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INTRODUCTION

La parodontite est une pathologie inflammatoire d’origine infectieuse qui atteint les tissus de
soutien de la dent et aboutit a leur destruction. Si cette pathologie n’est pas stabilisée, elle
entraine la mobilité voire la perte de I'organe dentaire. Il s’agit donc d’'une pathologie qui
altere la qualité de vie de nos patients. Par ailleurs, elle augmente de fagon significative le
risque de développement ou d’aggravation de certaines pathologies générales (diabéte,
maladies cardio-vasculaires...). Sa prévalence était de 30% chez les adultes de 25 a 75 ans

aux Etats-Unis en 1999 (Albandar et coll., 1999).

Si la thérapeutique visant a stabiliser cette pathologie est a présent bien connue, la
régénération compléte des tissus détruits reste encore un défi majeur. En effet, les
techniques actuelles ne permettent d’obtenir qu’'une régénération tissulaire partielle. C'est

pourquoi, de nouveaux traitements sont envisagés en recherche.

En ingénierie tissulaire, le recours aux cellules souches (CS) est fréquent du fait de leur
potentiel de différenciation. Nous pouvons alors nous poser la question suivante : 'utilisation
des CS du ligament alvéolo-dentaire (LAD) pourrait-elle étre pertinente pour régénérer le

parodonte ?

Pour répondre a cette problématique, nous définirons dans un premier temps la notion de
régénération parodontale, tant au niveau biologique qu’au niveau des biomatériaux
actuellement utilisés en clinique. Nous décrirons, dans un deuxiéme temps, le principe de
I'ingénierie tissulaire. Enfin, nous aborderons plus spécifiquement l'utilisation de cellules
souches du ligament alvéolo-dentaire en ingénierie tissulaire et tout particuliérement en

ingénierie tissulaire parodontale.
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. REGENERATION PARODONTALE

A. Lacicatrisation parodontale : régénération versus réparation

Aprés traitement parodontal, la racine surfacée peut étre colonisée par 4 types de cellules :
cellules épithéliales, cellules provenant du tissu conjonctif gingival, cellules osseuses,
cellules du LAD (figure 1). Le type de cellule qui recolonise la surface dentaire détermine la
nature de I'attache qui se forme (Melcher et coll., 1976) et le type de cicatrisation (réparation

ou régeénération).

Figure 1 : Colonisation de la surface radiculaire par les cellules épithéliales (1), les cellules conjonctives (2), les

cellules osseuses (3) ou les cellules du LAD (4) (Lindhe et coll., 2008).

La réparation est le rétablissement de la continuité des tissus survenant grace au processus
de cicatrisation. Elle fait intervenir des néoformations tissulaires mais I'architecture et la

fonction ne sont pas toujours restaurées de fagon compléte.

La régénération, est un processus biologique entrainant la reformation « ad integrum » de
tous les composants du tissu Iésé. Ainsi, I'architecture et la fonction du tissu concerné sont

complétement restaurées (Hynes et coll., 2012).
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Il semblerait que les tissus obtenus par réparation soient plus sujets a une récidive avec
nouvelle perte d’attache que les tissus régénérés qui sont plus résistants et assurent une

plus grande stabilité des résultats obtenus (Spahr et coll., 2005).

La cicatrisation parodontale peut se manifester par la formation d’une ré-attache ou d’'une

nouvelle attache.

La ré-attache est la réunion des tissus gingivaux aux surfaces radiculaires a la suite d’une

séparation chirurgicale ou traumatique dans un contexte de santé parodontale.

La nouvelle attache est la réunion des tissus de soutien de la dent aux surfaces radiculaires
préalablement exposées a I'environnement buccal par la pathologie parodontale. C’est la
cicatrisation qui se produit aprés le traitement chirurgical d’'une poche parodontale. Elle

nécessite le nettoyage soigneux de la surface radiculaire.

Différents types de nouvelle attache peuvent se former en fonction du tissu qui assure la

coaptation du parodonte avec la dent.

Figure 2 : Types de cicatrisations parodontales ; A : long épithélium de jonction, B : manchon fibreux supracrestal,

C : ankylose, D : régénération (Bercy et Tenenbaum, 1996).
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La colonisation de la surface radiculaire par les cellules épithéliales,
conjonctives ou osseuses entraine la formation d’une nouvelle attache de type

« réparation » :

L’épithélium long de jonction (cas A; figure 2). Les résultats des études
histologiques indiquent qu’aprés surfagage radiculaire ou chirurgie d’assainissement apparait
une cicatrisation de type réparation. Celle-ci est liee a la formation d’'un épithélium long de
jonction du fait de la prolifération et de la migration trés rapide des cellules épithéliales sur la
surface radiculaire (Listgarden et coll., 1979 dans Melcher, 1976). La régénération de
I'attache est inhibée par la migration des cellules épithéliales, qui n'ont pas de capacité de

régénérer le parodonte (Melcher et coll., 1976).

L’adaptation conjonctive sans formation de fibres gingivo-dentaires (cas B ; figure
2). Dans ce cas ce sont les cellules conjonctives qui colonisent en premier le site. Les fibres
de collagéne du tissu conjonctif néo-formées sont paralléles a la surface radiculaire. Elles ne
sont pas insérées sur la surface radiculaire. En effet, un manchon fibreux sous I'épithélium
de jonction se forme : le manchon fibreux supracrestal empéchant l'insertion des fibres. En
1980, Nyman et coll. ont étudié les cellules du tissu conjonctif et la régénération parodontale.
lIs ont conclu que les cellules conjonctives n'ont pas la capacité de régénérer le parodonte

(Lindhe et coll., 2008).

L’ankylose (cas C ; figure 2) est liée a une colonisation de la surface radiculaire par
les cellules osseuses dont une des conséquences peut étre la résorption radiculaire. Une
etude réalisée sur des chiens a conclu que les cellules osseuses n’ont pas la capacité de
régénérer le parodonte (Karring et coll., 1980). Les tissus dérivés de I'os manqueraient de

cellules ayant le potentiel de produire une nouvelle attache conjonctive
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La colonisation de la surface radiculaire par les cellules du LAD entraine une
nouvelle attache de type « régénération » (cas D ; figure 2). Tout le systéme d’attache est
restauré « ad integrum » : un nouveau cément, un nouvel os, un nouveau LAD, une nouvelle
attache épithélio-conjonctive avec insertion des fibres de collagéne du tissu conjonctif sur la
surface radiculaire. Au début des années 80, les travaux de I'équipe de Nymam ont montré
que les cellules progénitrices du LAD ont la capacité de régénérer le parodonte en se
différenciant en cémentoblates et en ostéoblastes. Par la suite, une étude traitant les
capacités de régénération du parodonte au niveau de racines a été réalisée sur des singes
(Karring et coll., 1985). Les cellules conjonctives étaient a I'origine de la résorption observeée.
En revanche, les cellules du LAD seraient les seules cellules capables de régénérer le
parodonte. Puis d’autres études ont confirmé ces propriétés des cellules souches du LAD.
L’étude de l'incidence de la présence de cellules souches a proximité d'implant a notamment
montré que contrairement aux témoins, les implants a proximité du LAD ont une
régénération du parodonte avec les fibres de collagéne orientées perpendiculairement a

'implant (Buser et coll., 1990).

Plus récemment, une étude réalisée sur des chiens avec des implants, a confirmé la
présence de cellules progénitrices permettant la formation de I'attache parodontale dans le

LAD (Parlar et coll., 2005).
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B. Bases biologiques de la régénération parodontale

Ces bases biologiques ont été posées dans les années 1980 afin d’orienter les
recherches pour permettre la régénération parodontale. Ce sont des principes de base pour
toutes les techniques de régénération de 'époque mais aussi pour les techniques actuelles

et futures.

e Histocompatibilité des surfaces
La surface cémentaire doit étre saine afin d’obtenir une nouvelle attache au niveau de la
surface radiculaire avec régénération des fibres du LAD et leur insertion au cément
nouvellement formé a la surface de la racine. Il est nécessaire d’enlever les bactéries, la

plague et les endotoxines du cément pour avoir une surface saine (Garrett, 1977).

e Exclusion cellulaire

Selon le principe de la sélection cellulaire décrite par Melcher dans son étude des cellules du
parodonte, il est important de limiter la migration apicale de I'épithélium et d’éviter le contact
du tissu conjonctif du lambeau avec la surface radiculaire (Melcher, 1976).

