéolo-dentaire posseédent le meilleur potentiel

régénératif parmi les trois.

e Etude de Guo S et coll., en 2013**: dans cette étude, I’aptitude des PDLSC a

régénérer les tissus du parodonte a été comparée a celle des CSM du follicule
dentaire (DFSC). A I'inverse de I’étude précédente, les résultats ont montré que les
DFSC possédaient un plus fort potentiel régénératif que les PDLSC : meilleure
différenciation (en tissus conjonctifs du parodonte) et prolifération importante.
L’origine et la nature des DFSC en seraient la cause. En effet, 1’équipe de
chercheurs a émis I’hypothese que les DFSC pourraient étre les cellules
précurseurs des PDLSC, d’ou cette différence en terme de capacité régénérative.
Pour cette équipe, les DFSC pourraient étre plus appropriées et plus efficaces que
les PDLSC en régénération parodontale et notamment régénération osseuse.
Cependant, I’obtention des DFSC est beaucoup plus compliquée que celle des
PDLSC. La disponibilit¢ des CSM du follicule dentaire est nettement moindre, ce

qui représente un réel inconvénient.

e Etude de Chen et coll.. en 2013** : elle avait pour objectif de comparer in vitro

les « propriétés parodontales » des SCAP et des PDLSC, c¢’est-a-dire leur capacité
a régénérer les tissus du parodonte. Cette ¢étude a révélé que les SCAP
présentaient un taux de prolifération significativement plus élevé et une capacité
de minéralisation supérieure a celle des PDLSC. Le taux d’expression des

105



marqueurs de minéralisation des SCAP, comme 1’ostéocalcine, la sialoprotéine
osseuse et I’alcaline phosphatase, était plus élevé que celui des PDLSC. Au vu de
cette ¢tude, les SCAP semblent présenter des capacités supérieures aux PDLSC
mais, comme les DFSC, leur obtention est plus difficile : pour les recueillir, il faut

extraire une dent permanente immature.

Etudes de Yu et coll. en 2014**¢ **" : les études avaient pour but de comparer, in

vivo, sur modele animal (rats et chiens), les effets ostéogéniques des PDLSC par
rapport aux BMMSC (moelle osseuse de 1’os iliaque) en combinaison avec du
Bio-Oss®. Dans I’une de ces études (sur les rats), les greffes ont été effectuées au
niveau des défauts osseux de la volte cranienne et dans I’autre (sur les chiens), les
greffes ont été effectuées au niveau du plancher du sinus maxillaire, en regard des
canines. Le but était de créer du tissu osseux en quantité¢ importante : dans la
premicre étude, pour régénérer I’os suite aux lésions osseuses et dans la seconde
étude, pour augmenter 1’épaisseur osseuse (hauteur d’os alvéolaire) sous le sinus.
Dans les deux études, les résultats ont montré que la greffe de PDLSC pouvait
favoriser la formation osseuse et la minéralisation, en plus grande quantité, et en
qualité supérieure que lors de 1’utilisation de BMMSC. Le potentiel ostéogene des
PDLSC était donc légerement supérieur a celui des BMMSC : la différenciation
ostéogénique et les parametres cinétiques (vitesse de minéralisation et vitesse de
formation osseuse) étaient plus importants. Néanmoins, les différences relevées

entre ces deux types de CSM étaient relativement faibles et non significatives.

Etude de Tobita et coll. en 2011 et étude d’Ishizaka et coll. en 2012 : dans ces

études, les CSM issues du tissu adipeux (ADSC) ont également été étudiées pour
la régénération parodontale®*® et pour la régénération pulpaire®®. Cette source de
CSM est intéressante en raison de la facilité de leur prélévement et de la quantité
de cellules disponibles. Cependant, cette source ne semble pas présenter un
potentiel régénératif supérieur a celui d’autres cellules ayant déja prouvées leur
aptitude dans ce domaine (DPSC et PDLSC). D’autres sources plus « originales »
ont également était étudiées mais ne présentent pas un grand intérét : les
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odontomes™™ et le follicule pileux®”".
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Potentiel de différenciation odontogénique et chondrogénique :

