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INTRODUCTION

Malgré les différentes politiques de prévention bucco-dentaire, la prévalence de la
pathologie pulpaire reste importante dans notre société actuelle. Elle peut étre
consécutive a un traumatisme ou a une cause bactérienne. Dans le cadre d’un
traumatisme, il est observé une nécrose d’abord aseptique due a la rupture du paquet
vasculo-nerveux, puis une nécrose sceptique due au passage de bactéries dans la
pulpe dentaire nécrosée, alors incapable de se défendre. La cause bactérienne, quant
a elle, va étre impliquée lors de la présence de caries profondes, la pulpe passe alors
par plusieurs stades. Tout d’abord, une inflammation de la pulpe se met en place,
appelée pulpite, cette inflammation est au départ réversible (si la cause est éliminée
(la carie) il y a une réversion de l'inflammation), puis elle devient irréversible (méme
en éliminant la cause, la pulpe reste inflammatoire). Arrive ensuite le stade de nécrose,
cette fois ci directement sceptique, puisqu’il s’agit de la colonisation par des bactéries.

Aujourd’hui la seule thérapie utilisée dans le cadre des pathologies pulpaires
irréversibles des dents matures est le traitement endodontique. Il s’agira de réaliser
'exérése compléte du tissu pulpaire, puis un protocole de désinfection et enfin de finir
en utilisant une pate d’obturation afin d’éviter I'apparition ou la récidive d’infection.
Cette technique ne permet pas la ré-innervation ou la revascularisation de la pulpe,
par conséquence, la sensibilité due a la pulpe dentaire (sensation de froid, de chaud,
ou méme douleurs suite a une carie) ne sera plus ressentie sur cette dent.

Différentes techniques de régénération pulpaire se sont ainsi développées depuis
plusieurs années avec un versant in vitro puis in vivo. A partir de certaines cellules
souches et d’'une matrice spécifique, il est possible d’obtenir un tissu aux
caractéristiques similaires a la pulpe dentaire.

Cette thése aura pour but de faire la méta-analyse de différentes études in vivo sur
la régénération pulpaire a partir d’'une matrice cellularisée. Pour cela, il va étre d’abord
présenté les différents biomatériaux utilisés et de leurs caractéristiques, cela
comprend les cellules souches, les matrices et les cofacteurs utilisés. Ensuite, les
différents modéles animaux ainsi que de la législation qui encadre I'utilisation de ceux-
ci en laboratoire seront traités. Pour finir, un établissement d’'une méta-analyse de
différentes études sur la régénération pulpaire sera réalisée afin de déterminer les
meilleurs matrices celularisées et modéles animaux a utiliser, en fonction de la

stratégie régénérative choisie.



l. BIOMATERIAUX ET LEURS CARACTERISTIQUES POUR LA
REGENERATION ENDODONTIQUE

1. Cellules souches

Différents types de cellules souches sont utilisés dans le cadre de l'ingénierie
tissulaire et notamment dans la régénération pulpaire. Ce sont des cellules souches
qui peuvent étre présentes chez I'adulte ou uniquement chez le sujet jeune.

Sept types de cellules vont pouvoir étre utilisées dans la régénération pulpaire :

- Cellules souches mésenchymateuses (MSC : Mesenchymal Stem Cells)

- Cellules souches de la pulpe dentaire (DPSC : Dental Pulp Stem Cells)

- Cellules souches de la moelle osseuse (BMSC : Bone Marrow Stem Cells)

- Cellules souches du follicule dentaire (DFSC : Dental Follicule Stem Cells)

- Cellules souches de la papille apicale (SCAP : Stem Cells from Apical Papilla)

- Cellules souches des dents déciduales humaines exfoliées (SHED : Stem cells

from Human Exfoliated Deciduous Teeth)

- Cellules souches dérivées de I'adipose (ADSC : Adipose Derived Stem cells)