Les cellules épithéliales et les fibroblastes gingivaux ont la capacité de limiter la régénération
parodontale du fait de leur rapidité de migration et de différenciation. Le but est donc de

limiter leur migration afin de les exclure du site dans un premier temps.

e Stabilité précoce du caillot
La présence du caillot au niveau du site est indispensable. En effet, le sang contient un
certain nombre de médiateurs qui vont favoriser la régénération des tissus, c’est le siége
d’interactions cellulaires (Lallam-Laroye et coll., 2003).
Des membranes peuvent étre utilisées afin de protéger lintégrité de ce caillot sanguin

(Nyman et coll., 1982).
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e Maintien de I’espace cicatriciel
Le maintien de I'espace entre la surface radiculaire et le tissu de connexion est une étape
primordiale. Un espace doit exister entre la surface radiculaire et le lambeau afin de

permettre la formation d’'un nouveau desmodonte et d’'un nouvel os (Wikesjo et coll., 1992).

e Adhésion du caillot
Elle se manifeste par une modification du caillot sanguin. Le tissu de granulation va se
former et devenir mature pour ensuite se transformer en matrice. Les plaquettes présentes
dans le caillot accélérent la régénération parodontale grace a la libération de médiateurs

cellulaires (Singer et Clark, 1999).

e Induction cellulaire
L’induction cellulaire permet la maturation de la matrice extra cellulaire (MEC), I'attachement
des cellules entre elles, leur activité métabolique, leur croissance et leur différentiation. La
stimulation des cellules ayant la capacité de régénérer le parodonte compléte le principe
d’exclusion cellulaire (Wikesjo et coll., 1992).
Dans ce principe, les acteurs primordiaux sont les facteurs de croissance dont les facteurs

de différenciation tels que :

- PDGF: «platelet derived growth factor »: facteur de croissance dérivé des
plaquettes
- IGF : « Insuline growth factor » : facteur de croissance de l'insuline
- TGF-B : « transforming growth factor-béta » : facteur de croissance de transformation.
lls influencent la croissance et la fonction de diverses cellules et peuvent ainsi orienter la

différenciation des cellules souches.

10
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e Cicatrisation primaire

La cicatrisation primaire est la premiére étape de cicatrisation. Elle se définit par un
rapprochement des berges de la plaie. Celle-ci se retrouve alors refermée, permettant une

protection du caillot formé.

11

sy
(CC BY-NC-ND 2.0)



C. Biomatériaux de régénération parodontale

Historiquement, I'élimination des poches parodontales profondes est réalisée par des
lambeaux de Widman ou par des lambeaux positionnés apicalement (suppression des
poches) associé a un recontourage osseux (suppression du défaut osseux). Ces techniques
ont pour inconvénients d’entrainer I'apparition de récessions parodontales inesthétiques
associées a des sensibilités dentinaires, ainsi que de diminuer le support parodontal fragilisé

par la parodontite.

Durant ces 30 dernieres années plusieurs types de thérapeutiques a visées régéneératrices
ont été développés. Les différents traitements principalement envisagés ont été décrit

comme suit (Lindhe et coll., 2008) :

- larégénération tissulaire guidée (RTG)

- les matériaux de comblement osseux

- le conditionnement de surface

- les facteurs de croissance

- le plasma riche en fibrine (PRF) et le plasma riche en plaquette (PRP)

- les protéines issues de la matrice amélaire (EMD ou Emdogain®)

- les protocoles cliniques actuels

Validation d’une technique de la régénération parodontale

D’aprés « The American Academy of Peridontology World Workshop » de 1996, seules les
études histologiques permettent d’affirmer la présence d’une régénération parodontale avec

formation d’'une nouvelle attache. L’analyse histologique permet de vérifier la formation d’un

12

sy
(CC BY-NC-ND 2.0)



nouveau cément, d’'un nouveau ligament, d’'une nouvelle attache conjonctive et une
formation osseuse coronairement a la base du défaut osseux initial. Néanmoins, les
techniques de régénération parodontale ayant montré dans les études histologiques, la
possibilité biologique d’entrainer la formation d’'une nouvelle attache avec régénération,
doivent également permettre d’obtenir des résultats cliniques satisfaisants, stables et
prédictibles chez 'homme. Ainsi, les études cliniques sont indispensables dans un second
temps pour valider cliniquement I'efficacité d’'une technique de régénération. Les paramétres
évalués sont : la profondeur de poche, le gain d’attache, la mobilité et le saignement au

sondage.

e Larégénération tissulaire guidée (RTG)

Proposée par les chercheurs scandinaves Nyman et Karring, la régénération tissulaire
guidée permet d’envisager la régénération du systeme d’attache et de I'os en se basant sur

le principe mécanique d’exclusion cellulaire (Nyman et Karring, 1982).

Membrane mise en
place pour une

récession gingivale

Figure 3 : Photographie de la mise en place d’'une membrane (Patil et Patil, 2013).

La mise en place d'une membrane entre la gencive et I'os (figure 3) constitue une barriére

physique qui ménage un espace dans lequel la régénération peut se faire. Cela limite la
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migration des cellules épithéliales le long de la surface radiculaire favorisant ainsi la

prolifération des cellules progénitrices indifférenciées issues du LAD.

Idéalement, la membrane doit (Gottlow et coll., 1986 ; Lindhe et coll., 2008) :

- étre biocompatible.

- avoir une bonne intégration tissulaire.

- étre occlusive aux cellules épithéliales.

- permettre de former un espace (pour le caillot) entre la surface radiculaire et le

lambeau.

- étre facile d'utilisation clinique.

Les premieres membranes désignées pour la régénération parodontale étaient en
polytétrafluoroéthyléne expansé (e-PTFE). Ce matériau non biorésorbable doit étre retirés

dans un second temps clinique (environ 4 a 6 semaines apres).

L’utilisation de membranes synthétiques biodégradables a été proposée dans un deuxiéme
temps. Elles peuvent étre en collagéne d’origine animale, en acide polylactique (PLA) ou

fabriquées a base de copolymeéres d’acide polyglycolique (PGA) et d’acide polylactique.

Une des premiéres études in vivo a été réalisée sur le singe avec la mise en place d’une
membrane (e-PTFE) qui a limité la migration des cellules épithéliales et conjonctives le long
des surfaces radiculaires des dents. Cette étude histologique a mis en évidence la formation
d’'une nouvelle attache, avec une régénération sur les racines traitées par RTG (Gottlow et
coll., 1984). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études animales in vivo (Dahlin et
coll.,, 1994). Toutes ces études ont montré une amélioration de la réduction verticale et
horizontale du défaut osseux initial par rapport au traitement par un lambeau

d’assainissement ou en cas d’absence de traitement.
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Une étude clinique a été réalisée sur des dents humaines (Nyman et coll., 1982). Les
études histologiques ont révélé la formation d’'un nouveau cément avec une insertion des
fibores de collagéne sur la racine. D’autres études ont aussi montré un succés de cette
méthode pour les traitements des furcations de classe Il mandibulaire (Bouchard et coll.,
1993 ; Becker et coll., 1996). Les membranes résorbables sont actuellement plus
fréequemment utilisées. Elles évitent le second temps chirurgical servant a retirer la
membrane. Une étude réalisée chez 'homme avec une membrane biodégradable en
collagéne a montré leur capacité a stimuler la formation cémentaire et osseuse (Camelo et
coll. 1998). Les résultats sont aussi satisfaisant qu’avec les membranes non résorbables et

procurent un confort en limitant la seconde intervention chirurgicale (Lindhe et coll., 2008).

Finalement, la RTG a fait ses preuves in vitro et in vivo durant les trente derniéres années.
L’ensemble des études cliniques a montré les bénéfices de l'utilisation de la RTG dans la

régénération parodontale. Elle permet d’obtenir :

un gain d’attache clinique grace a une régénération de I'attache parodontale.

- un gain osseux par une régénération osseuse en favorisant la néoformation du

cément dans lequel viennent s’'insérer de nouvelles fibres de collagéne.

- une réduction de la profondeur de poches.

- une augmentation de la densité osseuse accélérée (Tonetti et coll., 2004).

Les indications sont les lésions infra osseuses profondes, les récessions gingivales et les

atteintes furcatoires de classe || mandibulaire essentiellement.

Cependant, cette technique a une mise en ceuvre difficile et les résultats ne sont pas
prévisibles du fait des complications post-opératoires de type infectieux lié a une exposition
de la membrane, le plus souvent entre la deuxiéme et la troisieme semaine post-opératoire.

De ce fait une grande variabilité des résultats est observée. L’étude histologique de 5 cas sur
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12 traités avec la RTG a montré une grande variabilité concernant la formation d’'une
nouvelle attache conjonctive. De plus, la formation osseuse était incompléte (Gottlow et coll.,
1986). Ainsi, cette variabilité des résultats peut étre liée a la morphologie du défaut traité, la
difficulté de la technique, la récession gingivale, la contamination de la membrane (Lindhe et

coll., 2008) et enfin elle est opérateur-dépendant.

e Les matériaux osseux de comblement

L'utilisation de ces matériaux repose sur I'idée qu’ils permettraient de combler les défauts
infra-osseux et de former une nouvelle-attache par le biais de mécanismes d’ostéogénese,
d’ostéoconduction et d’ostéoinduction (Urist et coll., 1980 dans Lindhe ; Brunsvold et
Mellonig, 1993 dans Lindhe). Les matériaux osseux de comblement peuvent étre de
différents types. Les propriétés d'ostéogénése et ostéoinduction varient en fonction du type
de matériau osseux utilisé. Lorsque l'os est prélevé et greffé chez le méme individu (os

autogéne), le risque de transmission de maladies est supprimé.

Les études de greffes autogéniques ont montré que ce type de greffe, moins
ostéoconducteur et ostéogéniteur a une faible capacité de régénération parodontale

(Ellegaard et coll., 1971 ; Renvert et coll., 1985).

L’os allogénique qui peut étre minéralisé lyophilisé (FDBA) serait censé favoriser la
régénération osseuse du fait de sa minéralisation. Pourtant, une étude histologique réalisée
sur ’homme a montré que la greffe n’entrainait pas de régénération parodontale des défauts
intraosseux Un long épithélium de jonction s’est formé le long de la racine (Dragoo et

Kaldahl, 1983 dans Lindhe et coll., 2008).

