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Introduction

Les cellules souches sont aujourd’hui au centre de 1’actualité scientifique, bien que
leur découverte date de plus de quarante ans. D’abord sur le plan médico-légal, par la
révision de la loi de bioéthique de 2004 autorisant par dérogation et sous stricte
surveillance, le travail sur les cellules souches provenant d’embryons humains. Le
développement des banques de stockage met egalement les cellules souches face a une
nouvelle problématique industrielle et commerciale qui divise les états. Enfin, le
nombre de publications sur le sujet ne cesse de croitre, avec un impact scientifique
grandissant, comme le montre le prix Nobel de médecine 2012, remis aux scientifiques
John GURDON et Shinya YAMANAKA pour I’obtention de cellules souches induites
(iPSC : inducted Pluripotent stem cells), a partir de cellules différenciées de 1I’épiderme
humain®, ou encore I’invention du steak haché  partir de cellules souches de beeuf .

Cet engouement pour les cellules souches s’explique en grande partie par le
développement de la médecine « régénérative », basée sur le concept de 1’ingénierie
tissulaire. Le but est de reconstruire un tissu ou un organe entier, identique a I’original
et prét a étre greffé, grace a 3 outils : des cellules, un biomatériau et des « médiateurs
chimiques ».

Comme tous les acteurs des métiers de la santé, le chirurgien-dentiste sera lui aussi
confronté prochainement aux cellules souches et a la médecine régénérative.

Ainsi, ’objectif de ce travail est d’étudier comment les cellules souches pourrait
modifier notre activité future, au travers d’un modéle qui nous semble le plus
susceptible d’étre un jour utilisable: les cellules souches de la pulpe dentaire.

Pour ce faire, nous essayerons de définir dans une premiére partie ce que sont les
cellules « souches », ainsi que tous les sites ou elles pourraient étre présentes au niveau
de la cavité buccale. Ensuite, pour illustrer les aspects technologiques et
expérimentaux, nous étudierons le modéle des cellules souches issues de la pulpe
dentaire. Enfin, nous exposerons synthétiqguement dans une derniére partie, les

différentes applications possibles des cellules souches dans le domaine odontologique.
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| — Les cellules souches « d’origine dentaire »

1 — Les cellules souches

Afin d’utiliser un vocabulaire commun, il est nécessaire de définir clairement ce qu’est une

« cellule souche ».

A) Les cellules souches/indifférenciées : propriétés fondamentales

et réle physiologique

Historiqguement, les premiéres cellules souches isolées, il y a 40 ans par
Friedenstein, étaient issues de la moelle osseuse . Elles se regroupaient en « colony-
forming unit fibroblasts » (CFU-Fs), qui Semblaient capables d’une différenciation
ostéoblastique. Deux types de cellules souches furent ensuite identifiées : les cellules
souches stromales, (BMSSC: Bone Marrow Stromal Stem Cells), qui sont des
progeniteurs hématopoiétiques, et les cellules souches mésenchymateuses (BMMSC :
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells) qui peuvent engendrer de nombreux types
cellulaires comme les adipocytes, les chondrocytes, les ostéocytes et les fibroblastes. Elles
font partie de la famille des MSC (Mesenchymal Stem Cells) et représentent actuellement
la référence (gold standard) a laquelle sont comparées les autres cellules souches en termes

de marqueurs cellulaires, de capacité de prolifération et de différenciation ° .

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées qui ont un pouvoir d’auto-
renouvellement tout au long de la vie de I’individu, elles présentent également la capacité
de se différencier en de nombreux types cellulaires, mais elles n’ont en revanche pas la
structure spécifique d’une cellule spécialisée. Ces cellules participent principalement a la

cicatrisation et au renouvellement du pool cellulaire d’un tissu.

Les cellules souches peuvent étre d’origine anté-natales (embryonnaires), péri-
natales (cordon ombilical) ou post-natales (adultes), et se classent en fonction de leur
potentiel de différenciation plus ou moins important: totipotentes, pluripotentes,

multipotentes, bipotentes ou unipotentes.
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Pour la suite de notre exposé, nous utiliserons le terme de MSC pour Mesenchymal
Stem Cell, aussi appelée CSM pour Cellule Souche Mésenchymateuse.

CST ( 'q‘ ) el a) Cellules souches totipotentes
Q totipotente
v Une cellule souche est totipotente
CSP ‘:) R (CST, Fig. 1) lorsqu’elle est capable de se
“ pluripotente différencier en toutes les cellules d’un
v organisme. Elles sont retrouvées aux

Cellule souche premiers stades du développement de
CSM m mésenchymateuse

I’embryon, jusqu’au stade de la morula

v (quatrieme jour apres la fécondation, stade
> e de 16 a 64 cellules) ***.
CPI précurseur
‘% immarture
/? ? b) Cellules souches pluripotentes
e Callibpidianran Les cellules souches pluripotentes
CPT | B (CSP, Fig. 1) sont issues de 1I’embryon
‘ (jusqu’au 2°™ mois), ou du feetus (du 3™
cD au 9°™ mois). Elles ont la capacité de se
L% Cellule différenciée o
: differencier en tous types de cellules du
mésoderme, de [I’endoderme ou de
.’

Figure 1 : Schéma des différents types de cellules ~ 1’ectoderme, ce qui laisse envisager de
indifférenciées (d’aprés ') L . 9. 10. 12
nombreuses applications cliniques ™ =~ *=

B3 Leur utilisation pose néanmoins un probléme éthique car le prélévement des cellules
souches nécessite la mort de ’embryon. Méme si des exceptions existent, la recherche sur
les cellules souches pluripotentes est normalement interdite en France. De plus, leur
utilisation dans des protocoles d’ingénierie tissulaire expose a un risque de cancérisation et

de rejet immun non négligeable **.
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c) Cellules souches multipotentes

Les cellules souches multipotentes (CSM, Fig. 1) peuvent se différencier en cellules
provenant du méme feuillet embryonnaire : mésoderme (reins, gonades, vaisseaux
sanguins...), ectoderme (épiderme, cornée, moelle épiniere, systéme nerveux...) ou

endoderme (glandes digestives, épithéliums du tube digestif et respiratoire) 10~ *2,

d) Cellules en cours de différenciation

11 s’agit de progéniteurs précoces (CPI, CPT, CD : Fig. 1) qui peuvent se multiplier

et se différencier, mais qui ne possedent plus la capacité de s’auto renouveler.

- Précurseur immature (CPI) = progéniteur uni ou bipotent)
Ces cellules peuvent donner naissance a des precurseurs tardifs, qui possederont un

engagement avancé dans leur différenciation.

- Précurseur tardif (CPT)
Ces cellules sont en cours de différenciation, pour pouvoir jouer le role de cellules

spécialisées (CD) (ex : préodontoblaste).
e) Cellules souches pluripotentes induites (iPSCs)

Les iPSCs (Induced Pluripotent Stem Cells) sont des cellules souches pluripotentes
qui ont été fabriquées en laboratoire a partir de cellules différenciées humaines adultes.
Apreés isolement, une combinaison de plusieurs genes clés, retrouvés actifs dans les cellules
souches (Oct-3/4, Sox2, c-Myc et KIf4), sont introduits par un rétrovirus dans les cellules
différenciées, ce qui leur donne des caractéristiques proche des cellules souches
pluripotentes.