e Etude de Tian et coll., en 2015°*%: dans cette étude, 1’équipe de chercheurs a

voulu comparer cette fois-ci le potentiel odontogene des DFSC (follicule dentaire)
et des PDLSC. Apres implantation et un certain délai d’attente (8 semaines), les
greffons ont été récoltés et analysés. L’examen des greffons a montré que les
PDLSC pouvaient former du tissu dentinaire comme les DFSC. Cependant, la
structure des tissus dentinaires générés par les CSM du follicule était de meilleure
qualité. A ID’inverse, les CSM du ligament ont démontré un potentiel de
différenciation ostéogénique plus fort apres induction in vitro. Les PDLSC, outre
leur habilité a régénérer les tissus du parodonte, peuvent donc contribuer a la
régénération de la dent grace a leur capacité a créer de la dentine. Toutefois, dans
ce domaine, elles restent moins performantes que les DFSC, ou évidemment les
DPSC. Par conséquent, il est nécessaire de choisir des cellules souches adaptées

selon le type de tissus a régénérer.

e Etude de Lei et coll. en 2014°> : ’objectif de 1’étude était d’évaluer différentes

caractéristiques (antigenes de surface, capacité de prolifération, potentiel de
différenciation, etc) des DPSC et PDLSC avant et apreés implantation in vivo de
ces deux types de cellules (figure 31). Les données ont montré que, les PDLSC et
les DPSC ré-isolées, présentaient une faible diminution de leur capacité de
prolifération, de leurs potentiels ostéogénique et chondrogénique, et de leurs
marqueurs de surface propres aux CSM (STRO-1, CD146, CD29, CD105, etc).
Pour les chercheurs, ces résultats seraient dus a I’expansion in vitro réalisée lors
de la mises en culture des cellules, impactant négativement 1’autorenouvellement
et la capacit¢ a former des nodules minéralisés. Néanmoins, les résultats
fournissent la preuve de I’aptitude des PDLSC et DPSC, a régénérer les tissus,

mais également a conserver leurs propriétés apres la transplantation in vivo.
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Figure 31 : Schéma de la procédure de ré-isolement des CSM dentaires aprés régénération des tissus in
vivo. Les PDLSC et les DPSC ont été prélevées et mises en culture. Les DPSC ont été insérées dans le
canal radiculaire des implants alors que les PDLSC ont été placées sur la surface de I’implant. Puis les
greffes d’implants au niveau dorsal de souris immunodéprimées ont été réalisées, ces derniers sont
restés en place pendant 60 jours. Enfin, les implants ont été retirés et les tissus environnants récoltés le
ré-isolement des cellules et leurs analyses.

Malgré le faible nombre d’études réalisées, il en ressort que les DSPC et les PDLSC (et
depuis peu les ADSC) sont des cellules prometteuses en régénération parodontale. En effet,
grace a leurs capacités, ces derniéres ont toute leur place en médecine régénérative. Elles font
partie des cellules les plus intéressantes. De surcroit, elles sont plutdt faciles a obtenir
contrairement aux SCAP et aux DFSC, méme si ces derniéres présentent peut-étre des
propriétés plus attrayantes. Cependant, ces conclusions sont a relativiser. Y-a-t-il une réelle
différence de potentiel régénératif entre les CSM ou est-ce le manque d’études dans ce
domaine et sur d’autres types de CSM qui biaise les résultats ? A ’avenir, les prochaines

¢tudes apporteront certainement des éléments de réponse a ces questions.

2.7 Limites

Bien que les résultats des études réalisées, in vitro et in vivo, sur les PDLSC soient tres
encourageants pour I’utilisation de ces dernieéres en médecine régénérative, les chercheurs se
confrontent a certaines limites. Ces limites contraignantes, inhérentes a 1’utilisation des CSM

et parfois spécifiques aux PDLSC, sont d’ordre technique, clinique, biologique et méme
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juridique. Dans ce contexte, avant toute utilisation clinique, ces limites, imposées aux

scientifiques, devront étre étudiées et dépassées.

2.7.1 Limites biologiques

Des études ont mise en évidence la faisabilité de 'utilisation des PDLSC dans le cadre de la
thérapie cellulaire et de ’ingénierie tissulaire®*. Malgré tout, une régénération compléte et
prédictible des tissus 1€sés semble a 1’heure actuelle, un but difficile a atteindre, surtout en cas
de 1ésions importantes. En effet, la régénération tissulaire, étant une stratégie thérapeutique
fondée sur la reproduction des événements moléculaires et cellulaires qui se déroulent durant
le développement des tissus, n’est pour 1’instant pas réellement applicable en raison d’une
connaissance imparfaite des processus impliqués notamment dans la formation de certains

tissus, des facteurs de croissance et des types cellulaires spécifiques.