L’'os allogénique décalcifié lyophilisé (DFDBA) quant a lui permettrait I'exposition des
protéines de morphogénése osseuses, du fait de sa déminéralisation. Cela induirait la

différentiation des cellules hétes en cellules osseuses (Urist et Strates, 1970 dans Lindhe;
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Melloning et coll., 1981). Selon une étude histologique réalisée chez 'homme, I'obtention
d’'une régénération parodontale est possible lors de l'utilisation de DFDBA mais en petite
quantité et de maniére imprévisible (Koylass et coll., 2012).

Cliniquement la greffe allogénique reste source de controverses.

La xénogreffe a été analysée par I'équipe de Nielsen en 1981. Leur étude ne montrait pas
de gain d’attache mais les résultats n’étaient pas basés sur une étude histologique (Lindhe
et coll., 2008). Afin de pallier le risque de contaminations virales, des nouvelles méthodes de
purification ont permis de fabriquer un os d’origine bovine dont les composants organiques
sont supprimés. L'un des plus connus est commercialisé sous le nom de Bio-Oss®. Ce
matériau permettrait d’obtenir de bons résultats en ce qui concerne le gain d’attache, la
formation d’'une nouvelle attache conjonctive, d’'un nouveau cément et d’un nouvel os

(Sculean et coll., 2003).

La greffe alloplastique a été étudiée chez 'animal (Barney et coll., 1986 ; Minabe et coll.,
1988) ainsi que sur I'espéce humaine (Froum et coll.,, 1982 ; Sapkos, 1986). Les analyses
histologiques ont montré que les capacités de régénération avec I'hydroxyapatite sont
limitées. Les résultats obtenus avec le béta phosphate tricalcique (3-TCP) et les polyméres
étaient semblables. L’analyse histologique pour des défauts infra-osseux comblés en
utilisant du bio glass ; matériau de greffe alloplastique, a montré que sur cinq dents traitées,

seule une a un nouveau cément formé (Nevins et coll., 2000).

Finalement, plusieurs études cliniques ont montré que dans la plupart des cas, il y a
formation d’un long épithélium de jonction plutét qu’'une nouvelle attache conjonctive suite a
des greffes osseuses (Caton et Zander, 1976 ; Listgarten et Rosenberg, 1979, Moskow et
coll., 1979). Durant « The American Academy of Peridontology World Workshop » de 1996, il
a été conclu que ces matériaux de comblement servent a remplir le défaut osseux et sont
utilisés en association avec d’autres techniques de régénération comme la RTG par

exemple.
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e Le conditionnement de surface

Ce principe de détoxification radiculaire a tout d’abord été suggéré par Stahl en 1977 (Lindhe
et coll., 2008). Le traitement de surface a l'acide citrique ou a la tétracycline aurait pour
conséquence de déminéraliser la dentine, d’exposer les fibres de collagéne (lvanovski et
coll., 2009) et de favoriser la différenciation de cellules mésenchymateuses des tissus
adjacents en cémentoblastes. Cela permettrait la formation de cément sur lequel
s’ancreraient des fibres de fibrine qui constituent 'armature du caillot pendant le stade
précoce de la guérison (Crigger et coll., 1978 ; Polson et coll., 1982).

Ensuite des études cliniques sur I'acide citrique ont confirmé ces suggestions (Crigger et
coll., 1978 ; Nilvéus et coll., 1980). Les auteurs ont montré que pour favoriser la régénération
parodontale, il est important de préparer la surface radiculaire selon le principe de
détoxification radiculaire. Ensuite, I'utilisation d’acide éthyléne diamide tétra-acétique (EDTA)
a été proposée (Lindhe et coll., 2008). Cependant, de nos jours, des études plus récentes
considérent comme étant suffisant de réaliser un simple surfagage doux afin d’éliminer le
biofilm déposé superficiellement sur la surface radiculaire (Ivanovski, 2009). En effet, il n'y
aurait pas de réelle amélioration de la régénération suite a l'utilisation de ces agents au

niveau de la surface radiculaire (Mariotti et coll., 2003).

e Les facteurs de croissance

Le principe est basé sur la capacité de ces facteurs a promouvoir des fonctions cellulaires
variées (lvanovsky, 2009). En effet, ils pourraient créer un environnement entrainant la
formation d’'un nouveau tissu en régulant des événements clés tels que la prolifération, la

différenciation et la synthése de matrice (Sculean et coll., 2010).

Parmi les facteurs de croissance les plus étudiés pour la régénération parodontale, nous
trouvons : PDGF, IGF, TGF-B, « fibroblast growth factor » : le facteur de croissance des

fibroblastes (FGF), et la protéine de morphogénése osseuse (BMP) (Sculean et coll., 2010).
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A I'exception d’IGF, dont peu d’études confirment son action sur la régénération parodontale,
les résultats des études in vitro menées avec les autres facteurs ont montré qu’ils
favorisaient certains aspects de la régénération ou de la guérison parodontale (Sculean et

coll., 2010).

Une étude a montré qu’aprés application de facteur de croissance sur des défauts osseux de
furcation humain, une amélioration globale de la régénération parodontale est observée
(Howeller coll., 1997). Les résultats sont généralement améliorés lorsque les facteurs sont
couplés entre eux (PDGF avec TGF) ou a la RTG (Dennison et coll.,, 1994). Cependant, les
résultats restent mitigés selon le type d’études prises en compte. Ainsi, d’autres voies de

recherches se sont développées telles que I'utilisation de plasma riche en plaquette.

e Le PRPetle PRF

Le plasma riche en paquettes (PRP) permet d’avoir une grande quantité de PDGF, le PDGF
étant issus des plaquettes. (Pradeep et coll.,, 2012). C’est un concentré de plaquettes
humaines autologues dans un petit volume de plasma. Il contient des protéines qui vont
initier la guérison (Kumar et Shubhashini, 2013). Cependant, le PRP n’est pas autorisé par la

réglementation concernant l'utilisation des produits sanguins en France.

Ainsi une deuxiéme génération de plasma a été développée en France ; le plasma riche en
fibrine (PRF) utilisé pour accélérer la guérison des tissus mous et des tissus durs. Il ne
contient pas d’anticoagulant et serait plus avantageux car plus facile d’utilisation, moins

onéreux et ne nécessiterait pas de modifications chimiques.

Des études comparant Il'utilisation de PRP et PRF pour les Iésions infra osseuses ont été
menées. Les auteurs ont observé, une accélération de la guérison des tissus mous et durs
grace au PRP et au PRF (Pradeep et coll.,, 2012). Cependant, la Société Frangaise de

Parodontologie et d'Implantologie (SFPIO) considere que « l'absence d’étude clinique
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réalisée selon des critéres internationalement recommandés ne permet [...] pas actuellement
de supporter l'utilisation du PRF en chirurgie parodontale et implantaire ». Elle « ne peut,
pour le moment, recommander l'utilisation du PRF ». D’autres études doivent étre menées

afin de connaitre ses effets a long terme.

e Régeéneération tissulaire induite avec les protéines dérivées de la matrice

amélaire (EMD)

Elle correspond a la deuxiéme génération de thérapies de régénération parodontale
apparues dans les années 1990-2000. Cette technique se base sur l'utilisation de protéines
dérivées de la matrice amélaire. Elles sont commercialisées sous le nom d’Emdogain®.

Le principe de régénération tissulaire induite par les amélogénines dérivées de la matrice
amélaire repose sur le postulat selon lequel la formation de cément permet d’induire la
régénération de l'os et du systeme d’attache (Nanci, 2013). En effet, lors de I'édification
radiculaire, des protéines de la matrice amélaire sont sécrétées a la surface de la racine et
semblent induire la formation de cément acellulaire en mimant les étapes de développement
embryologique des tissus. La formation de néo-cément acellulaire permettrait I'insertion des
nouvelles fibres conjonctives formées. Ensuite, des événements cellulaires permettent la
genese de 'os alvéolaire et du ligament parodontal (Hammarstrém, 1997a).

Des études in vitro ont monté que la mise en place d’'un gel contenant des dérivés de la
matrice amélaire sur une racine surfacée permet la formation d’'une matrice qui favorise la
prolifération, la migration et I'attachement des cellules du LAD sur la surface radiculaire
(Gestrelius et coll.,, 1997, Lyngstadaas et coll., 2001). De plus, cette matrice inhibe la
prolifération des cellules épithéliales. En revanche, l'effet de cette matrice sur la
différenciation des fibroblastes du LAD en cémentoblastes ou en ostéoblastes n’a pas été

démontré.
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Ces dérivés de la matrice amélaire auraient aussi la capacité d’augmenter le taux de
production autocrine de facteurs de croissance (TGF-B, PDGF) in vitro. Ceux-ci ont le
potentiel de recruter les cellules souches pour la régénération, parmi les cellules des tissus

adjacents (Lyngstadaas et coll., 2001).

L’application de 'Emgogain® in vivo chez le singe (Hammarstrom, 1997b) puis chez
'homme (Sculean et coll., 1999), a mis en évidence une régénération de [Iattache

parodontale grace a une étude histologique.

Les auteurs ont observé la présence de cément, acellulaire, qui adhére a la dentine sous-
jacente. De plus, de nouvelles fibres conjonctives fonctionnelles s’'inséraient au niveau de ce
néo-cément et d'un os néoformé s'étendant sur les 2/3 de la hauteur de la Iésion
expérimentale (Lallam-Laroye et coll., 2003).