Cette découverte représenterait une avancée majeure dans le domaine des cellules
souches car cela permettrait de contourner les interdits éthiques concernant les cellules
souches embryonnaires. Cependant, 1’utilisation de génes hautement prolifératifs comme

c-Myc, augmente le risque de voir se developper des cancers.
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La transmission germinale de telles cellules pourrait également poser probléme. D'autres
techniques de production doivent donc étre développées pour optimiser et sécuriser ces
iPSCs M*°.

B) Le concept de « niche » cellulaire

La présence de cellules souches est caractérisée dans différents tissus autres que la
moelle osseuse, comme 1’épiderme *, les follicules pileux *', les muscles squelettiques *,

le cerveau *° et la pulpe dentaire %°.

Ces cellules seraient retrouvees, dans des zones bien spécifiques appelées
«niches », qui sont des micro-environnements particuliers au sein des tissus et qui
influencent le devenir des cellules souches (attente, auto-renouvellement ou
différenciation) 2*%*.

Une « niche » est un concept basé sur un ensemble de cellules en trois dimensions
au centre duquel se trouve la cellule souche «mere» ou «originelle » qui s’auto-
renouvelle tout en créant des cellules filles progénitrices, par un phénomene de division

asymétrique (Fig. 2).

Autorenouvellement

T

Diftérenciation

” :

Figure 2 : Schéma de division asymétrique d’une cellule souche

.

¢ -

(grise) en une cellule entamant un mécanisme de différenciation (rouge)

et en une cellule souche « fille » (grise)®
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Ces cellules filles progénitrices ont une capacité d’auto renouvellement plus
limitée, mais un taux de prolifération beaucoup plus élevé que la cellule « mére », elles
sont plus engagées dans une voie de différenciation, tout en conservant une certaine
plasticité. En périphérie, les cellules sont de plus en plus spécialisées, mais elles n’ont plus
les particularités de la cellule souche. Il existe également d'autres types cellulaires de
soutien qui générent un environnement riche en facteurs et en molécules, servant a
maintenir I'état indifférencié des cellules souches, et a les préserver de 1’apoptose ou de
I’épuisement 26,21

La communication entre ces différentes cellules et entre les cellules et leur
environnement permet le maintien du statut quiescent (état de repos) de la « niche », mais
la réactivité aux stimuli externes en fait un systeme dynamique. La moelle osseuse serait le
plus grand site de niches de MSC du corps humain, dans lesquelles des interactions
peuvent se produire avec les cellules souches hématopoiétiques. 1l existe par exemple des

niches endo-osseuses et/ou périvasculaires .
C) Isolement et marqueurs cellulaires

Les cellules souches sont une trés infime partie de la population cellulaire totale
d’un tissu puisqu’elles représenteraient seulement 1 a 4% de cette population, en comptant
les cellules progénitrices, ce qui rend leur isolement complexe et trés souvent hétérogene
2229 Des étapes de purification seront impératives pour pouvoir exploiter correctement ces
cellules en laboratoire, puis en clinique.

Des caracteres physiques tels que la morphologie, les éléments cellulaires présents,
ou leur capacité d’adhérence sur certaines surfaces, sont utilisés pour reconnaitre ces
cellules.

Dans la moelle osseuse, par exemple, les BMSSC et les BMMSC ont de nombreux
marqueurs cellulaires en commun, ce qui rend obligatoire la recherche de marqueurs

spécifiques afin de pouvoir différencier et séparer les deux populations cellulaires.
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Par exemple, selon Dominici et Rodriguez-Lozano, pour qu’une colonie soit
considérée comme cellules souches mésenchymateuses, elle doit étre adhérente en culture
standard, elle doit avoir un potentiel de différenciation in vitro en ostéoblastes, adipocytes
et chondrocytes, et son immunophénotypage doit présenter au moins 95% de cellules
positives pour le marqueur CD 105, CD 73 et CD 90 et moins de 2% de cellules positives
pour le marqueur hématopoiétique CD45, le marqueur endothélial CD34, les marqueurs
des monocytes et des macrophages CD11b et CD14, et les marqueurs lymphocytaires
CD19 et CD79a, ou HLA-II 33, Ces critéres qui servent actuellement de référence sont
ceux de I’International Society for Cellular Therapy.

Malgre tout, il existe une variabilité de réponse aux protocoles de différenciation et
dans I’expression de ces marqueurs, en fonction de la technique d’isolement, du milieu de
culture, du temps de culture, de la source cellulaire, ce qui entretient la question de

I’hétérogénéité des populations cellulaires isolées.

La séparation des différents types de cellules souches reste aujourd’hui une
étape difficile, et la recherche de nouvelles techniques d’isolement ou de marqueurs
membranaires spécifiques (ou combinaison de marqueurs) permettrait d’affiner

I’isolement de ces cellules et de cultiver des populations plus homogénes.
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2 — Les cellules souches d’origine « dentaire » et « péri-dentaire »

Les cellules souches d’origine dentaire (Fig. 3) ont les mémes propriétés que les
MSC, a savoir, I’auto-renouvellement et le potentiel de différentiation en plusieurs lignées
cellulaires. Ces cellules sont retrouvées dans de nombreuses zones de 1’organe dentaire,
comme la pulpe, le ligament parodontal, le follicule dentaire, ou la papille apicale de la
dent permanente, ou déciduale. La physiopathologie de ces différents types cellulaires est

encore méconnue, mais elles semblent jouer un role dans I’homéostasie de I’organe %.

DPSCs SHED

Figure 3: Schéma des différentes cellules souches de 1’organe dentaire

SHED (cellules souches des dents déciduales), DPSC (cellules souches de la pulpe dentaire),

PDLSC (cellules souches du ligament parodontal), SCAP (cellules souches de la papille apicale),

DFSC (cellules souches du follicule dentaire) *°

A) Cellules souches des dents lactéales (SHED)

Les cellules souches des dents lactéales exfoliées, appelées aussi SHED pour Stem
cells from Human Exfoliated Deciduous teeth, représentent une source de cellules souches
multipotentes post-natales facilement accessibles, qui peuvent étre isolées et cultivées ex
vivo * (Fig.3).
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Elles présentent également un taux de prolifération, et une vitesse de doublement de
population plus élevés que les cellules souches pulpaires et que les BMSSC (SHED >
DPSC > BMSSC), mais ne peuvent étre recueillies que chez I’enfant 32,

Leur plasticité est élevée et elles peuvent se différencier en cellules neuronales, en

%334 ou induire une différentiation ostéogénique,

adipocytes, en myocytes, en chondrocytes
voire dentinogénique lors d’une implantation in vivo *. Les SHED permettent aussi le
recrutement de cellules ostéogéniques ** *. Les dents de lait ne sont pas seulement un
guide pour les dents définitives, mais elles sont aussi impliquées dans I’induction de la

% Une différenciation en odontoblastes est

formation osseuse, lors de leur éruption
possible, mais, a I’inverse des DPSC, elles ne sembleraient pas capables de régénérer un
complexe dentino-pulpaire complet in vivo si elles ne sont pas associées a d’autres cellules
souches *,

Les SHED exprimeraient des molécules de surface comme STRO-1 et CD146
(MUC 18), et elles se situeraient dans un microenvironnement périvasculaire . Des
marqueurs neuronaux et gliaux sont également exprimés lors d’une implantation in vivo
chez la souris, signe du potentiel neurogénique de ces cellules provenant de la créte
neurale, et de leur capacité a se différencier en cellules « neural-like » *. Les SHED
seraient une population cellulaire multipotente, potentiellement plus immature que les

38 Elles sont d’ailleurs nommées « Immature

autres cellules stromales post-natales
DPSC » (IDPSC), par I’équipe de Kerkis .