DPSCs SHED

~~~~~~~~

Figure 1 : Source des cellules souches adultes dans la région maxillo-faciale (1)

a. Définition d’'une cellule souche

Une cellule souche est une cellule indifférenciée, capable a la fois de s’engager
dans une voie de différenciation ou de s’auto-renouveler. Chez I'embryon ces cellules
vont étre d’abord totipotentes, c’est-a-dire que chacune de ces cellules peut créer un
organisme entier avec ses annexes embryonnaires, ce sont les premiéeres cellules de

'embryon.



Ensuite, apparaissent les cellules pluripotentes qui sont capables de créer tous
les tissus embryonnaires mais pas les annexes embryonnaires. Ces annexes
embryonnaires sont représentées chez les mammiferes par 'amnios, la vésicule
vitelline, l'allantoide, le placenta et le cordon ombilicale. Elles ont un réle dans le
développement et la survie de 'embryon en assurant les fonctions vitales telles que la
respiration, la nutrition et I'excrétion.

Les cellules multipotentes sont engagées dans un lignage cellulaire donné,
mais peuvent se différencier en différents types de cellules. Elles sont présentes dans
beaucoup d’organes tels que la moelle osseuse, la pulpe dentaire, la peau, le tissu
adipeux... Les cellules souches adultes qui sont intéressantes dans la régénération
pulpaire sont multipotentes.

Les cellules souches unipotentes ne peuvent donner qu’un seul type cellulaire.
Elles sont importantes car elles permettent le renouvellement du stock de cellules
adultes différenciées.

b. Cellule souche mésenchymateuse (Mesenchymal Stromal Cell)

e Origine
Les MSC sont des cellules présentes chez I'adulte quel que soit I'age. A l'origine,
ces cellules ont été découvertes dans la moelle osseuse, mais elles sont en réalité
présentes dans de nombreux organes comme la peau, le tissu adipeux ou encore le
ligament et la pulpe des dents chez I'adulte. (1) Embryologiquement, ces cellules

dérivent de la créte neurale.

e Caractéristiques
Toutes les MSC sont adhérentes au plastique, c’est un critére indispensable
pour les reconnaitre. Elles sont également capables de former des colonies in vitro.
Elles expriment a leur surface les marqueurs CD105, CD73, CD90. Elles ont un temps

de doublement cellulaire en culture de 2.5 a 5 jours.

e Capacités de différenciation
Les MSC sont des cellules multipotentes, elles peuvent se différencier en os, en
cartilage ou en tissu adipeux, c’est une caractéristique commune de ces cellules (2).
Elles sont aussi capables, en présence de structures dentaires ayant un potentiel de

différenciation, de régénérer de nouveaux tissus dentaires in vivo. (3)



e |solation
Le prélevement de ces cellules est différent en fonction du type de cellules
prélevées, il peut étre plus ou moins invasif en fonction de sa localisation. Apres le
prélevement, les cellules vont étre triées par des sélections d’adhérence au substrat.
(4)
c. Cellule souche de la pulpe dentaire (Dental Pulp Stem Cell (DPSC))
e Origine
Les DPSC sont présentes dans la pulpe dentaire des dents matures et ce quel
que soit 'age du patient. Cependant, chez les personnes agées, une rétraction
pulpaire entraine une diminution de la quantité de prélévement effectué et donc une
diminution de la quantité de cellules souches. Elles résident dans des niches, qui sont
des endroits spécifiques a leur développement. Embryologiquement, les DPSC sont

originaires de la créte neurale.(5)

e Caractéristiques
Ce sont des MSC, donc elles sont adhérentes aux supports plastiques et sont
capables de former des colonies in vitro. Elles présentent a leur surface les marqueurs
3G5, STRO-1, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166 et CD271. Les
DPSC sont des cellules avec une forte capacité de croissance et de différenciation.

Leur temps de dédoublement en culture est de 24 a 42h.

e Capacités de différenciation
Naturellement, elles vont permettre la production d’odontoblastes afin d’effectuer
une apposition de dentine suite a un traumatisme dont l'origine peut varier
(bactérienne, chimique, mécanique). Elles sont multipotentes (6) c’est-a-dire qu’elles
peuvent donner plusieurs types de cellules mais qui sont déja engagées dans une voie
de différenciation. Elles sont capables de s’engager dans la voie de l'ostéogenése
(formation d’os), de la chondrogenése (formation de cartilage), de la myogenése
(formation de muscle), de la neurogenese (formation de tissu nerveux) et de
'adipogenése (formation de tissu adipeux) en fonction du milieu dans lequel elles se
trouvent. Les cellules souches d’origine dentaire ont la capacité de régénérer un tissu
dentaire complet in vivo. (7)
e |solation
L’isolation de ces cellules est faite en extirpant la pulpe dentaire. Le plus

souvent, la pulpe de la 3°™ molaire ou d’une dent extraite pour raison orthodontique



sera utilisée. Cette pulpe est ensuite mise en contact avec des collagénases (enzymes
capables de rompre les liaisons peptidiques du collagéne) et des dispases (protéases
capables de cliver la fibronectine, le collagéne IV et I) afin de les mettre en suspension.
Ensuite, elles seront mises en culture, en effet, il est obtenu trés peu de cellules en