L’aspect histologique des éléments formés suite a l'utilisation ’'EMD a été étudié sur des
racines de dents humaines. Il y a eu formation d’'un nouveau tissu dont la morphologie est
identique sur toutes les racines des dents analysées (Bosshardt et coll., 2005).
Contrairement a la RTG, nous avons une reproductibilité

Deux études traitant de [l'utilisation de 'Emdogain® ont conclu a une amélioration de
'attachement et a une réduction des poches parodontales par rapport au débridement
tissulaire seul et la RTG en cas de défaut infra-osseux (Esposito et coll., 2004 ; Venezia,
2004).

Une étude comparative a expliqué que concernant la régénération parodontale de défauts
infra-osseux, les résultats étaient meilleurs avec l'utilisation de EMD qu’avec la RTG en cas

de (Koop et coll., 2012). Cette technique est moins invasive (Cortellini et Tonetti., 2007).
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Les étapes

Figure.4 : Action de 'lEmdogain® : Application (1) et quelques jours apres ; le dépbt de la matrice sur la surface
des racines et /’établissement du contact avec les cellules du parodonte malade entrainent une accumulation et
une prolifération des cellules mesenchymateuses du parodonte malade (2). Quelques semaines apres
I'application ; les cellules sécrétes des citokines spécifiques et des substances autocrines qui vont favoriser la
prolifération requise (3) puis nous avons une attraction et une différentiation en cémentoblaste avec un début de
la formation de la matrice cémentaire sur laquelle les fibres desmodontales vont se fixer (4). Quelques mois aprés
I'application ; les fibres desmondontales s’ancrent sur la surface radiculaire (5) puis nous observons un
remplissage du défaut avec formation d’'un nouveau tissu parodontal (6) et enfin un nouvel os alvéolaire grandit
sur la surface radiculaire et dans la cavité du défaut (7). Quelques années apres I'application ; une régénération
du parodonte est observée: une nouvelle attache fonctionnelle a été formée (8)
(www.straumann.us/en/professionals/products-and-solutions/regeneration-solutions/tissue-regeneration.html).

Ces EMD possedent donc un certain nombre d’avantages et les succes cliniques semblent
maintenus pendant plusieurs années.

Cependant, les EMD ont une application qui reste limitée aux traitements des récessions et
aux lésions étroites et profondes. Des études cliniques menées sur les atteintes furcatoires
de classe Ill ont montré que l'utilisation de EMD ne permet ni de réduction probante des
poches ni de gain d’attache, ni de niveau d’attachement osseux par rapport aux lambeaux de
débridement (Sculean et coll., 2010). De méme pour les défauts osseux larges et profonds le

risque d’invagination du lambeau reste élevé.
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e Protocoles cliniques actuels

L’ensemble des études histologiques et cliniques citées précédemment montre les bénéfices
de l'utilisation de la RTG et de 'lEmdogain® dans la régénération parodontale. Ainsi, une
cicatrisation de type "régénération parodontale" est obtenue. Elle améliore les résultats
cliniques en terme de gain d’attache et de gain osseux par rapport aux techniques

traditionnelles.

Dans le cadre de la RTG, l'utilisation de membranes biodégradables semble donner de
meilleurs résultats. Le risque d’exposition de la membrane reste minime, limitant ainsi le
risque d’infection. Cependant, les membranes résorbables sont moins rigides et peuvent

s’invaginer dans le défaut osseux s’ils sont larges et/ou non soutenus.

Lorsque les défauts sont larges et/ou non soutenus, des matériaux de comblement osseux

sont donc utilisés sous les membranes résorbables comme adjuvant pour soutenir les tissus

Actuellement, il n’existe donc aucune méthode de régénération qui puisse s’adapter a
toutes les situations cliniques. D’ou I'intérét d’étudier la combinaison des différentes
techniques existantes. Le parameétre primordial de choix est la configuration du défaut

0SSeux.

Un arbre décisionnel de choix du matériau a utiliser en fonction du défaut osseux (figure 5) a
récemment été proposé (Cortellini et Tonetti dans Lindhe, 2008). L’étude clinique réalisée

par Cortellini a permis de valider cet arbre décisionnel.

23

sy
(CC BY-NC-ND 2.0)
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Figure.5 : Arbre décisionnel s’appuyant sur I'étude clinique de Cortellini et Tonetti (Lindhe et coll.2008).

Notons qu’il y a beaucoup plus de complication et de difficultés opératoires avec la RTG et
notamment avec les membranes non résorbables. Cela joue cliniquement en faveur de
I'utilisation de 'TEmdogain® dans le cas de défauts soutenus étroits profonds a 3 parois, et en
faveur de membranes résorbables combinées a un matériau de comblement osseux dans

les défauts non soutenus.

Il est a noter qu’'une étude clinique en cours de publication (Sculean et coll. in press,
présenté lors du « First International Symposium in Regeneration and Esthetics in
Periodontology and Implant Dentistry », 2013), a obtenu des résultats cliniques semblables
lors de la comparaison RTG + Bio-0oss® avec Emdogain® + Bio-oss® dans les défauts non
soutenus (a une ou deux parois). Il s’agit de la premiére étude clinique dont les résultats

indiquent que 'Emdogain® pourrait a terme remplacer la RTG et étre utilisé dans toutes les
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situations cliniques, associé ou non a un matériau de comblement en fonction de la

morphologie du défaut osseux.

Enfin, il est important de rappeler que, méme si cet arbre décisionnel cible le facteur «choix
du matériau», d’'autres facteurs peuvent influencer la réussite de la régénération
parodontale. La phase préalable de traitement non chirurgical, les techniques chirurgicales
utilisées, les techniques d’incisions employées (lambeaux de préservation papillaire), ainsi
que la maintenance sont des éléments déterminant dans la réussite d’'un traitement
parodontal. Certains chirurgiens-dentistes peuvent ainsi étre amené a \utiliser la
microchirurgie pour étre le moins invasif possible et avoir une fermeture primaire du lambeau
(Lindhe et coll., 2008). La description de ces facteurs clés dépasse néanmoins le cadre de

ce travail.

Pour conclure sur cette premiere partie, il apparait que les techniques conventionnelles de
régénération demeurent insuffisantes pour obtenir une régénération compléte et
fonctionnelle du tissu parodontal. Les limitations sont liées au manque de stabilité des
facteurs de croissance et de différentiation, utilisés dans le tissu en cours de cicatrisation, et
au manque de contréle du moment et de la durée de la stimulation des cellules cibles dans
le tissu parodontal en cours de cicatrisation (Barthold et coll., 2000).

L’émergence de l'ingénierie tissulaire a ouvert une nouvelle voie de recherche pour la
régénération parodontale ; elle pourrait représenter la solution aux limitations rencontrées

avec les techniques conventionnelles.
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II. INGENIERIE TISSULAIRE ET PARODONTOLOGIE

Les récents progrés en ingénierie tissulaire ont rendu possible la régénération de tissus. Le
recours a I'ingénierie tissulaire en parodontologie afin de dépasser les limites des thérapies
actuelles et développer une méthode fiable et prédictible de régénération est actuellement

une voie de recherche prometteuse.

A. Principe de I'ingénierie tissulaire

C’est une discipline qui consiste a renouveler des tissus ou des parties d’organe défectueux.
Cette branche émergeante de la science, est une filiere interdisciplinaire qui applique les
principes et méthodes d’ingénierie et de la science de la vie pour le développement de
substituts biologiques afin qu’ils restaurent, maintiennent et améliorent le fonctionnement des
tissus endommagés (Pandit et coll.,, 2011). L’ingénierie tissulaire, repose sur les principes
biocellulaires, le développement biologique et la science des biomatériaux (Hynes et coll.,
2012). Ce concept a été intégré dans les recherches et les applications de la régénération
dentaire telle que les études de la régéneération du LAD.

L’objectif de I'ingénierie tissulaire est de regrouper les cellules et les facteurs de régulations
appropriés pour permettre des reconstructions tissulaires (Hynes et coll., 2012). Cette
branche permet de reformer des tissus en causant le moins de complications (douleurs liées
a une seconde intervention par exemple) au patient avec des biomatériaux. Trois principaux
éléments (figure 6) constituent la base de I'ingénierie tissulaire (Langer et Vacanti, 1993) :

- Un échafaudage ; la matrice en 3 dimensions (3D),

- La présence de molécules de signalisation ou de signaux d’induction morphogénique,

- Une population de cellules souches multipotentes (ou pluripotentes).
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Spheére 3D naturelle ou synthétique

ENVIRONEMENT MECANIQUE

ET VASCULAIRE
Régénération
parodontale

Cellules souches : Sighaux :
ostéoblastes, cementoblastes,fibroblastes facteurs de croissances, morphogénes

Figure.6 : Schéma de la triade de l'ingénierie tissulaire, les 3 éléments indispensables (Pandit et coll., 2011).

Ces trois éléments de base jouent un réle dans les processus de guérison et sont
interconnectés avec la génération de nouveaux tissus. Leur réle est bien défini (Benatti et
coll., 2007) :

- la matrice 3D joue un rdle dans lattachement cellulaire, la rétention spatiale, la
détermination de la morphologie, le recrutement de 'oxygéne et des nutriments.