Karatz a également étudié les cellules souches de la pulpe des dents natales, ou
hNDP (human Natal Dental Pulp), qui sont de petites dents sans racines présentes a la
naissance du nourisson, mais la rareté d’apparition de ces dents (1/3000 naissances), ne

permet pas de les qualifier de source fiable pour de 1’ingénierie tissulaire 39,40

B) Cellules souches de la papille apicale (SCAP)

Les cellules souches de la papille apicale, ou SCAP : Stem Cells of Apical Papilla,
sont des MSC qui se situent dans la région apicale de la racine des dents permanentes
immatures (Fig.3). Le tissu appelé papille apicale est distinct de la pulpe dentaire. Il
contient moins de cellules et de vaisseaux que celle-ci et en est séparé par une zone apicale

riche en cellules (Fig.4, 5).
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Figure 4: Anatomie de la papille apicale.

A- Papille apicale (fleches blanches) fixée sur les racines d’une dent de sagesse humaine en développement. B-
Coloration Hématoxyline et éosine d’une racine en développement. (R) diaphragme épithélial (fleche) et la zone apicale

riche en cellules (triangles). C- Papille apicale prélevée pour Iisolement des cellules souches L.

Les SCAP ont un role dans la formation continue des racines dentaires. En effet,
elles semblent étre la source des odontoblastes primaires, responsables de la formation de
la dentine radiculaire, alors que les DPSC seraient plutdt la source d’odontoblastes de
remplacement, qui forment la dentine tertiaire. Dans une étude realisée sur « mini-
cochons », D’ablation chirurgicale de la papille apicale a un stade précoce du
développement radiculaire stoppe celui-ci. Le tissu pulpaire demeure intact et les autres
racines de la méme dent dont la papille apicale était toujours présente ont un
développement complet 2. Ces SCAP semblent se concentrer au niveau de « niches »
périvasculaires, mais elles peuvent également étre éparpillées dans le tissu **.

Ces cellules possédent une capacité de différenciation odontogénique inférieure aux
DPSC, ainsi qu’un potentiel de différenciation adipogénique in vitro ***. Cependant,
comme les DPSC, les SCAP sont capables de recréer un complexe dentino-pulpaire
fonctionnel in vivo lorsqu’elles sont transplantées dans une matrice appropriée

(hydroxyapatite/phosphate tricalcique) %.
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Figure 5: Photo de la papille apicale d’une dent de sagesse mandibulaire jumelée avant la fin de son
édification radiculaire

C) Cellules souches du ligament parodontal (PDLSC)

Les cellules du ligament parodontal, ou PDLSC pour PerioDontal Ligament Stem
Cells sont des cellules souches qui peuvent étre prélevées a la surface des racines extraites
(Fig.3). Le ligament parodontal est constamment sous l'effet des forces masticatoires, et
ces cellules souches jouent un réle endogéne en maintenant un nombre cellulaire constant
au sein de ce tissu.

Des études antérieures ont montré que le ligament parodontal contenait des
populations cellulaires capables de former soit du cément (cémentoblastes), soit de 1’os
(ostéoblastes) ****. La présence de ces différents types cellulaires suggére que le ligament
parodontal contient des progéniteurs cellulaires qui maintiennent 1’homéostase tissulaire et
assurent la régénération du parodonte. Les « niches » ol sont principalement retrouvées
les PDLSC semblent étre périvasculaires et extravasculaires “°.

Les PDLSC expriment le marqueur des MSC STRO-1, et les critéres minimum de
I’International Society for Cellular Therapy %. Des analyses ont montré I’expression de
marqueurs cémentoblastiques et ostéoblastiques *’. Ces cellules sont ainsi capables de se
différencier, in vitro, en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes, selon les conditions de

culture 40,
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I est possible d’observer in vivo la formation de tissu s’apparentant au ligament
parodontal. Une structure cément/ligament parodontal peut étre régénérée apres
transplantation de PDLSC chez des souris immunocompromises 2. Cette structure est
complétement différente de la structure de la moelle osseuse des BMMSC, ou de la
structure dentino-pulpaire des DPSC.

Les PDLSC synthétisent un collagene de type I, trés dense, qui est capable de se
connecter avec le cément nouvellement formé, pour simuler des fibres de Sharpey
physiologiques, responsables d’un attachement fonctionnel entre le cément et le ligament
parodontal. 11 est possible d’en déduire qu'une sous population cellulaire serait capable de
se différencier en cémentoblastes/cémentocytes, et une autre population en cellules
synthétisant le collagéne in vivo %.

Aprés transplantation de PDLSC humaines au niveau de défauts parodontaux chez
la souris, une régénération du tissu ligamentaire est observée, ainsi qu’une étroite
proximité entre les PDLSC et les trabécules osseuses proches de la zone ligamentaire

OSSN r . . . O . r . 47
régénérée, suggérant leur implication dans la régénération de 1’os alvéolaire ™.

D) Cellules souches du follicule dentaire (DFSC)

Le follicule dentaire est un tissu qui entoure 1’organe amélaire et la papille dentaire
lors du développement du germe dentaire avant son éruption, il peut néanmoins persister

tout au long de la vie de I’individu, dans le cas de dents incluses (Fig.3, 6).

Figure 6: le germe dentaire.

Le tissu folliculaire enveloppe I’organe dentaire et la papille dentaire.

Le germe présente deux poles : le pole apical (PA) et le pdle coronaire (PC) *
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Ce tissu contient des cellules progénitrices, appelée DFSC pour Dental Follicle
Stem Cells, qui forment le périodonte, le cément, le ligament parodontal et 1’os alvéolaire
%2 Elles sont issues des crétes neurales et présentent donc un potentiel de différenciation
similaire a celles-ci >°.

Ces precurseurs cellulaires ont pu étre isolés a partir de follicules dentaires humains
de dents de sagesse incluses ou a I’état de germe, avant la formation radiculaire >°.

Comme les autres cellules souches dentaires, ces cellules forment un petit nombre de
colonies clonogéniques adhérentes aprés digestion enzymatique du tissu 2.

Les DFPC montrent une capacité de différenciation ostéogénique in vitro apres
induction. Nous pouvons voir une expression de la protéine d’attachement cémentaire et de
la protéine cémentaire 23 (CP-23), qui sont deux marqueurs cémentaires spécifiques,
lorsque ces cellules sont stimulées en culture par BMP-2 et BMP-7 >*. Aprés mise en
contact avec différents éléments d’induction de différenciation, il a été observé que les
DFSC peuvent se différencier in vitro, en neurones, ostéoblastes, adipocytes et autres types

cellulaires >3,

Lorsque des DFPC sont transplantées in vivo, un tissu fibreux et rigide est obtenu. Il
n’y a pas de formation de dentine, de cément ou d’os, peut étre en raison du faible nombre

de cellules dans la culture de départ °**°.

E) Cellules souches pulpaires (DPSCs)

La pulpe dentaire est un tissu mou localisé au milieu de la dent, entouré par trois
tissus minéralisés: 1’émail, la dentine et le cément (Fig.3). La pulpe contient des fibres
nerveuses et des vaisseaux sanguins, ainsi que plusieurs types cellulaires, incluant des
fibroblastes qui synthétisent la matrice extracellulaire et les odontoblastes qui forment le
complexe pulpo-dentinaire avec la dentine. En cas d’agression de la dent, les odontoblastes
détruits sont remplacés grace a la présence de cellules souches/progéniteurs pulpaires > °’.