Une des principales causes de la non-application de ces nouvelles thérapeutiques est le
manque d’études sur les PDLSC chez ’Homme. Dans les faits, de nombreuses études ont été
réalisées pour comprendre ces limites biologiques, mais peu ont ét¢ menées chez I’Homme (la
plupart des études ayant été réalisées in vitro ou sur modele animal). Cela se traduit par un
nombre important de découvertes de base sur ces CSM et leurs applications, mais ne
correspondant pas toujours a la situation que I’on trouve chez I’étre humain. Par conséquent,
toutes les connaissances acquises au travers de ces études ne sont pas toujours généralisables
a ’'Homme. De plus, les modeles d’études ne reflétent pas forcément la réalité : il est difficile

de reproduire les conséquences tissulaires de 1€sions chroniques.

Plus globalement, s’ajoute a cette problématique une réelle difficulté¢ des scientifiques a
comprendre parfaitement le fonctionnement des cellules souches (comme les mécanismes
moléculaires a la base de la différenciation des cellules souches, 1’autorenouvellement, la

migration et I’immunomodulation).

2.7.2 Limites techniques

Outre les limites biologiques, la médecine régénérative étant un domaine médical

relativement récent, elle se heurte a des limites techniques. En effet, le choix des
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biomatériaux, 1’utilisation de facteurs de croissance, le mode d’administration donnent lieu a
de nombreuses questions encore non résolues : il n’existe aucun consensus sur le protocole a
adopter en fonction de telle ou telle situation. Des certitudes semblent néanmoins se dégager

sur les protocoles d’isolement, de caractérisation et de culture cellulaire.

Le choix du biomatériau de soutien (la matrice) a une grande importance pour la réussite du
processus de régénération. Le biomatériau peut faire office de support pour la culture des
CSM mais il permet également de maintenir un environnement favorable a la survie et a
I’activité de ces derniéres. De plus, certaines études ont montré qu’il était possible de
fabriquer des matrices tridimensionnelles, par exemple sous forme de microcapsules
d’alginate (en forme de billes), afin d’améliorer I’administration des cellules souches®™ #%¢ 37,
Les résultats obtenus dans différentes études montrent que ces matrices tridimensionnelles
composées d’alginate, de peptides (RGD) et parfois de minéraux (par exemple
I’hydroxyapatite) apparaissent comme un support de choix pour les CSM, particuliérement
pour les CSM issues de la cavité orale’® (GMSC et PDLSC). En plus d’une matrice adaptée,
I’ajout de facteurs de croissance s’est révélé bénéfique pour ces dernieres en améliorant la

différenciation et la prolifération cellulaire. Cependant, il subsiste encore des incertitudes sur

le choix du ou des facteur(s) de croissance a utiliser en fonction du type de tissu a régénérer.

En dehors de ces incertitudes sur les biomatériaux de soutien et sur les facteurs de croissance
qui tendent a étre résolues, c’est le manque de consensus sur les protocoles d’utilisation des
CSM qui fait figure de principale limite technique. En effet, actuellement beaucoup de
questions subsistent, limitant 1’élaboration de protocoles bien définis pour chaque situation
médicale : Quelles cellules souches utiliser pour quel type de tissus ? En quelle quantité ?
Selon quelle méthode d’administration ? A 1’heure actuelle, seuls les protocoles d’isolement
de caractérisation et de culture cellulaire sont bien maitrisés. Néanmoins, pour le moment, ils
sont encore compliqués a mettre en ceuvre, colteux et difficilement reproductibles a grande

échelle.

Ainsi, ces limites techniques ne permettent pas d’envisager pour le moment I’utilisation des
CSM en ingénierie tissulaire et en thérapie cellulaire de fagon réguliere. A 1’avenir,
I’amélioration des connaissances actuelles est nécessaire afin d’optimiser le potentiel de

régénération de ces cellules et surtout de faciliter leur manipulation.
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2.7.3 Limites cliniques

En plus des barrieres biologiques et techniques, 1’utilisation des CSM en ingénierie tissulaire
et en thérapie cellulaire se confronte a des limites cliniques. Certains €léments, comme le
risque tumoral, le suivi du devenir des cellules et 1’efficacité de la transplantation, doivent étre

mieux étudiés car leur non-maitrise freine 1’utilisation thérapeutique des CSM.