- les facteurs de signalisation modulent I'activité cellulaire et fournissent un stimulus aux
cellules pour les différencier et développer les tissus.

- les cellules souches fournissent la matiére premiére pour le développement et la
régénération du nouveau tissu.

Il existe différents types de matrice 3D, selon ce que l'on pourrait appeler leur
« fonctionnalisation cellulaire » : des matrices non cellularisées, décellularisées et
cellularisées.

Les matrices non cellularisées constituent des matrices biodégradables sur lesquelles
aucune cellule n'a été ensemencée, seuls les facteurs de signalisations (protéines ou

facteurs de croissance) sont présents. lls participent a la régénération de la Iésion en
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stimulant les cellules résiduelles du patient. Elles représentent une alternative a la greffe
(Matsumura et coll., 2013).

Les matrices constituent des dispositifs décellularisés lorsque tout le matériel cellulaire a été
eliminé ; elles sont immunologiquement inertes (Girard et coll., 2013). Cela permet de
fabriquer des matrices commercialisables a plus grande échelle, sans risque de transmission
de maladie. Cependant, la colonisation par les cellules des tissus a régénérer est plus
complexe avec ce type de matrice.

Actuellement, les dispositifs cellularisés sont mieux connus et donc plus facilement
réalisables. Il s’agit de matrices sur lesquelles les cellules cibles autologues du patient sont
mises en culture avant implantation du dispositif médical (Matsumura et coll., 2013). Dans ce

travail, nous aborderons uniquement les dispositifs cellularisés.
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B. La Matrice tridimensionnelle

e description

Le « scaffold » (échafaudage) est une matrice 3D utilisée comme biomatériau en ingénierie,
qui en mimant la matrice extra cellulaire permet la formation d’'un néo-tissus et aboutit a la
croissance tissulaire ; c’est le biomimétisme tissulaire. Dans l'idéal, cette matrice 3D doit
permettre une prolifération et une différentiation 3D in vitro trés similaire a celle obtenue in
vivo. Elle facilite aussi I'agrégation cellulaire. Ainsi, l'utilisation de ces matrices, limite le
besoin en cellules et en facteurs de croissance. Elle va guider la régénération et former une
structure 3D grace a I'obtention d’interactions cellule/cellule et cellule/matrice (Handschel et

coll., 2007).

La durée de dégradation de la matrice doit étre compatible avec le temps de régénération du
tissu cible. Cependant, il y a des limites a ces matrices 3D quand elles se dégradent. En
effet, des éléments persistent et peuvent attirer les bactéries. Les « scaffolds » polymériques
qui sont trés flexibles sont facilement positionnables au contact de la racine et leurs
propriétés telles que la microstructure, et le taux de dégradation peuvent étre contrblés

(Benatti et coll., 2007).

Les matrices 3D ont de nombreux roles dans la régénération (Pandit et coll., 2011) :

- elles supportent la migration cellulaire.

- elles peuvent véhiculer les facteurs de croissance, les génes.

- elles peuvent renforcer structurellement le défaut pour maintenir sa forme initiale.

- elles forment une barriere contre linfiltration par des éléments qui empécheraient la
régénération.

- elles servent de matrice pour 'adhésion cellulaire avant absorption.
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e Choix des matériaux

Le « scaffold » idéal doit (Lannutti et coll., 2007):

mimer la structure du collagéne naturel.
- avoir une porosité et une taille adaptées pour permettre la migration cellulaire.
- avoir un type de surface facilitant 'adhésion, la croissance, la migration et la
différentiation cellulaire.
- avoir un taux de dégradation proche du taux de régénération du tissu naturel a
régénérer.
Le choix de la matrice 3D va dépendre de propriétés importantes; la porosité, la
biocompatibilité, la conductivité tissulaire et le taux de résorption (Hynes et coll., 2012).
Certaines études ont montré qu’il était possible de réaliser de telles matrices a l'aide de
polyméres résorbables naturels tel que le collagéne ou synthétiques tels que les polyesters
(Ferrand, 2012). Ces derniers étant des biomatériaux faciles a manipuler et relativement peu
colteuy, ils sont les plus utilisés. Parmi les polyesters utilisés, il y a le polycaprolactone
(PCL), l'acide polylactique et I'acide poly lactique-co-glycolique(PLGA) (Bottino et coll.,
2011 ; Lannutti et coll., 2007). Les membranes sont produites aprés la mise en solution, ont

une bonne intégration tissulaire et sont facilement manipulables.

e Fabrication

Les méthodes de fabrication des matrices 3D ont bien évolué. Elles peuvent étre fabriquées
par filtre a particules, séparation de phase ou la technique d’'impression 3D (Yang et coll.,
2002). Parmi toutes ces méthodes, [utilisation de « I'electrospinning » en ingénierie
tissulaire, en vue d'une régénération parodontale, connait un grand essor. C’est une
méthode simple et versatile permettant de fabriquer des nano et microfibres afin de produire
des matrices 3D dont le diamétre des fibres et la porosité sont controlés (Bottino et coll.,
2011). Son application au « scaffold » a débuté pour des prothéses vasculaires

élastomériques par I'équipe de Annis en 1978 (Lannutti et coll., 2007). « L’electrospinning »
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fabrique des « scaffo(lds » qui simulent le microenvironnement cellulaire (Nisbet et coll.,
2009). L« electrospinning » permet de produire des mailles non tressées de diamétre
compris entre dix nanométres et dix micrométres. Cette technique est intéressante car elle
est peu onéreuse et s’applique a une multitude de polymeéres ; elle peut étre réalisée sur des
polyméres naturels ou synthétiques Par ailleurs, « I'electrospinning » produit une matrice
flexible qui constitue une barriére avec des pores de petite taille de I'ordre du micron ou
inférieur. Cela offre la possibilité d’y intégrer des antibiotiques et des facteurs de croissances
(Vaquette et coll., 2012).

Le principe de «I'electropinning » (figure 7) consiste en I'application d’'un potentiel électrique
entre une solution de polymeére en régime semi-dilué enchevétré et un collecteur sur lequel
les fibres viennent se déposer. La solution est contenue dans une seringue possédant une
aiguille conductrice ou 'accumulation de charge entraine la formation d’'un céne de Taylor.
Lorsque le champ électrique formé a éteint une valeur seuil, un jet est éjecté de ce cbne

pour former des fibres au niveau du collecteur (Doshi et coll., 1995 dans Ferrand, 2012).

Solution de polymeére

Cone de Taylor

==

Seringue I
|
Générateur g\ Fibres en formation
T detension =—=x ) | bree

Figure 7 : Principe de «l’electropinning » (Fraiman, 2012).
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e Caractéristiques morphologiques

Les facteurs influengant la morphologie des fibres sont (Ferrand, 2012) :

- la concentration du polymeére

- latension appliquée

- le débit de la solution sortant de I'aiguille

- le diamétre de l'aiguille

- la distance aiguille/collecteur

- la température ambiante

- I'humidité atmosphérique
La structure des fibres est proche de celle de la matrice extra cellulaire. L'orientation des
fibres peut varier en fonction du type de collecteur utilisé. Ainsi, selon le tissu a régénérer,
I'orientation des fibres peut étre modulée. Un collecteur rotatif permet d’obtenir des fibres
circonférentielles pour les vaisseaux par exemple, afin de faciliter la régénération
endothéliale (Nisbet et coll., 2009).
Concernant la porosité, elle doit étre suffisante pour laisser passer les cellules. Elle peut étre
augmentée par I'ajout de cristaux de sel pendant « I'electrospinning » puis leur dissolution ou

I'utilisation d’un laser pour faire les cavités dans le « scaffold » (Lannutti et coll., 2007).
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C. Facteurs de signalisation

Les facteurs de signalisation sont des molécules telles que les facteurs de croissance, qui
permettent la communication entre les cellules d’un individu. lls disposent de diverses voies
d’action : autocrine, paracrine, endocrine.

Certains facteurs sont indispensables a la régénération parodontale. Parmi ces facteurs, le
plus important semble étre la chimiokine SDF-1 « stromal cell derived factor ». En effet, le
recrutement des CS du LAD s’effectue grace a des chimiokines. Ce sont des cytokines
chimiotactiques qui jouent un réle dans I'activation, la différenciation et la survie cellulaire. Le
SDF-1 entraine 'augmentation de la synthése de collagéne | qui est le constituant majeur du
LAD et de la matrice osseuse et diminue la phosphatase alcaline. Cela stimule la
régénération tissulaire parodontale en guidant les CS du LAD. Par ailleurs, SDF-1 guide des
CS du LAD vers le site défectueux. Son action est dépendante de sa concentration ; le
mieux est d’avoir une concentration de 200 mg/ml (Du et coll., 2012).