Les « cellules souches pulpaires » ont été découvertes par Fitzgerald, en 1990, qui
observait des cellules de type fibroblastique, capables de se différencier en odontoblastes,

en réponse a une agression chimique ou mécanique ayant entrainé la mort d’odontoblastes

matures .
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L’équipe de Gronthos est la premiére a les avoir identifiées et nommees en tant que
DPSC, aprés comparaison avec des BMMSC %°. Ces cellules souches pulpaires
représentent un stock important et accessible de cellules souches post-natales.

Physiologiquement, ces DPSC seraient dans un état quiescent, mais lors d’une
agression bactérienne, comme la carie, elles peuvent étre activées pour permettre un
phénomeéne de cicatrisation pulpaire, grace a la formation de cellules spécialisées
« odontoblast-like » qui seront acheminées jusqu’au licu de 1’agression pour prendre le
relais des odontoblastes détruits °.

Shi a démontré que I’expression des marqueurs de cellules souches STRO-1 et
CD146 dans la pulpe est restreinte aux pourtours des vaisseaux sanguins, mais absente
dans le tissu fibreux environnant, la couche odontoblastique et la gaine nerveuse
périphérique, ce qui semble indiquer que les niches de DPSC pourrait étre localisées dans
les régions périvasculaires de la pulpe dentaire 2. Les DPSC positives & STRO-1
expriment des antigénes vasculaires comme le facteur de Von Willebrand, CD146 et
I’antigéne associé au péricyte (3G5), ce qui suggere que ces cellules pourraient avoir une
origine vasculaire et leur localisation histologique peut étre apparentée au systéme

microvasculaire de la pulpe %.
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Il — Les cellules souches de la pulpe dentaire : isolement,

amplification et différenciation

Les DPSC représentent une source tres accessible de cellules souches, notamment
au niveau des germes des dents de sagesse qui sont extraites et jetées quotidiennement, les
dents étant considérées comme des déchets biologiques dans les cabinets dentaires. Elles
présentent un taux prolifératif supérieur de plus de 30% a celui des cellules de type
BMMSC de références 2°%, et peuvent facilement étre cultivées et amplifiées ex-vivo .
Ainsi nous allons illustrer dans cette partie les différentes étapes qui permettent d’isoler,

d’amplifier et de différencier des cellules issues de la pulpe dentaire humaine.

1 — Prélevement et isolement des cellules

Dans les études, il existe différents protocoles pour parvenir a récupérer la pulpe
dentaire. En effet, la dent peut étre prélevée sur I’arcade a différent temps de son
embryogenése selon la classification de Nolla® (Fig.7). Lorsque la dent est & un stade
tardif de son évolution (Stade 8 a 10), il faut nécessairement couper la dent au disque
diamanté ou avec une turbine, pour parvenir a récupérer la pulpe. Cependant, s’il est
possible de la récupérer a un stade précoce, lorsque la dent n’a pas terminé son édification

radiculaire (stade 4 a 7 de la classification de Nolla), I’isolement de la pulpe est simplifié.

il 8000 ...
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Figure 7 : Classification de Nolla :

les différents stades d’évolution de la dent et de sa racine %
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Les patients doivent étre avertis au préalable que leurs dents seront conservées et
que leur contenu pourra servir a la recherche biomédicale mais qu’aucun bénéfice
commercial, industriel ou pharmaceutique, n’en sera tiré. Le préléevement se fait apres

veérification du statut sanitaire du patient grace a une anamnése médicale poussée.

Figure 8 : Photo de dents de sagesse maxillaire et mandibulaire juste aprés extraction

chez une patiente de 16 ans

Une fois la dent extraite (Fig.8), elle est nettoyée a 1’aide d’une compresse, puis
stockée dans un tube de collection contenant une solution stérile supplémentée en

antibiotiques (Fig.9).

Figure 9 : Photo de collecte de dents dans un tube de collection provenant d’une patiente de 20 ans

(Photo Dr.Ducret)
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Elle doit étre acheminée au laboratoire pour récupérer la pulpe dans les 24 heures
qui suivent 1’avulsion. Pour les dents ayant terminé leur édification radiculaire, la pulpe
camérale est prélevée apres section de la dent a la limite émail/cément (Fig.10). Cette
technique, productrice de chaleur et de contraintes mécaniques endommage partiellement
la pulpe dentaire, c’est pourquoi le prélevement se fait préférentiellement a un stade

précoce de I’édification radiculaire.

Figure 10 : Photo de dent de sagesse maxillaire sectionnée a 1’aide d’un disque, aprés extraction, en vue du

prélévement pulpaire.

Dans tous les protocoles, la pulpe est récupérée, décontaminée puis fractionnée en
fragments allant de 0,5 & 2mm?, pour réaliser ensuite une culture d’explants, ou alors une

digestion enzymatique (Fig.11, 12).

Figure 11 : Photo de récupération de la pulpe dentaire d’une dent au stade 4 ou 5 de Nolla, la pulpe est

prélevée a I’aide d’une précelle. (photo Dr.Ducret)
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Figure 12 : Photo de fractionnement de la pulpe avec un scalpel pour obtenir des explants d’0,5 4 2 mm?
(Photo Dr.Ducret)

A) Techniques d’isolement
a) Explant

Il s’agit d’une technique décrite notamment par Couble et son équipe, pour obtenir
des odontoblastes en culture primaire, mais aussi reprise par d’autres pour la culture de
cellules souches de la pulpe dentaire ° ®. Elle consiste en une découpe de la pulpe en
explants dont la taille ne dépasse pas 1 a 2 mm3 (Fig.13). Ces explants sont ensuite mis en
culture dans des boites de Pétri contenant du milieu qui a été enrichi en antibiotiques, en
antifongiques, et en sérum de veau. La culture est réalisée dans un incubateur a 37°C sous
5% de CO, Aprés 4 a 8 semaines, si les cellules sont gardées en culture, une matrice

extracellulaire minéralisée est synthétisée °%2,

Figure 13 : Photo montrant I’isolement de DSPC par culture d’explants dans différentes boites de Pétri pour
une méme patiente n°16 (Photo Dr.Ducret)
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b) Dissociation par dispase/collagénase pendant une heure

Figure 14 : Photo représentant des fragments de pulpe dentaire pendant la digestion enzymatique
(Photo Dr.Ducret)

Lorsque la pulpe a été extraite de la dent puis séparée en fragments d’un mm?, elle
subit une digestion enzymatique visant a transformer le tissu pulpaire en une suspension de
cellules individualisées (Fig.14). Pour ce faire, une solution de collagénase de type I,
(enzyme capable de rompre les liaisons peptidiques du collagene de type I. Elle facilite la
destruction des structures extracellulaires), de dispase sont utilisées a 37°C pendant une

heure 2* % La suspension de cellules individualisées est obtenue en passant la mixture
0

précédente a travers un tamis de 70pum, afin d’éliminer les contaminants tissulaires 2
B) Technique de purification

a) Par migration

Figure 15 : Photo de microscopie inversée montrant des cellules en migration a partir d’un fragment de pulpe

(Photo Dr.Ducret)
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Cette technique non agressive permet d’isoler des cellules par migration et
multiplication (Fig.15). Cette technique s’applique principalement dans le cadre de la
culture d’explants, et évite aux cellules de subir le bain enzymatique (collagénase/dispase),

qui peut étre néfaste pour leur viabilité et donc pour de futures expérimentations clinigques.