Le principal frein a la mise en ceuvre de ces nouvelles thérapeutiques est la maitrise du risque
tumoral. En effet, la prévention de 1’apparition de cellules cancéreuses et de formations
tumorales suite a I’implantation des cellules souches est essentielle. L’apparition de cellules
cancéreuses semble étre due a la mise en culture des cellules souches. En effet, les
applications thérapeutiques nécessitent un nombre important de ces derniéres ce qui implique
que les CSM prélevées soient mises en culture et amplifiées in vitro avant d’étre réimplantées.
Pendant ces périodes d’amplification, il y a une forte probabilité que des altérations
génétiques apparaissent et s’accumulent, engendrant une population de cellules tumorigénes
et augmentant ainsi le risque de cancer in vivo. Malgré le nombre d’études déja réalisées,
seulement quelques études rétrospectives ont cherché a mettre en corrélation 1’utilisation
clinique de CSM et la survenue d’effets indésirables, comme la survenue de tumeurs®>’. Une
étude de Ben-David et coll. en 2011°°° a permis d’analyser le nombre d’aberrations
chromosomiques sur une population de CSM mise en culture. L’étude s’est portée sur 135
¢échantillons de CSM d’origine différente et provenant de 22 études cliniques. Les résultats
ont montré qu’il existait une probabilité non négligeable (de 4%) d’apparition d’aberrations
chromosomiques. Cependant, la pertinence des protocoles d’étude utilisées et les conclusions
avancées ont été largement débattues. Depuis, 'ISCT (International Society for Cellular
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Therapy) a affirmé, en s’appuyant sur des études récentes , que les CSM, dont les

PDLSC, ne présentaient pas de danger lors de leur utilisation.

L’efficacité de la transplantation et le suivi du devenir des cellules implantées sont également

des ¢éléments qui limitent 1’utilisation des CSM, en effet il est possible d’observer, apres
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injection de cellules, la formation du tissu a régénérer en site ectopique , par exemple, la

formation de tissu osseux aprés injection de CSM au niveau du myocarde>®.
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2.7.4 Limites juridiques

En France, comme dans d'autres pays, la manipulation et I'utilisation des cellules souches
sont réglementées. La recherche sur les CSM suscite bien moins de questions éthiques que les
cellules souches embryonnaires (CSE) et est, de ce fait, autorisée et encadrée par la Loi. Pour
comprendre le cadre juridique francgais sur 1’utilisation des procédés ou des produits issus des

cellules souches, plusieurs Lois intégrées dans le Code la santé publique sont a mentionner :

o La Loin®96-452 du 28 mai 1996 portant diverses mesures d'ordre sanitaire, social et
statutaire : cette Loi définit pour la premiére fois le statut « thérapeutique » de
certains produits cellulaires comme étant des « produits cellulaires a finalité
thérapeutique » pouvant étre définis comme des médicaments de thérapie cellulaire
(régit par les dispositions législatives et réglementaires applicables aux médicaments)
ou comme des préparations de thérapie cellulaire. La procédure d'autorisation qui
permet 1’utilisation des cellules souches est agrée par 1’Agence Nationale de Sécurité

du Médicament (ANSM) ou par le ministre de la santé.

e La Loi n°2004-800 du 6 aout 2004 relative a la bioéthique : Cette Loi a été mise en
place principalement pour encadrer les préparations de thérapie cellulaire. Ces
dernicres doivent étre autorisées par I’ANSM, aprés évaluation de leurs procédés de
fabrication et de conservation ainsi que de leurs indications thérapeutiques. L’ ANSM
doit également définir les « régles de bonnes pratiques » qui s’appliquent notamment
au prélévement, a la préparation et a la conservation. Cette Loi a depuis été révisée par
les Lois des 7 juillet 2011 (n° 2011-814) et 6 aout 2013 (n° 2013-715) qui modifient le
régime applicable a la recherche sur les cellules souches embryonnaires (passage

d’une interdiction avec dérogations a une autorisation encadrée).