Notons par ailleurs I'importance des facteurs de croissance, notamment des protéines de la
famille de FGF tel que bFGF (protéine mitogénique d’attache de I'héparine). Elle pourrait
induire la prolifération et la différentiation des cellules mésenchymateuses (Sun et Qu, 2012).
Les cellules du LAD sont sensibles a certains facteurs de croissance comme PDGF-BB et
TGF- B. lls favorisent I'effet mitogénique qui est un mécanisme facilitant la régénération
(Oates et coll., 1993). De méme, la famille du facteur de croissance ostéogénique BMP
serait un facteur primordial a la régénération parodontale. Il stimulerait fortement la
croissance osseuse. Le « vascular endothelial growth factor » (VEGF) quant a lui est le
facteur de croissance des cellules endothéliales. Son réle est important a différents stades

de la régénération, notamment durant la croissance vasculaire.
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D. Les cellules souches

e Définition
Une cellule souche est une cellule indifférenciée, capable de s'autorenouveler, de se
différencier en d'autres types cellulaires et de proliférer en culture (figure 8).
Elles peuvent se diviser indéfiniment sans différenciation ultime (Chen et coll., 2012). Leur
particularité réside dans le fait que durant leur division, il y a toujours conservation d’un pool

de cellules souches.

i
\ﬂ/ CELLULE SOUCHE

AUTO-
RENOUVELLEMENT
\\_

CELLULE SOUCHE(pool)

Division

cellulaire
\

y
4 w N

CELLULE TOTALEMENT DIFFERENCIEE

Figure 8 : Autorenouvelement des cellules souches : chaque cellule fille issue de la division d’'une cellule souche
peut rester une cellule souche ou devenir totalement différenciée. Dans ce dernier cas, la cellule fille réalise en
plus, des divisions avant sa différenciation terminale (Alberts et coll., 2004).
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e Potentialité des cellules souches

Les cellules souches ont la possibilité de se différencier en un grand nombre de types

cellulaires différents (Figure 9).

A=
Dental Stem Celis ‘-‘4\

{ Multi-Differentiation

R v )

&S b

~ 'y

v

Osteoblast Chondrocyte Adipocyte Endothelial Cell Neural Cells

Figure 9 : Multi différentiation de cellules souches dentaires (Kim et coll., 2012).

Elles ont la possibilité de différenciation chondrogénique, ostéogénique, adipogénique avec

le milieu de culture approprié.

Toutes les cellules souches ne disposent pas du méme potentiel de différenciation. Ainsi,

elles peuvent étre (Pandit et coll., 2011) :

- Totipotentes : lorsqu’elles peuvent donner tous les tissus embryonnaires et le placenta.
Elles correspondent aux cellules de 'embryon entre J1 et J3 aprés la fécondation. Si elles
sont injectées dans un embryon précoce, elles peuvent donner naissance a n'importe quelle
partie du corps.

- Pluripotentes : elles peuvent donner les trois types de tissus embryonnaires ; ectoderme,
mésoderme et 'endoderme. Ce sont par exemple, les cellules du blastocyste entre J4 et
J14.

- Multipotentes : quand elles ne donnent qu’un seul des trois types de tissu embryonnaire.
Elles peuvent étre par exemple, des cellules souches adultes comme les cellules
hématopoiétiques et les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse. Ainsi,

elles peuvent se diviser indéfiniment sans se différencier mais quand elles en ont la
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possibilité, il y a différentiation et elles ne donneront qu'une catégorie étroite et restreinte de
type cellulaire différencié (Alberts et coll., 2004).

Les cellules souches ont la particularité d’étre « inter convertibles » entre elles. Dans le tissu
conjonctif par exemple, les cellules souches fibroblastiques peuvent donner des cellules

osseuses, fibreuses ou cartilagineuses (figure 10).

Q

Cellule osseuse Cellule souche fibreuse cellule cartilagineuse

Figure 10 : Inter convertibilité des cellules souches (Alberts et coll., 2004).

e ROle des cellules souches

Les cellules souches ont différentes fonctions dans les organismes.

A l'état foetal ou dans les premiéres phases du développement embryonnaire, elles se
multiplient pour générer peu a peu toutes les cellules du corps, qu'elles soient différenciées
ou non.

Dans les tissus adultes, les cellules souches sont beaucoup plus rares et regroupées dans
des régions particulieres des organes. Elles contribuent au renouvellement naturel des tissus
(un globule rouge vit en moyenne 120 jours et doit étre remplacé, par exemple) ou a leur
réparation en cas de Iésion. Cependant, tous les organes n'en sont pas pourvus, comme le

coeur et le pancréas (Alberts et coll., 2004).
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e Origine des cellules souches

Il existe trois principales sources de cellules souches (CS) (Hynes et coll., 2012) :

- Les manipulations génétiques qui peuvent induire des cellules souches pluripotentes,
découvertes en 2006 (cellules souches pluripotentes induites : Nobel de physique 2012). A
I'origine, toutes les cellules sont totipotentes. Grace a des manipulations génétiques elles
peuvent étre « reprogrammeées » et donner naissance a n’'importe quelle partie du corps
adulte. Pourtant, elles ont un risque plus important de provoquer des tumeurs ; leur utilisation
s'avére donc plus compliquée.

- Embryologique : prélevées sur I'embryon, elles sont pluripotentes. Ce sont les cellules
observées dans la masse interne de 'embryon au cours de son développement ; la question
éthique de leur utilisation constitue leur principale limite.

- Les cellules souches adultes qui sont multipotentes donc elles ne donnent qu’'un seul
type de tissu. Ce sont des cellules qui ont un rble de maintenance, de renouvellement et de
réparation des organes ou elles résident. Elles sont plus restreintes dans leur capacité de
différentiation par rapport aux cellules souches embryonnaires, mais présentent un avantage
au niveau éthique.

Ces cellules souches adultes sont retrouvées dans de nombreux tissus. Les cellules
souches mésenchymateuses en sont un exemple. Elles sont adhérentes, prolifératives et
capables de se différentier en multiples types cellulaires (cartilage, os, muscle...). Elles
possédent donc un grand potentiel pour une possible transplantation autologue sans
thérapie d'immunosuppression (Pandit et coll., 2012). Il y a aussi d’autres exemples de CS
adultes telles que les CS de la moelle osseuse, les cellules souches adipeuses et les
cellules souches du ligament alvéolo dentaire.

Les cellules souches possédent donc de nombreuses propriétés qui nous permettent

d’envisager leur utilisation dans les processus de régénération.

Ainsi, le développement de l'ingénierie tissulaire promet de grands progrés en matiére de

régénération tissulaire. Cette science est-elle applicable a la parodontologie ?
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[lI- INTERET DES CELLULES SOUCHES DU LIGAMENT ALVEOLO-DENTAIRE EN

INGENERIE TISSULAIRE

A. Les cellules souches du ligament alvéolo-dentaire

e Caractéristiques

Les cellules souches (CS) du ligament alvéolo-dentaire (LAD) sont des cellules souches
adultes multipotentes. Elles jouent un rdle trés important dans la maintenance, la formation
mais aussi la réparation, le remodelage et la régénération du cément (Scanlon et coll.,
2011). Elles peuvent former des groupes de cellules clonales adhérentes et ont une capacité
de prolifération élevée, qui permet un remaniement tissulaire aprés extraction (Wang et coll.,
2011). Dés son stade immature, le tissu parodontal posséde un pool de cellules souches du
LAD avec une haute capacité de régénération (Kim et coll., 2012).

Leur morphologie est typique et semblable a celle des fibroblastes donc fusiforme (Pandit et
coll., 2011). Ces cellules ont une double origine ; elles proviennent des cellules de la créte
neurale et de l'ectoderme. Cela leur donne la possibilité de se différencier en cellules
mésenchymateuses (ostéoblastes et cémentoblastes), en cellules nerveuses (Kim et coll.,
2012) et en cellules desmodontales.

Contrairement aux CS de la moelle osseuse qui entrent en senescence au bout d’'un certain
nombre de proliférations, les CS du LAD maintiennent un grand taux de prolifération dans le

temps.

Les CS du LAD sont différentes selon leur provenance, alvéolaire ou radiculaire. Les cellules
issues des racines peuvent reconstituer une plus grande quantité de tissu parodontal mais
leur role reste limité dans la régénération osseuse alvéolaire. La réparation semble donc
supérieure avec les CS du LAD de I'os alvéolaire par rapport a celles de la racine (Wang et

coll., 2011).
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De plus, méme si I'exposition immunologique et les propriétés mécaniques restent difficiles a
contréler I'utilisation de cellules autologues limite les risques de réponse immune contre les

cellules donneuses.

Grace a leurs multiples caractéristiques, les CS du LAD semblent étre de bonnes candidates

en vue de la régénération du LAD voir du complexe parodontal.

e Moyen d’obtention
Le principal probléme de 'obtention des cellules souches (CS) du ligament alvéolo-dentaire
(LAD) réside dans leur isolation et leur culture. D’'une part, I'obtention des CS en quantité
suffisante est souvent compliquée. D’autre part, il est souvent difficile de cibler les cellules
que nous voulons multiplier. C’est pourquoi, il est impératif d’avoir un support. Cela permet
non seulement une culture en trois dimensions, mais aussi de cibler les tissus a régénérer.

Les CS du LAD peuvent étre obtenues (Du et coll., 2012) :

- aprés extraction de dents souvent pour raison orthodontique,
- aprés extractions de dents de lait ou de dent de sagesse,

- aprés extraction dentaire suite a des parodontites,

suite a une excision de gencive hyperplasique.

Les CS du LAD sont souvent prélevées au niveau des prémolaires ou des dents de sagesse
qui sont souvent extraites pour des raisons orthodontiques (Kim et coll., 2012).

Ensuite, pour générer des cellules en suspension, les LAD vont étre digérés par la
collagénase de type I.