b) Par adhésion au plastique

Figure 16 : Photo de microscopie représentant des DPSC en culture sur une boite de Pétri
(Photo Dr.Ducret)

Apres avoir eté dissociées en cellules individuelles, les DPSC comme toutes les
cellules souches mésenchymateuses ont la propriété d’adhérer au plastique des boites de
Pétri *> ?° (Fig.16). Cela permettrait d’éliminer des contaminants cellulaires comme
certains précurseurs ou cellules souches hématopoiétiques présents dans la pulpe, mais il
persisterait de nombreux contaminants de type monocytaires et/ou fibroblastiques.

c) Par taille

Il a ét¢ montré que la petite taille est 1’une des principales caractéristiques des
cellules souches adultes. Ces petites cellules ont une viabilité majeure, une capacité de
prolifération et de régénération supérieures aux cellules plus larges ® . Pendant la
différenciation odontoblastique des DPSC, le volume des cellules va augmenter
significativement par un long processus cellulaire, impliquant que les DPSC

indifférenciées sont une population cellulaire & petit diamétre ®.
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human tooth

single cell suspension

i ) 3 pm strainer E —— e

dental pulp

dental pulp stem cells
Figure 17 : Schéma du protocole d’isolement par la taille cellulaire
La pulpe dentaire est recueillie & partir d’une dent nouvellement extraite et subit une digestion enzymatique
afin de préparer la suspension de cellules individualisées. Cette suspension est ensuite passée
successivement dans des tamis de 20um puis 3um, afin de récupérer la faction cellulaire de diametre compris

entre 3um et 20pm.®’

Avec cette approche, les populations cellulaires de petite taille qui contiennent
beaucoup de cellules souches peuvent étre isolées a partir d’une suspension de cellules

individuelles, et les DPSC serait ainsi purifiées ®’ (Fig.18).

(9

Figure 18 : Photo d’élimination des débris cellulaires par tamis a 20um apres bain enzymatique

(Photo Dr.Ducret)
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d) Par tri cellulaire par action Magnétique/Fluorescente (Cell

Sorting)
Le Cell Sorting, ou tri cellulaire, est une technique visant a identifier, quantifier et
séparer les cellules en fonction de leurs propriétés intracellulaires (ADN, ARN, protéines)

ou extracellulaires (taille, morphologie, antigenes de surface).

- Tri cellulaire magnétique (Fig.19)

human tooth
dental pulp
— \ /ﬁ single cell suspension
/ i o
cells/beads in magnetic field
e s
\/ v
dental pulp stem cells \

\
incubation with primary and secondary
antibody conjugated with magnetic beads

Figure 19 : Schéma du protocole de tri cellulaire activé par magnétisme
La pulpe dentaire est transformée en suspension cellulaire par digestion enzymatique. Cette suspension est
incubée en présence d’un anticorps monoclonal primaire dirigé contre un marqueur de surface cellulaire
caractéristique des cellules souches mésenchymateuses (STRO-1), couplé a une « bille magnétique », puis est

ensuite passée dans un champ magnétique qui va retenir uniquement les cellules d’intérét.®’

Le tri cellulaire magnétique permet d’identifier les cellules en fonction de leur
phénotype, et plus particulierement en fonction des antigénes presents a leur surface, en les
soumettant a un champ magnétique.

Il existe des cellules ayant naturellement des propriétés magnétiques, comme
I’hémoglobine des érythrocytes ou des bactéries magnéto-tactiques. Pour les autres cellules
a trier, il faut leur adjoindre des particules magnétiques afin qu’elles soient différenciées

des cellules ne réagissant pas au champ magnétique (Fig.20).
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Il est donc possible de le faire par technique directe, a 1’aide d’un anticorps dirigé
contre un antigéne de surface propre au type cellulaire qui doit étre isolé. Une particule
magnétique est au préalable fixée sur cet anticorps (Fig.21).

La technique indirecte ne differe de la premiére que par le fait que le premier
anticorps n’est pas directement fixé a la particule magnétique, mais nécessite la présence
d’un second anticorps, dirigé contre le premier, qui est lui-méme fixé a la particule
magnétique.

Cellule marquée directement Cellule marquée

indirectement

e
f

Antigéne de surface

a
Antigéne de surface

Anticorps spécifique

Anticorps spécifique A particule magnétique

/
>/—0

Ac secondaire

particule magnétique

Figure 20 : Schéma du marquage des cellules d’intérét de fagon directe ou indirecte & 1’aide d’anticorps

dirigés contre les marqueurs membranaires des cellules indifférenciées **°

I I

[
\J U/
= A
” I\ i .
negative © | positive
fraction < “| fraction
\ &

Figure 21 : Schéma du protocole de tri cellulaire magnétique par sélection positive
I. Les cellules non marquées passent a travers la colonne sans étre retenues et sont éliminées.

. Le champ magnétique est ensuite inactivé de facon & récupérer les cellules marquées.**!
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Dans les deux cas, la population cellulaire a isoler est marquée. Elle est retenue par le
courant magnétique d’un aimant, permettant d’évacuer les cellules non marquées. Il est
possible d’effectuer une sélection positive en marquant les cellules d’intérét, ou une
sélection négative en marquant toutes les cellules sauf celles qui doivent étre isolées, car le
marquage pourrait dénaturer ou activer ces cellules et donc empécher le travail de

recherche ultérieur.
- Tri cellulaire active par fluorescence ou Cytométrie de flux (Fig.22)

Le principe de cette technique est sensiblement le méme que pour le tri cellulaire
magnétique. Il s’agit en effet de trier des cellules en solution en les liant a une ou plusieurs
molécules fluorescentes, appelées fluorochromes. Ceux-ci sont fixés aux cellules grace a
un ou plusieurs anticorps dirigés contre des marqueurs membranaires spécifiques des
cellules. Les cellules sont ensuite passées devant un laser qui peut analyser, dénombrer et
méme trier physiquement les cellules marquées, en fonction de leur morphologie, de leurs
organites intracellulaires ou de leur fluorescence. C’est la lumicre réémise par le
fluorochrome apres absorption de la lumiere laser qui permet ce tri. Ce procédé d’analyse
individuelle (cellule par cellule) est multiparamétrique et peut s’effectuer a la vitesse de

plusieurs milliers d’événements par seconde.
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Figure 22 : Schéma du protocole de tri cellulaire par fluorescence
Les cellules souches en solution sont marquées avec un fluorochrome avant de passer devant la lumiére du laser qui va

les trier en fonction de leur fluorescence.''’
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2 — Potentiel de différenciation in vitro/ in vivo

Apres avoir détaillé le protocole d’obtention des DPSC, 1’objectif de cette partie est
de montrer qu’en fonction du microenvironnement dans lequel elles sont placées, in vitro
et in vivo, les DPSC semblent capables de suivre une voie de différenciation spécifique de
type mésenchymateux, et parfois ectodermique ou endodermique (Fig. 23). Ces résultats
offrent de nombreuses pistes pour des applications thérapeutiques futures.