Ces deux dernieres Lois mettent en évidence toute la complexité d’effectuer des recherches
sur les cellules souches embryonnaires en France. Le cadre juridique a longtemps €té un frein
aux recherches sur ces cellules, impactant I’ensemble de la médecine régénérative. En effet,
limitée par la législation mais également par les démarches administratives (dérogations,
renouvellement de la procédure d’autorisation, etc.), la recherche dans ce domaine s’en est
trouvée ralentie. Cela a eu pour conséquence indirecte le retard de la recherche francaise sur
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les nouvelles thérapies régénératives, mais également sur [’utilisation d’autres types de
cellules souches comme les CSM. De plus, il reste un flou législatif sur ’utilisation des CSM

(et autres types de cellules souches adultes) et de ces nouvelles thérapies.

Néanmoins, une réelle volonté des pouvoirs publics de faciliter la recherche sur les cellules
souches et de développer le domaine de la médecine régénérative est apparue. En effet,
comprenant les formidables perspectives thérapeutiques, de nombreux efforts ont été réalisés
pour le développement des études sur les cellules souches et la médecine régénératrice :

- L’I-Stem a été créé. 1l s’agit du plus grand laboratoire frangais de recherche et de
développement dédié¢ aux cellules souches pluripotentes.

- Une plateforme nationale de thérapie cellulaire (ECellFrance), fondée sur 1’utilisation
des cellules souches mésenchymateuses, a vu le jour, afin d’harmoniser et d’optimiser
les étapes nécessaires au développement des cellules souches médicament et de la
médecine régénératrice.

- Enfin, PINGESTEM est apparue. Il s’agit d’une infrastructure nationale coordonnée
par 1'Inserm qui a pour objectif d'utiliser les techniques de reprogrammation cellulaire

pour générer des modeles de pathologies humaines et de médecine régénérative.

En France, du travail reste a faire pour améliorer la recherche en médecine régénérative et
rattraper le retard sur les autres pays, notamment sur 1’assouplissement de la 1égislation et sur
la mise en place d’un encadrement clair. Cependant, tout meéne a croire que les pouvoirs
publics en ont pris conscience car leurs derniers choix en terme de recherche et de santé vont

dans ce sens.

2.8 Perspectives d'avenir

Malgré quelques problemes, qui tendent a étre résolus, freinant 1’utilisation des cellules CSM
(dont les PDLSC), ces derni¢res ont démontré leur grande potentialité : remplacement de
cellules défaillantes, régénération des tissus et organes endommagés, immunomodulation, etc.
De plus, la recherche sur les CSM et leur utilisation, a I’inverse des CSE, ne soulévent pas de

problémes éthiques et sont autorisées par la Loi.
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Dans ce contexte, la création de banques de CSM serait intéressante pour la collecte, le
stockage et 1’étude de ces derniéres. En outre, la facilit¢ de prélévement de la plupart des
CSM (comme les cellules souches dentaires et les cellules adipeuses), leur disponibilité et leur
quantité, font de ces cellules, des cellules souches idéales pour ces établissements. A 1’avenir,
la collecte de ces derniéres permettrait 1’¢laboration d’une réserve de cellules souches utiles a

la recherche, a la thérapie cellulaire et a I’ingénierie tissulaire.

Depuis plusieurs années, un autre type de cellules prometteur fascine les chercheurs et
représente un grand espoir pour la médecine régénérative : les cellules pluripotentes induites,
iPSC (induced Pluripotent Stem Cell ») dont les caractéristiques sont proches des CSE
(habilité a se différencier en n’importe quel type de cellules et a se multiplier indéfiniment). A

I’avenir, les CSM pourraient avoir un role important a jouer dans 1’obtention de ces cellules.

2.8.1 Cellules souches pluripotentes induites : les iPSC

Les iPSC sont obtenues par reprogrammation (insertion de génes de pluripotence) de cellules
spécialisées ou cellules souches adultes (CSH, CSM, etc.) et ne posent donc pas de problémes
¢éthiques (car elles ne nécessitent pas d’utilisation, ni de sacrifice d’embryons). L’objectif des
chercheurs est de passer d’un stade unipotent voire multipotent (CSM par exemple) a un stade

pluripotent, a I’image des cellules souches embryonnaires.