Puis, I'isolement des CS est réalisé grace aux mémes méthodes que pour les cellules
souches de la moelle osseuse et de la pulpe. Le principe est basé sur 'adhérence des
cellules. Cela est possible grace a l'utilisation d’'un marqueur unique et spécifique des CS du
LAD qui les distingue des autres cellules du LAD : « the mesenchymal stem cell marker »

(STRO-1) le marqueur de cellules souches mésenchymateuses.
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Cela implique I'utilisation de différents marqueurs pendant le passage de cellules (Nomura et

coll., 2012) :

- pour un marqueur de tissu conjonctif : la sous unité 1 de l'intégrine : « the 1 subunit
of integrin » (ITGBT1) ou le collagéne de type 1 apha sont préconisés

- pour un marqueur osteogénique : la phosphatase alcaline : « alkaline phosphatase »
(ALPL) ou l'osteopontin (SPP1) sont indiqués

- pour des protéines associées au LAD : « periodontal ligament-associated protein 1 »

(PLAP-1) peut étre utilisé.

Le marqueur STRO-1 semble étre le plus approprié pour les CS du LAD qui expriment bien
son récepteur du nom de « CXCR4 »; c'est pourquoi, il est actuellement utilisé pour isoler et
identifier les CS du LAD. Les CS du LAD peuvent étre isolés grace a une méthode
immunologique avec des anticorps anti-STRO-1; des colonies de cellules clonales

adhérentes sont ainsi obtenues (Yamazaki et coll., 2007).

e Culture
La culture des CS doit étre réalisée dans un milieu de culture contenant (Yi et coll., 2008) :

15 a2 20% de serum de veau foetal

- 100 a 200 U/mL de pénicilline

- 100 g/ml streptomycine

- 2 mmol/L de L-glutamate

- 100 microM de L ascorbate 2-Phosphate.

Le tout est incubé a 37°C avec atmospheére humidifié de 5% de CO2.

La culture des CS du LAD reste tres difficile. La cellule de culture primaire posséde le
meilleur potentiel. En effet, lorsque nous mettons des cellules isolées du corps en culture,
certaines modifications peuvent avoir lieu méme si la cellule doit normalement « conserver

en mémoire 'historique de son développement ». Ces modifications semblent « limiter a son
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destin spécialisé ». C’est pourquoi, il faut pouvoir reproduire les milieux de cultures de CS du

LAD afin de maintenir leur pluripotence (Pandit et coll., 2011).

e Facteurs influengcant Il'utilisation et la culture des cellules
souches

La maniére de manipuler les CS requiert une synergie entre tous les événements cellulaires
et moléculaires. Il faut prendre toutes les précautions nécessaires afin d’éviter l'altération de
protéines qui ont un réle important dans la régénération (Chen et coll., 2012). De plus, I'age
de la personne influence la prolifération et la différentiation. Il y a une diminution de cellules
souches ou progénitrices donc une diminution de la prolifération et de la différentiation avec
I'age (Kim et coll., 2012).
Le stade de développement, les forces mécaniques et I'occlusion des dents ont un impact
significatif sur les propriétés des cellules du LAD telles que la morphologie et I'expression de
protéines de ces cellules. Cela influence le développement de la cellule en culture. En effet,
il a été constaté que les CS du LAD des dents de lait ont une conservation des fonctions et
du phénotype plus importante. D’autre part, le passage du stade in vivo au stade in vitro et
du stade in vitro au stade in vivo aprés culture peut étre a l'origine de perte de I'expression
des ARN messagers (ARNm). Ensuite, l'influence du milieu de culture et des conditions de
cultures fait que des modulations sont possibles avec le microenvironnement extérieur
(Marchesan et coll., 2011).
Enfin, le tabagisme (Ng et coll., 2013), I'histoire médicale du patient, le statut clinique des
dents et les raisons de I'extraction (Scanlon et coll., 2011) constituent d’autres facteurs qui

influencent la culture des CS.
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B. Techniques actuelles de régénération tissulaire avec les cellules souches du

ligament alvéolo-dentaire

e Différentiation spécifigue des cellules souches (CS) du

ligament alvéolo-dentaire (LAD)
Dans la littérature, certains chercheurs ont voulu exploiter la capacité de multi-différentiation
des cellules souches du LAD afin d’obtenir un pool de cellules permettant la régénération de

divers tissus. Il a ainsi été démontré qu’il est possible :

- d’induire la différentiation des CS du LAD en cellules adipeuses (Seo et coll.,

2004 ; Jo et coll., 2007),

- d’obtenir une différenciation des CS du LAD en chondrocytes avec un milieu
adapté (Balic et coll., 2010).

- d’induire une différentiation neurale (lkeda et coll., 2006).

e Exemples de régénération de tissu avec des cellules souches
(CS) du ligament alvéolo-dentaire (LAD)

Exemple de régénération des valves cardiaques in vitro avec des CS du LAD (Martinez
et coll., 2012)
Les auteurs ont cherché a montrer I'intérét de l'utilisation des CS du LAD de dents de
sagesses humaines pour la régénération de valves cardiaques. Les deux lignées
cellulaires présentes dans le coeur sont les cellules endothéliales et les cellules musculaires
lisses, I'équipe a donc induit la différentiation des CS du LAD en ces deux types cellulaires
grace a un milieu défini. Ensuite, les cellules ont été intégrées dans des « scaffolds » a
base d’acide polyglycolique et d’acide poly-I-lactique (PLLA). Aprés analyse histologique,
ils ont observé la formation d’'un collagéne robuste qui est 'un des composants des valves

cardiaques.
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Ainsi, les cellules du LAD ont non seulement été capables de se différencier en cellules
endothéliales et en cellules musculaires lisses, mais elles ont aussi permis une fois intégré
dans une matrice, la synthése d’éléments primordiaux dans de la constitution des valves
cardiaques. Elle pourrait ainsi aboutir a la régénération de valves cardiaques. Elles ont donc

un grand potentiel de régénération du muscle cardiaque.

Exemple de régénération osseuse (crane de rat) in vivo : avec des CS du LAD de (Ge
et coll., 2012) sur la réparation

Dans cette étude, les auteurs ont cherché a réparer la calvaria (vodte cranienne) de rats a
partir d’'un scaffold a base de chitosane contenant des CS du LAD et un « scaffold »réalisé a
partir de chitosan. C’est un biopolymére présentant des propriétés biologiques intéressantes,
notamment pour la régénération osseuse. Les cellules du LAD ont été collectées a partir de
LAD humain et mises en culture. Ensuite, leur différenciation ostéogénique a été induite et
elles ont été intégrées aux matrices a base de chitosane, puis transplantées in vivo chez le
rat pendant 18 semaines. D’apres les résultats de I'implantation in vivo, une nouvelle
formation de tissu osseux a été observée avec la présence de lacunes et d’ostéoblastes
ainsi qu’une infiltration par les vaisseaux sanguins. Les CS du LAD peuvent donc induire une

réparation osseuse in vivo.
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. Collect Mise en culture + | CS du LAD
LAD humain CS du LAD ‘ différentiées en + Scaffold en chitosan

cellules ostéogéniglie cellules osseuse

Transplantation in vivo
(18 semaines)

Résultats:

- nouvelle formation de
tissu (présence de
lacunes et
d'ostéoblastes)

- infiltration par les
vaisseaux sanguins

Figurell : Régénération osseuse via les CS du LAD.

Les études in vitro et in vivo ont montré que les cellules souches du LAD pourraient étre la

clé de la régénération d’'un grand nombre de tissus.
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C. La régénération du parodonte via I'ingénierie tissulaire et les cellules souches

du ligament alvéolo-dentaire est-elle possible?

o Régénération du parodonte avec des cellules souches (CS) du

ligament alvéolo-dentaire (LAD)
Le but ultime de la thérapie parodontale est de restaurer complétement I'attache parodontale
épithélio-conjonctive. L’exclusion des cellules épithéliales permet d’éviter qu’elles interferent
sur le phénomeéne de régénération en créant un épithélium de jonction. Cela favorise donc la
régénération parodontale mais seules les cellules du LAD semblent avoir le potentiel de
créer une nouvelle attache conjonctive. Elles peuvent former de l'os, du cément, et des

structures du LAD et permettraient ainsi la régénération parodontale totale.

e Les études chez I'animal
Plusieurs études ont cherché a démontrer la possibilité d’utiliser des CS du LAD pour le
traitement de la maladie parodontale chez le mini porc (Yi et coll., 2008), le chien (Akizuki

et coll., 2005), et le rat (Iwasaki et coll., 2013).

Tout d’abord, les auteurs ont créé un défaut osseux aprés élévation d’'un lambeau, au
niveau de premieres molaires maxillaires (Ilwasaki et coll., 2013), mandibulaires (Akizuki et
coll., 2005) ou maxillaires et mandibulaires (Yi et coll., 2008).

Une parodontite expérimentale a été créée en supprimant chirurgicalement I'os alvéolaire ;
du tissu ligamentaire a ensuite été suturé autour de la partie cervicale des premieres
molaires traitées (Yi et coll., 2008).

Dans les autres études un défaut parodontal est chirurgicalement créé grace a des fraises
(Akizuki et coll., 2005; Iwasaki et coll., 2013) et des curettes de Gracey (Akizuki et coll.,
2005) en supprimant la totalité du cément (Akizuki et coll., 2005) ou en retirant l'os

alvéolaire, le LAD ainsi que le cément (Iwasaki et coll., 2013).
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Ensuite, les auteurs ont transplanté les CS du LAD au niveau du défaut créé.