Figure 23 : Photo de microscopie a fluorescence de cellules souches mésenchymateuses isolées a partir de
pulpe dentaire humaine %

A) Différenciation ostéoblastique

Afin de différencier les DPSC en cellules de type ostéoblastique (Fig. 24), capables
de produire une matrice minéralisée, il est généralement conseillé d’utiliser un milieu de
culture supplémenté en sérum, en déxaméthasone, en acide ascorbique-2-phosphate, et en
B-glycérophosphate. Les cellules sont ensuite incubées a 37°C sous 5% de COg, et le
milieu de culture est changé deux fois par semaine. A I’issu de différents temps de culture,
les cellules entament une différenciation ostéogénique en exprimant des génes comme
Iostéocalcine, 1’ostéopontine ou Runx2 et en synthétisant une matrice minéralisée & %,

Pour confirmer ces travaux in vitro, d’ Aquino et son équipe ont par exemple montré
en 2007 le potentiel de différenciation in vivo des cellules souches pulpaires en tissu
osseux. Apres transplantation dans des « puces » de trame osseuse ou des matrices de

polymeres chez le rat immunocompromis, ils obtenaient une formation d’os adulte complet

avec une néovascularisation 2,
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Une autre étude, réalisée chez le chien, confirme qu’un mélange de plasma riche en
plaquettes (PRP) avec des DPSC, introduits au moment de la pose d’un implant recouvert

d’hydroxyapatite, induit la formation d’os et favorise I’ostéointégration de I’implant %,

Cette formation de tissus minéralisés pourrait permettre une solidification
plus rapide de fractures, un comblement osseux aprés extraction dentaire, ou encore
la reconstruction de défauts osseux provoqués une ostéoradionécrose chez les patients

ayant subi une radiothérapie.

B) Différenciation adipocytaire

Aprés 5 semaines de culture de DPSC dans un environnement contenant un cocktail
adipogénique (isobuthylméthylxanthynes, hydrocortisone, indométacine), 1’équipe de
Gronthos a montré des agglutinations de lipides positifs a I’0Oll Red O. La capacité de
différenciation adipocytaire est confirmée par 1’augmentation de 1’expression des genes
comme PPARy2 (peroxysome proliferator-activated receptor y2) ou de la LPL
(lipoprotéine lipase) % °°.

Par la suite, ces résultats ont été confirmes par différentes équipes, comme
d’Aquino par exemple, qui ont utilis¢ un milieu de culture supplémenté avec de la
dexaméthasone, de I’insuline recombinante humaine, de I’indométhacine, et du 3-isobutil-
1-méthyl-xantine. Afin d’identifier les cellules lipidiques, les auteurs ont réalisé une
analyse immunohistochimique avec des anticorps anti-adiponectine et anti-PPAR-y

(peroxysome proliferator-activated receptory) >°.

C) Différenciation chondrocytaire

Pour obtenir une différenciation chondrocytaire (Fig. 24), les cellules de pulpe
dentaire sont mises en culture dans un milieu contenant du sérum, de 1’acide ascorbique-2-
phosphate, du TGF- et de la déxaméthasone. La coloration au bleu de toluidine indique la
présence de GAG (Glycosaminoglycansulfatés), caractéristique d’un tissu de type
cartilagineux. La matrice extracellulaire de ces cellules est positive a la coloration aux
anticorps anti-collagéne Il. Ces marqueurs sont spécifiques du tissu cartilagineux car ce

collagene est principalement sécrété par des chondrocytes.
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Ces expérimentations prouvent la capacité de différenciation des DPSC en
cellules de type chondrocytes en présence d’un milieu de culture spécifique, ce qui
laisse imaginer des applications thérapeutiques pour les traumatismes ou les usures

du cartilage comme ’arthrose 0,

A noter aussi que les cellules souches dentaires sont utilisées pour explorer la
mécanotransduction obtenue lors de la compression dynamique cyclique pour la

chondrogenése .
D) Différenciation neuronale

Afin d’obtenir une différenciation en cellules neuronales (Fig. 24), les DPSC sont
placées en milieu de culture contenant du serum bovin, du bFGF (basic Fibroblast Growth
Factor), de I’acide ascorbique, du L-glutamine, pour 24 heures a 37°C sous 5% de CO,. Le
milieu de culture est ensuite changé afin d’y intégrer les facteurs trophiques nécessaires a
la différenciation neuronale des cellules, comme le facteur de croissance dérivé du cerveau
BDGF (Brain Derived Growth Factor), le facteur de croissance dérivé des plaquettes, et le
facteur de croissance fibroblastique. Le milieu de culture est renouvelé tous les 3 jours
pendant 14 jours. A I’issu de ce protocole de différenciation, Huang et son équipe ont
montré que les DPSC peuvent promouvoir la prolifération et la différenciation de cellules

neuronales in vivo dans I"hippocampe d’une souris.

Ces résultats indiquent que ces cellules ont un potentiel thérapeutique
intéressant pour les traumatismes ou les pathologies touchant le systeme nerveux

central et périphérique. %

E) Différenciation musculaire

Pour stimuler la différenciation myogénique (Fig. 24), les DPSC peuvent par
exemple étre mises en culture avec une lignée cellulaire comme C2C12, qui est une lignée
cellulaire myogénique de souris, afin de tester la capacité des DPSC a fusionner et

participer a la formation de nouvelles fibres myogéniques.
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Ces cellules ont été mises en co-culture dans un milieu contenant du L-glutamine,
du bicarbonate de sodium, du glucose et du sodium pyruvate, pour permettre la
différenciation myogénique, pendant une semaine. Les auteurs ont réalisé ensuite une
double immunofluorescence afin de veérifier la bonne différenciation des cellules
musculaires .

Les DPSC ont également été testées sur un modele de rats souffrant d’infarctus du
myocarde. Apreés transplantation des DPSC au niveau du site 1ésé via une injection, une
réduction de la surface d’infarctus est observée, ainsi qu’une amélioration de la fonction

ventriculaire et une néoformation vasculaire 4 proximité de I’infarctus 2.

Cela laisse entrevoir des perspectives thérapeutiques pour les patients
souffrant de lésions cardiaques hypoxiques (infarctus) ou de dégénérescences

musculaires (myopathie de Duchenne).

F) Différenciation hépatocytaire

Afin d’obtenir une différenciation en cellules hépatocytaires (Fig. 24), les DPSC
sont mises en culture dans un milieu contenant du sérum bovin, des antibiotiques, de la L-
glutamine, de la dexaméthasone, de I’insuline-transferrine-séléniumX, et de 1’oncostatine
pendant 11 jours. Cette différenciation est ensuite évaluée par dosage des marqueurs
spécifiques des hépatocytes (AFP et CK19), de I’albumine, ainsi que par les changements
morphologiques des cellules ",

Ikeda et son équipe ont prouvé que les DPSC peuvent efficacement prévenir
I’extension de fibroses du foie induites chez le rat, diminuer 1I’inflammation locale du tissu

et potentialiser le retour de la fonction hépatique ™.

Ces résultats pourraient étre utilisés chez les patients souffrant de cirrhoses,

d’hépatites, ou de carcinomes hépatocytaires .

G) Différenciation mélanocytaire

En suivant un protocole de différenciation adapté, les DPSCs semblent pouvoir
acquérir une similarité avec un mélanocyte mature in vitro '* ™ (Fig. 24). En effet, les
cellules deviennent morphologiquement proches, car elles forment des mélanosomes et

expriment des marqueurs spécifiques (DOPA ou MART-1).
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Cela peut s’expliquer par l'origine commune des DPSCs et des mélanocytes, qui

proviennent toutes deux des crétes neurales ™.

Ces résultats pourraient trouver des applications cliniques chez les patients
souffrant de dépigmentation ou qui recoivent des greffes de peau ”.