C’est en 2006, sur des souris, que la mise au point de premicres cellules iPSC par le

r - e r 366
professeur Yamanaka et son équipe a été effectuée

. Puis, la méme technique a été réalisée
avec succes chez I’Homme par Takahashi et coll. en 2007°7 et Yu et coll. en 2007°°. La
technique de reprogrammation a permis d’obtenir des cellules pluripotentes, a partir de
cellules somatiques (fibroblastes) suite a la surexpression de genes (par transduction virale),
essentiels a I’état d’indifférenciation et de pluripotence : Oct3/4, Klf4, Sox2 et c-Myc. En
2012, les chercheurs Gurdon et Yamanaka recoivent le prix Nobel de médecine pour leurs

travaux sur la reprogrammation et I’obtention de cellules pluripotentes.

Les fibroblastes ont longtemps été les cellules les plus utilisées pour cette reprogrammation,
notamment pour leur facilité¢ de prélévement et leur quantité. Mais depuis plusieurs années,

les recherches se portent sur I’obtention d’iPSC a partir de cellules souches adultes. En effet,
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toute cellule adulte qui prolifére peut étre utilisée avec cette technique de reprogrammation.
Ainsi les chercheurs espérent, avec I’utilisation des cellules souches adultes, améliorer la
qualité¢ des iPSC et facilité leur obtention et leur manipulation. Dans ce contexte, les CSM
sont les cellules souches adultes les plus prometteuses : leur multipotence pourrait faciliter la
reprogrammation et améliorer les propriétés des iPSC (potentiel de prolifération et de
différenciation) et leur faible immunogénicité pourrait faciliter I’utilisation de ces dernicres.
En 2010, Yan et coll.>® ont montré qu’il était possible d’obtenir des iPSC a partir de CSM
dentaires : SHED, SCAP et DPSC. Grace a cette étude, les chercheurs ont conclu que les
cellules d'origine ectomésenchymateuse, comme les cellules souches dentaires, sont une
excellente source de cellules pour générer des iPSC. Des études plus récentes ont montré que
le ligament parodontal était une source de cellules trés intéressante pour 1’obtention de

cellules pluripotentes induites®”® "'

. Ainsi, les PDLSC pourraient, par leurs nombreuses
qualités, étre des candidates idéales pour la reprogrammation. Des études devront étre

réalisées afin évaluer leur potentiel dans ce domaine.

De nombreux travaux présentent les iPSC comme des cellules souches plus intéressantes que
les cellules souches embryonnaires. En effet, leur obtention et leur utilisation semblent plus
facile : un simple prélévement de cellules et une reprogrammation permettent d’en obtenir. Le
risque de rejet de greffe est écarté (cellules autologues) et les iPSC ne posent pas de probleme
éthique. De surcroit, elles offrent des perspectives intéressantes dans le domaine de la
modélisation pathologique dans le sens ou elles permettraient de cultiver des cellules malades
et de modéliser des pathologies afin de les étudier. Les cellules iPSC possedent un autre atout
par rapport aux CSE : elles permettent aux scientifiques d’avoir accés a I’état de santé et aux
données cliniques de la personne dont sont issues ces dernieres (pour étudier une maladie ces

données sont des précieuses informations).

Néanmoins, les cellules iPSC sont encore peu utilisées, leur utilisation suscite encore un
certain nombre de questions, surtout en terme de sécurité : Les iPSC sont-elles stables
génétiquement ? La technique reprogrammation induit-elle des mutations génétiques pouvant

a long terme altérer les fonctionnements de ces cellules ?

En sus, malgré le caractere pluripotent de ces cellules souches, la question est de savoir si ces

derniéres sont réellement nécessaires dans le cadre des thérapies régénératives et si elles en
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améliorent I’efficacité. D’autres cellules souches comme les CSM de tissus oraux ou adipeux,
ont déja montré leur potentiel dans ces domaines (par exemple, la régénération des tissus du
parodonte ou méme la régénération du tissu cardiaque par les PDLSC) et présentent moins de
risques génétiques que les iPSC. Finalement, en dépit de 1I’émergence des iPSC, les CSM
gardent une place de choix en médecine régénérative. La création de banques de CSM est une
idée a développer, elles s’avéraient plus utiles que les iPSC, ou du moins complémentaire,

pour la recherche, la thérapie cellulaire et 1’ingénierie tissulaire.