L’équipe de Yi a réalisé une transplantation autologue des CS du LAD avec de
I'hnydroxyapatite (Yi et coll., 2008). En effet, la régénération osseuse est principalement liée a
la combinaison de CS du LAD avec une nanohydroxyhapatite. Celle-ci a un réle
considérable dans la régénération osseuse car elle a une composition proche de I'os natif
(Wright et coll., 1996).

L’équipe d’Akizuki a positionné une feuille de polymére, le poly N-isopropylacrylamide
contenant de l'acide hyaluronique et les CS du LAD obtenues a partir de prémolaires
mandibulaires, au niveau du défaut (Akizuki et coll., 2005).

L’équipe de Iwasaki a quant a elle transplanté les CS du LAD de prémolaires sur une
membrane amniotique décellularisée traitée avec du polyéthyléne de glycol, dans des
défauts parodontaux. L’avantage d’avoir une membrane amniotique flexible en tant que
matrice 3D était qu’elle pouvait étre manipulée toute en maintenant les cellules transplantées
en place. Cela permettait aux CS du LAD de bien s’adapter a la surface radiculaire du défaut

et ainsi favoriser la régénération parodontale (lwasaki et coll., 2013).

Enfin, une analyse histologique a été réalisée. Elle a montré que le placement de CS du
LAD au niveau de défauts parodontaux permettait d’obtenir une régénération des tissus
osseux et cémentaires (Yi et coll., 2008).

L’analyse histologique de I'équipe d’Akizuki a montré que trois des défauts traités sur cing
obtenaient une régénération parodontale. Les faibles résultats de I'étude pourraient
s’expliquer par le faible nombre d’échantillons. En effet, la formation osseuse et cémentaire
etait tout de méme supérieure pour les modéles traités par les techniques d’ingénierie
tissulaire avec des CS du LAD que ceux du groupe témoin traité uniquement a l'acide
hyaluronique ou seul un défaut a montré une formation osseuse (Akizuki et coll., 2005).
L’analyse histologique de I'équipe d’lwasaki. a montré que les défauts traités par les CS du

LAD et la membrane amniotique ont obtenu la formation d’'un nouveau tissu parodontal.
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Cependant, la membrane a freiné la régénération a partir d’'un certain temps car elle n’était

pas complétement dégradée ; elle a interféré sur I'orientation du LAD (lwasaki et coll., 2013).

Etapes

Yi et coll., 2008

Akizuki et coll., 2005

Iwasaki et coll., 2013

Animaux

Mini-porc

Chien

rat

Dents traitées

Premiéres molaires

Premiéres molaires

Premiéres molaires

maxillaires et mandibulaires maxillaires
mandibulaires
Création du défaut Suppression Fraises + Fraises

parodontal

chirurgicale d’os
alvéolaire + suture
du LAD

curettes de Gracey

Transplantation des
CS du LAD

Transplantation
autologue seule
avec de
I'hydroxyhapatite et
le phosphate
tricalcique.

Transplantation
autologue avec une
feuille de polymeére,
le poly N-
isopropylacrylamide

Transplantation
autologue avec
membrane
amniotique
décellularisée

Résultats (analyse
histologique)

Régénération des
tissus osseux,
cémentaire et
ligamentaire

Régénération des
tissus osseux, du
cément et du
ligament alvéolo-
dentaire pour 3/5
des défauts traités

régénération
osseuse, houveau
cément et ligament
avec des fibres
insérées
perpendiculairement
a la surface
radiculaire

Figure 12 : Etapes et résultats des études cliniques animales (Yi et coll., 2008 ; Akizuki et coll., 2005 ; Iwasaki et

coll., 2013).

Ces études ont montré lintérét d'utiliser les CS du LAD pour le traitement de défauts

parodontaux chez I'animal. Il est nécessaire de faire des études a plus long terme afin de

parfaire cette nouvelle voie de régénération et permettre son application clinique.
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e Etude de la régénération parodontale sur ’'homme avec des cellules du
ligament alvéolo-dentaire (LAD) : deux études menées en 2010 par Feng

et coll. et Gault et coll.

Ces deux études menées sur 'homme n’ont pas utilisé des CS du LAD mais des cellules

progénitrices du LAD et des cellules du LAD.

Dans l'étude de I'équipe de Feng, les patients sont trois hommes atteints de parodontite
ayant en tout 16 dents a traiter. Les auteurs ont transplanté un « scaffold » a base de
calcitite (un matériau minéral utilisé pour des greffes osseuses, qui par précipitation peut
former une masse solide) et de cellules progénitrices autologues du LAD de leurs
molaires. Ces cellules progénitrices ont été comparées aux CS du LAD grace a une étude in
vitro; elles ont les mémes propriétés. L’analyse du défaut a montré qu’aprés ce traitement,
les paramétres cliniques (profondeur de poche, indice de plaque) étaient améliorés.
Cependant, il n’y avait pas de témoin dans cette étude et I'analyse n’était pas histologique

mais seulement clinique (Feng et coll., 2010).

L’équipe de Gault a utilisé l'ingénierie tissulaire avec les cellules du LAD pour favoriser
l'intégration d’'un implant dentaire sur des sujets humains. lls ont implanté un « ligaplant » :
un implant couvert de cellules du LAD, au niveau de la dent a remplacer pour chaque sujet.
Cliniquement, les auteurs ont décrit une absence d’inflammation et de perte osseuse. Le test
de morbidité qui controlait la solidité des tissus autour de I'implant, a montré que le score des
« ligaplants » était dans la gamme de celui des dents naturelles et différent de celui des
implants ostéointégrés. Cing « ligaplants » sur les huit sont restés en place plus d’'un an dont
trois plus de quatre ans. Les « ligaplants » n’étaient pas en contact avec le tissu osseux de
la zone d’implantation donc une communication a eu lieu entre la surface de l'implant et le
tissu osseux environnant. L’analyse histologique des « ligaplants » défectueux a montré des
résultats encore incertains avec par exemple, la production d’'un os alvéolaire déficient (Gault

et coll., 2010).
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Finalement les CS du LAD, peuvent former ex-vivo, des fibres de collagéne et générer un
néo-cément ainsi que les structures du LAD. Elles auraient ainsi la possibilité de régénérer le
parodonte. Les études réalisées chez I'animal sont prometteuses. Celles réalisées chez
'homme sont encore variables mais encourageantes. Elles prouvent que [lingénierie
tissulaire avec les CS du LAD apporte des bénéfices cliniques aux traitements de la

parodontite (Han et coll., 2013).
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Conclusion

Dans ce rapport bibliographique, nous nous sommes intéressée a l'apport des cellules
souches du ligament alvéolo-dentaire et de I'ingénierie tissulaire a des fins de régénération
parodontale.

Les traitements de la parodontite sont en plein essor, depuis quelques années avec
I'utilisation de techniques de régénération qui sont préférées aux traitements traditionnels

qui entrainent une cicatrisation de type réparation.

Les techniques de régénération des années 1980 telles que la régénération tissulaire guidée
sont encore d’actualité. Cependant, l'utilisation de lingénierie tissulaire avec les cellules
souches du ligament alvéolo-dentaire a ouvert une nouvelle voie de thérapie régénérative

parodontale avec un développement prometteur.

Nous avons mis en évidence que les cellules souches du ligament alvéolo-dentaire ont un
grand potentiel de régénération qui peut étre appliqué a la régénération parodontale.
L’ingénierie tissulaire fournie un support aux cellules souches avec les facteurs nécessaires

a la régénération.

Des études plus poussées doivent étre envisagées pour développer cette thérapeutique. La
difficulté réside dans la création de matrices sans risque immunologique, I'adhésion des
cellules souches du ligament alvéolo-dentaire sur la matrice et la dégradation simultanée de

la matrice avec la régénération du parodonte.
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Résumé :

La parodontite est une pathologie inflammatoire entrainant la destruction des tissus de
soutien de la dent. C’est actuellement un probléme de santé publique. La régénération compléte
des tissus détruis constitue un défi majeur.

Dans cette thése bibliographique, nous nous sommes intéressée a lingénierie tissulaire et a
I'apport des cellules souches du ligament alvéolo-dentaire a des fins de régénération parodontale.

L’ingénierie tissulaire est une discipline qui consiste a renouveler des tissus défectueux. Le
recours a cette technique en parodontologie fait actuellement I'objet d’études. L'objectif est de
contrer les limites des thérapies conventionnelles actuelles qui s’avérent insuffisantes pour obtenir
une régénération compléte et fonctionnelle du tissu parodontale. De plus, les cellules souches du
ligament alvéolo-dentaires, grace a leur capacité de multi-différentiation semblent avoir les
propriétés adéquates pour favoriser la régénération parodontale.

Cette discipline a ouvert de nouvelles voies de recherche dans un but de régénération
parodontale. Les études réalisées chez I'animal sont prometteuses Celles réalisées chez I’homme
sont encore variables mais encourageantes. Elles prouvent que l'ingénierie tissulaire avec les
cellules souches du ligament alvéolo-dentaire mettent en évidence des bénéfices cliniques aux
traitements contre la parodontite.

Rubrigue de classement : Parodontologie
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Ingénierie tissulaire

Mots clés en anglais : Periodontal regeneration

Periodontal ligament stem cells

Tissue engineering
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