Se

00

Figure 24 : Schéma synthétisant les différentes applications médicales possibles utilisant des cellules

souches pulpaires

42
LAX-COMERRO
(CC BY-NC-ND 2.0)




I11 — Perspectives odontologiques

L’ingénierie tissulaire & partir de cellules souches « dentaires » est un sujet
d’actualité en raison du caractére prometteur de la médecine régénérative. Dans cette
partie, nous allons proposer des voies d’applications en odontologie pour les cellules
souches « dentaires », dans la néoformation radiculaire ou la régénération pulpaire et

parodontale par exemple.
1 - Néoformation radiculaire

Depuis plus d’une décennie, les implants dentaires sont devenus une référence en
matiere de réhabilitation de la dentition. Cependant, leur défaut principal est 1’absence de
ligament parodontal et donc leur contact direct avec ’os alvéolaire, sans possibilité

d’amortissement. Ce défaut a poussé a rechercher de nouvelles alternatives.

Un modeéle expérimental de régénération dentaire a été testé avec la formation
ectopique d’une structure dentaire in vivo, avec les cellules isolées d’un bourgeon dentaire,
greffées sur une matrice """

Dans une étude réalisée chez le chien, seules les cellules souches prélevées au stade
de développement de la cloche ont été greffées sur une matrice et transplantées directement
dans 1’alvéole originale. Une régénération dentinaire est observée, mais pas de formation
d’émail, ou de racine 80,

Chez le porc, ces cellules souches prélevées au stade de la cloche sont cultivées
dans des matrices cylindriques et autogreffées dans les alvéoles originelles. Cela aboutit a
la formation d’une dent avec sa racine et son périodonte. 1l demeure malgré tout toujours
un certain nombre d’obstacles a surmonter, comme la formation de dents de tailles
anormales, de racines incomplétes ou imparfaites, et ’absence de preuve d’une possibilité
d’éruption compléte au sein d’une occlusion fonctionnelle &,

Plutét que d’envisager de recréer une dent entiere, Sonoyama et son équipe ont
montré, chez le porc, qu’en utilisant les SCAP avec les PDLSC, il était possible de générer
une bio-racine avec son ligament parodontal, qui pouvait par la suite étre couronnée

comme n’importe quelle dent naturelle 4
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Les SCAP et PDLSC autologues sont implantées dans ’alvéole initiale a 1’aide d’une
matrice gélatineuse hydroxyapatite/phosphate tricalcique. La résistance mécanique de la

racine formée est d’environ deux tiers de la résistance d’une racine naturelle *2.
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Figure 25 : Construction d’une dent "bio-ingénériée"

L’association de différentes cellules souches dentaires et d’une matrice avec des facteurs de croissance
permet la création de structures pouvant aboutir a la formation d’une couronne, d’une racine ou d’une dent

compléte.®

Malgre ces avancées majeures, 1’'un des principaux challenges que les équipes de
recherche doivent encore surmonter pour régénérer une dent compléte est de pouvoir
recréer de I’émail humain, ce dont nous sommes actuellement incapables avec les cellules

souches pulpaires seules %.
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Cependant en associant deux types de cellules, épithtéliales (précurseurs des

améloblastes) et mésenchymateuses, I’équipe d’Oshima et al. 2011 a néanmoins réussie a

créer une unité dentaire composee de la dent complete, de son ligament parodontal et de

son os alveolaire (Fig. 26, 27, 28). Ces cellules sont assemblées dans une matrice

collagenique et la structure formée est mise a maturer, jusqu’a

a la greffe intra-orale.

atteindre la taille nécéssaire

Cette technique permettrait d’obtenir une dent fonctionnelle, de taille et de
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Figure 26 : Schéma du protocole de génération d’une unité dentaire « bio-ingénériée » 8

Des cellules épithéliales et mésenchymateuses dérivées d’un germe dentaire de souris au stade de cloche sont

isolées puis recondensées in vitro dans une matrice collagénique gélifiée. L unité dentaire en devenir est

ensuite mise en culture pour 5 a 7 jours avant d’étre transplantée dans la capsule rénale d’une souris, ou elle

évolue jusqu’a pouvoir étre greffée.

Day 20

scale bar : 200 ym

Figure 27 :

Unité dentaire "bio-ingénériée"

Photographies (haut), images 3D de la surface externe (milieu), et radiologies (bas) d’une unité dentaire bio-

ingénériée. Les images ont été prises a 20 (gauche), 30 (centre) et 60 jours (droite) apres la transplantation

dans la capsule sublinguale. C, coté coronaire; R, coté radiculaire. 3
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Day 30
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Figure 28 : Analyse histologique de l'unité dentaire "bio-ingénériée" & 30 jours
apres transplantation dans la capsule subrénale (gauche). Agrandissement de la zone coronaire en haut a
droite) et la zone de tissu parodontal (en bas a droite). E, émail; D, dentine; AB, os alvéolaire; PDL, ligament

parodontal.®
2 - Régénération pulpaire

Le complexe pulpo-dentinaire posséde un potentiel régénératif a 1’origine de la
formation de la dentine, permettant la conservation de la vitalité dentaire. Lors d’une
attaque carieuse mettant en peéril les odontoblastes existants, les cellules progénitrices sont
recrutées et se différencient en nouveaux odontoblastes (cellules odontoblast-like), formant
un pont d’ostéodentine atubulaire pour protéger la pulpe dentaire et stopper la progression
bactérienne 2*°° 8,

De plus en plus d’études montrent 1’existence de différentes niches potentielles de
cellules souches dans la pulpe adulte qui contribuent a la formation de la dentine tertiaire.
Ces cellules ne représentent que 1% de la population cellulaire totale de la pulpe, mais
elles produisent des cellules hautement différentiées en réponse a des signaux extra-
cellulaires spécifiques 2*°° 8,

La régénération pulpaire est I’objet d’une longue quéte faite de multiples tentatives
afin de pouvoir reconstruire le tissu vivant de la dent. Il a d’abord été proposé d’induire un
saignement dans le canal radiculaire d’une dent mature afin que le sang guide les tissus de
réparation ®. Il en résultait bien une obturation du canal, cependant, la structure formée

était du tissu conjonctif trés fin, et non du tissu pulpaire .

46
LAX-COMERRO
(CC BY-NC-ND 2.0)



Plus récemment, avec I’émergence de 1’ingénierie tissulaire, la régénération de la
pulpe a été explorée a 1’aide de différents biomateriaux synthétiques (acide polyglycolique,
acide polylactique, acide polylactico-glycolique, polycaprolactone), ou polymeres naturels
(collagene, fibrine, polysaccharides, alginates), ou les cellules souches pulpaires peuvent se
multiplier, ce qui permet d’aboutir a la formation de tissu pulpaire in vitro et in vivo &~ %.
L’utilisation de matrices combinant hydroxyapatite, phosphate tricalcique et particules de
transport a également permis d’optimiser la culture cellulaire in vitro et I’implantation in
vivo - °!, Des matrices biodégradables sont aussi en développement, elles ont pour objectif
de fournir aux cellules souches un espace adéquat en trois dimensions pour optimiser leur
différenciation sur le lieu d’implantation. % 2% %%,

Depuis I’isolement des DPSC, [’utilisation conjointe de ces cellules avec un
29, 64,93, 94

biomatériau a été étudié dans le but de régénérer un complexe dentino-pulpaire

Figure 29 : Revascularisation d’une prémolaire avec cicatrisation osseuse aprés désinfection tri-antibiotiques
et obturation par MTA

L’un des problémes rencontré dans la régénération pulpaire est 1’insuffisance
d’apport sanguin pour maintenir la vitalité des cellules greffées. Il a donc été proposé de
faire une implantation des cellules en plusieurs étapes afin d’obtenir une véritable

régénération tissulaire durable %.