2.8.2 Banque de cellules souches

De nombreuses ¢études ont démontré que les iPSC et les CSE seraient bénéfiques pour la
recherche et pour les nouvelles thérapeutiques en médecine régénérative. Pour autant, leur
utilisation est limitée en raison notamment d’une réglementation trés stricte (interdiction des
cellules manipulées génétiquement et procédure d’autorisation encadrée) et d’une
méconnaissance des risques liés a leur usage a long terme. En attendant de répondre aux
interrogations qu’elles suscitent et de faire évoluer la réglementation, la création de banques
de cellules souches adultes semble étre une alternative intéressante pour faire évoluer la
médecine régénérative. En effet, 1’¢élaboration de structure ou 1’on peut conserver, modifier,
mettre en culture et étudier des cellules souches serait profitable a la recherche mais

¢galement a leur utilisation future en thérapie cellulaire et en ingénierie tissulaire.

Les cellules souches/stromales mésenchymateuses paraissent les plus attrayantes pour les
banques de cellules, a la fois pour leurs propriétés remarquables mais également pour leur
disponibilité. En effet, ces cellules sont généralement faciles a prélever, ce qui est un point
important. Il serait possible d’envisager par exemple que ces organismes récuperent les dents
extraites (préférentiellement, les dents riches en cellules souches comme les dents de lait ou
les dents de sagesse) afin de collecter et conserver les CSM dentaires (comme les PDLSC,
SHED et DPSC). Ces CSM pourraient, dans un premier temps, étre étudiées, puis, dans un

second temps, €tre stockées jusqu’a ce qu’un patient en ait besoin.

Des établissements appelés « biobanques » recueillent déja des échantillons biologiques (ex :
le sang du cordon ombilical). Ces échantillons sont destinés a la recherche scientifique en

biologie et en médecine. En France, ces organismes sont fortement encadrés et les biobanques
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privées sont interdites. De plus, avec I’essor des cellules souches et la possibilit¢ de les
collecter en grand nombre la communauté scientifique Européenne s’inquicte du risque de
commercialisation de ces dernicres : les établissements privés pourraient faire de la collecte
de cellules souches une activité lucrative. Des biobanques récoltant les cellules souches
dentaires existent déja mais sont généralement des établissements privés et sont
majoritairement situées dans les pays Anglo-saxons. Une société francaise, 1’ Institut Clinident
BioPharma, spécialisée en biologie cellulaire et moléculaire, s’est installée en Suisse (suite a
I’annulation par ’ANSM de son autorisation d’installation en France en juin 2011) pour la
collecte de cellules souches dentaires. Depuis mars 2016, I’institut Fraunhofer (en
Allemagne), spécialis€ en technique biomédicale, a participé, avec 26 partenaires, a la
création de la Banque européenne pour les cellules souches pluripotentes induites (EBiSC -

European Bank for induced pluripotent Stem Cells).

Malgré tous les avantages que pourraient apporter ces banques de cellules souches a la
recherche et aux applications thérapeutiques en médecine régénérative, le nombre de ces
structures reste limité. Pourtant, la collecte de certains type de cellules souches, comme les
CSM dentaires, est simple (quantité importante de dents extraites et facilité de prélévement) et

serait profitable a la recherche pour une utilisation en médecine régénérative.
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CONCLUSION

Comme nous avons pu le voir, I’évolution de notre compréhension sur les cellules souches et
leur utilisation permet d’imaginer de nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment dans le
domaine de la médecine régénérative. Multiples, les sources de cellules souches ne présentent
pas toutes les mémes capacités de prolifération et de différenciation, en fonction de leur tissu

d’origine.