Contrairement a ce que soutenaient Myers et Fontaines en 1974 et ce qu’ont
réalisé Banchs et Trope, la régénération pulpaire ne peut se faire par ’induction d’un
saignement dans le canal afin d’acheminer des cellules souches du ligament
parodontal ou des BMMSC de I’os alvéolaire, car elles n’ont pas la faculté de se

différencier en cellules odontoblastiques * 2,
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3 - Régénération osseuse/parodontale

La technique principale actuelle pour réparer des atteintes parodontales fait appel a
des greffes autologues, allo ou xeno géniques d’os. Les effets bénéfiques du PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor), et de I’IGF (Insulin-derived Growth Factor) sur la
réparation parodontale ont été mis en évidence dans des études animales, aussi bien que
dans des études cliniques humaines %%, Le plasma riche en plaquettes, ou PRP (Platelet-
Rich Plasma), est un concentré de plaquettes environ 5 fois supérieur au taux normal. Il est
obtenu par centrifugation de sang autologue. Le PRP a des propriétés cicatrisantes par ses
facteurs de croissances et a ainsi montré une amélioration de la santé parodontale ainsi
qu’une régénération osseuse. Ainsi la préparation de PRP provenant des patients, afin de
les soigner, est devenue une part de la pratique parodontale %,

La thérapie de régénération cellulaire parodontale est arrivee sur le devant de la
scéne depuis I’isolement de cellules souches mésenchymateuses provenant de différents
tissus. Un cas clinique a montré que 1’utilisation de BMMSC autologues cultivées ex-vivo
facilitait la réparation de défauts parodontaux . Afin de guérir ces atteintes parodontales,
il a été considéré que réhabiliter le ligament parodontal était au moins aussi important que
de régénérer 1’os alvéolaire. La régénération unique de I’o0s, ainsi que du cément, entraine

dans la quasi-totalité des cas, une ankylose entre la dent et 1’0s nouvellement formé *%.

Une étude sur la greffe d’un biocomplexe réalis€ a partir de cellules souches
dentaires autologues et d’une matrice d’éponge collagénique, a été réalisée par I’équipe de
d’Aquino, dans le but de montrer une régénération osseuse optimale sur le site d’extraction
de dents de sagesse mandibulaires incluses '%. Les cellules souches autologues sont
prélevées au niveau de la pulpe des dents de sagesse maxillaires, extraites au préalable.
Aprés amplification, elles sont associées a une matrice d’éponge collagénique pour former
un bio complexe qui va étre mis en place dans 1’alvéole des dents de sagesse mandibulaire,

106

apreés leur avulsion™. Trois mois aprés la greffe autologue, la hauteur d’os verticale est

revenue a la normale, avec une restauration compléte des tissus parodontaux en distal de la

2"% molaire mandibulaire®®,
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Une étude menée trois ans plus tard sur ces mémes patients révele une stabilité
de ces résultats, avec I’obtention d’un os plus dense, compacte, et plus résistant que
I’os alvéolaire normal (Fig. 30) 107 " Cette constatation permet alors d’envisager
d’autres applications pour ce bio complexe, comme un comblement sinusien, pour

lequel un os dense permet une meilleure stabilité primaire des implants'®,

after surgery

Three years]  after surge

Figure 30 : Radiographies des sites T (test) et C (contr6le) chez un patient avant et aprés extraction des dents
de sagesse mandibulaires.
Les radios sont prises avant (A) et juste aprés I’intervention (B), a 6 mois (C), un an (D) et trois ans (E). (A)
les dents de sagesse sont en contact avec les racines des secondes molaires mandibulaires. (B) Défauts osseux
observés apres extraction des dents de sagesse (les fleches délimitent les défauts osseux verticalement (bleu)
et horizontalement (vert). (C) A six mois la régénération osseuse verticale est visiblement meilleure du coté T
(les fleches rouges indiquent la jonction émail-cément). (D) La régénération osseuse est meilleure du coté T
et la racine de la seconde molaire est moins exposée que dans le site C. (E) Le site T est intégralement

régénéré avec une hauteur verticale osseuse supérieure a celle du site C. '/
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Conclusion

Depuis plusieurs années, 1’ingénierie tissulaire est devenue un domaine
pluridisciplinaire en associant la biologie, la médecine et différentes sciences de
I’ingénieur. Comme toutes les disciplines médicales, la chirurgie dentaire sera amenée
dans les années a venir a proposer des traitements régéneratifs des structures détruites,
comme 1’0s, la gencive ou méme un organe dentaire entier. Au cours de ce travail, nous
avons pu mettre en évidence que les cellules souches pulpaires possedent un intérét
thérapeutique grandissant, grace notamment aux résultats obtenus par les premiéres études
cliniques. De plus, les avancées récentes en termes de cryopréservation permettent de
conserver le potentiel de la prolifération et de différenciation des cellules, en vues d’un
stockage massif de ces cellules & long terme 3119,

Cependant, il nous appartient de rappeler que les applications cliniques chez
I’homme restent actuellement « limitées », ce qui impose de rester prudent vis a vis du
stockage systématique de ces cellules. Cette question divise les états comme la Suisse dont
les banques de stockage sont déja effectives, alors que I’ANSM (Agence Nationale de
Sécurité du Médicament) en France refuse I’émergence de ces banques qui pourraient étre
considérées comme une dérive commerciale sans débouchés certains. Le stockage est en
effet actuellement relativement onéreux (environ 2 500 euros pour conserver deux pulpes
pendant 20 ans). De plus, il est difficile d’imaginer le prix d’un organe réalisé a partir de
ces cellules, lorsque que le prix d’un steak haché réalisé a partir de cellules souches de
beeuf est d’environ 250 000 euros, ce qui souléve, une fois encore, le probleme récurrent
d’une médecine a deux vitesses.

Ce domaine de recherche reste malgré tout un bel espoir de repousser la maladie et
la vieillesse, et aux vues du potentiel grandissant des DPSC, peut étre qu’un jour une dent

pourra sauver une vie.
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LAX-COMERRO Loréne - Les « cellules souches dentaires » : exemple des
cellules souches pulpaires et applications possibles en odontologie.
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Les cellules souches ont une place prépondérante dans la recherche biomédicale
actuelle, notamment dans le domaine de la médecine régénérative. De nombreux
protocoles d’ingénierie tissulaire sont développés a partir de cellules souches présentes
au niveau de I'organe dentaire et ses tissus environnants, dont les cellules souches de la
pulpe dentaire.

Nous avons souhaité mettre en lumiére les avantages de l'utilisation de ces cellules en
particulier, ainsi que les différentes étapes de leur isolement, nécessaires a leur utilisation
ultérieure.

En effet, la pulpe dentaire est facilement accessible et présente un nombre satisfaisant de
cellules souches par rapport a d’autres sources, elles sont relativement aisées a isoler et
leur potentiel thérapeutique en médecine générale et en odontologie est trés important en
raison de leur grande plasticité.

Les applications cliniques générales sont encore limitées et colteuses a I'heure actuelle,
mais les perspectives futures sont multiples. Les cellules souches dentaires ont
cependant déja trouvées des applications cliniques, notamment en odontologie ou elles
sont d’ores et déja utilisées.
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- pulpe dentaire

- ingénierie tissulaire, régénération
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