Les cellules souches issues du ligament parodontal (PDLSC) sont considérées comme un des
types de cellules souches les plus prometteurs pour la régénération des tissus oraux. Cela est
parfaitement compréhensible compte tenu de 1’origine embryologique commune de ces
cellules avec les tissus a régénérer. De plus, leur disponibilité est un argument de choix pour
I’utilisation de ces cellules. En effet, malgré la faible quantité de ces cellules au sein des tissus
oraux, le nombre d’avulsions dentaires permet d’envisager 1’utilisation de ces derniéres de
facon aisée et régulicre. La fréquence des avulsions de dents et de germes dentaires pour des
raisons orthodontiques permet d’imaginer le prélevement d’un grand nombre de ces cellules.
Les cellules souches issues de la cavité orale peuvent également étre utilisées en médecine
régénérative dans d’autres domaines meédicaux. Il est possible d’imaginer que les PDLSC
pourraient a I’avenir, grace a leur propriétés remarquables et a leur disponibilité, étre utilisées
cliniquement pour la régénération d’autres tissus de 1’organisme (comme les valves
cardiaques, les tendons et le tissu rétinien par exemple). Dans ce sens, ces cellules
apparaissent de nos jours comme les CSM les plus intéressantes et représentent actuellement

une « gold alternative » en médecine régénérative.

Méme si les perspectives qu’offrent ces cellules paraissent trés encourageantes, il ne faut pas
perdre de vue, les problemes et limites liés a leur utilisation. Les problemes de sécurité que
peuvent représenter leur administration aux patients, les risques et les éventuels effets
indésirables a long terme sont a prendre en compte. Evaluer et limiter le risque tumoral di
aux anomalies génétiques acquises en culture ou futures, et élaborer des protocoles clairs,
reproductibles et permettant une utilisation simple et optimale des cellules souches, sont les
principaux objectifs a atteindre avant tout usage thérapeutique de ces cellules. De plus, les
résultats prometteurs qui ont été publiés sur les PDLSC sont uniquement issus d’études

réalisées sur des animaux et in vitro, et ne sont donc pas forcément applicables a ’Homme.
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De surcroit, les protocoles élaborés pour ces études sont difficilement transposables a
I’Homme et soulévent une multitude de questions : quel est le devenir de ces cellules ? Quel

est le moyen d’administration le plus appropri¢ ?

Pour I’heure, ces nombreuses questions, sur I’utilisation des PDLSC et plus globalement sur
les CSM, attendent encore d’étre résolues. Cependant, il est d’ores et déja possible
d’envisager que, dans quelques années, 1’avancée des recherches permettra ’utilisation de ces
cellules de fagon régulieére. Au vu des nouvelles perspectives thérapeutiques qui découlent de
I’utilisation de ces cellules, I’ensemble des domaines médicaux pourraient étre impactés et
connaitre une évolution. En odontologie, il est facile d’imaginer que le Chirurgien-dentiste,
premier a étre en contact avec les CSM issues de la cavité orale, sera un acteur majeur pour
I’obtention de ces cellules. Aprés avulsion, les dents seront considérées comme des sources
potentielles de cellules souches et non plus comme des déchets médicaux. Ces cellules
pourront, dans un premier temps, étre recueillies, mises en culture et triées si nécessaire dans
des banques de cellules souches. Dans un second temps, elles pourront, apres
conditionnement, é&tre utilisées par les professionnels de sant¢é dans des thérapies
régénératives. Par la suite, il est méme possible d’envisager la mise en place de greffes
autologues de cellules souches directement apres leur récupération par le Chirurgien-dentiste.
Pourquoi ne pas espérer la régénération totale des tissus du parodonte ? La création de

nouvelles dents ? Irons-nous vers une troisi€éme dentition... ?
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Résumé :

L’utilisation des cellules souches / stromales mésenchymateuses en médecine régénérative
constitue une véritable avancée. Cette technique innovante est employée pour régénérer des
organes et tissus endommagés notamment au niveau cardiovasculaire, neurologique, ostéo-
articulaire mais également au niveau de la sphére oro-faciale. Ces cellules souches peuvent
provenir de différentes sources mais celles issues du ligament parodontal semblent avoir des
perspectives prometteuses pour la régénération des tissus de la sphére oro-faciale mais
¢galement pour la régénération d’autres tissus de 1’organisme.

Cette thése a pour objectifs, d’une part, d’exposer la véritable avancée que représente
I’utilisation des cellules souches issues du ligament parodontal, en médecine régénérative et
plus particuliérement au niveau de la sphére oro-faciale, et d’autre part, d’apprécier les
limites de cette nouvelle thérapeutique. Autrement dit, il s’agit de savoir si les cellules
souches / stromales mésenchymateuses issues du ligament parodontal représentent bien une «
gold alternative » comme source cellulaire et donc si elles pourraient constituer I’avenir de la
médecine régénérative.
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