raison de la taille du prélevement effectué. Les cellules pourront étre mises en culture
6 mois sans changements de morphologie ou d’expression des marqueurs spécifiques
aux DPSC, aprés ce délai des diminutions de la capacité de différenciation et des
anomalies chromosomiques peuvent étre observées. (5)

d. Cellule souche de la moelle osseuse (Bone Marrow Stem Cell (BMSC))

e Origine

Ce sont des cellules présentes dans la moelle osseuse. Il y a deux types de
BMSC, les cellules issues de la créte iliaque et les cellules issues des os oro-faciaux.
Les cellules issues des os oro-faciaux dérivent uniquement de la partie craniale de la
créte neurale, tandis que celles issues de la créte iliaque sont issues du mésoderme.
C’est pourquoi ces deux types de BMSC sont différentes d’'un point de vue

phénotypique et fonctionnel. (1)

e Caractéristiques
Ce sont des MSC, elles sont donc adhérentes aux matrices plastiques et sont
capables de former des colonies in vitro. Elles expriment a leur surface les marqueurs
CD29, CD44, CD105 et CD166. Leur temps de doublement est d’environ 6 jours.

e Capacités de différenciation

Ce sont des cellules multipotentes, elles sont capables de se différencier en une
multitude de cellules du tissu conjonctif. Elles ont un grand potentiel dans la
régénération osseuse mais pas uniquement car elles sont également capables de se
différencier en cellules endothéliales, en tissu adipeux ou en cellules a fonction neuro-
ectodermique. (8)

Les cellules souches dérivées de la créte iliaque vont former plus d’os compact
avec un tissu hématopoiétique, tandis que les celles dérivées des os oro-faciaux vont
former de l'os sans tissu complémentaire. Le potentiel adipogénique des cellules
souches des os oro-faciaux est moindre en comparaison a celles de la créte iliaque.
Les BMSC issues des os oro-faciaux sont donc plus adaptées a une régénération
osseuse au niveau des os de la face, elles seront idéales dans le cadre d’un

comblement osseux en vue d’'une pose implantaire. (1)
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e |solation

Pour obtenir ces cellules souches, une intervention invasive est nécessaire. |
est nécessaire de les récupérer de I'os iliaque ou des os maxillaires. Dans le cas des
cellules prélevées sur l'os iliaque (sous anesthésie générale), il a été démontré une
diminution du potentiel et de la quantité des cellules avec I'age. Dans le cas d’un
prélevement sur les os oro-faciaux, une chirurgie implantaire avec récupération des
copeaux d’os permettra d’isoler et de récupérer les cellules. Dans ce cas, les BMSC
sont présentes dans les mémes quantités quel que soit 'age du patient. (1)

Cette isolation ne permet d’obtenir que trés peu de cellules souches, il faut donc
les mettre en culture plus longtemps, ce qui entraine un risque de perte de potentiel
de différenciation voire d’aberrations chromosomiques.

e. Cellule souche du follicule dentaire (Dental Follicle Stem Cell (DFSC))

e Origine

Les DFSC sont présentes dans le follicule dentaire, c’est-a-dire dans

'enveloppe qui contient la dent en développement avant que celle-ci ne fasse son

eruption. Embryologiquement, elles sont issues de la créte neurale

e Caractéristiques
Les DFSC sont des MSC, elles adhérent donc aux substrats plastiques et sont
capables de former des colonies in vitro.(9) Elles expriment a leur surface les
marqueurs CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD59, CD73, CD90, CD105,
CD106 et CD166. Elles ont une capacité de prolifération élevée, en effet leur temps

de doublement cellulaire est d’environ 72h.

e Capacités de différenciation

Naturellement, leur différenciation va s’effectuer au moment de la formation
radiculaire, plus précisément au moment de la fusion de la gaine de Hertwig avec
I'épithélium externe et interne, les DFSC vont alors se différencier en cémentoblastes
ou en ostéoblastes, ce sont ces cellules qui sont a I'origine du parodonte.

In vitro, il est possible d’impliquer ces cellules dans d’autres lignages cellulaires,
celui des ostéoblastes, des hépatocytes et des cellules neurales. Chez ’lHomme, des
différenciations ostéogéniques sont possibles mais les différenciations adipogéniques

ou chondrogéniques n’ont pas été détectées pour ce type de cellules.
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e |solation
Les DFSC peuvent étre isolées lors de I'extraction des 3™ molaires incluses,
en prenant le sac folliculaire, elles sont ensuite mises en suspension dans une solution
contenant des collagénases et des dispases avant d’étre mises en culture, elles
peuvent également étre congelées et conservées pendant de nombreuses années.
f. Cellule souche de la papille apicale (Stem Cell from apical papilla (SCAP))
e Origine
Les SCAP se retrouvent dans la partie apicale de la racine, au moment de la

formation radiculaire, c’est la papille apicale. Embryologiquement les SCAP dérivent

de la créte neurale.

e Caractéristiques

Les SCAP sont des BMC, elles sont donc adhérentes aux supports plastiques et
sont capables de former des colonies in vitro. Elles possédent une trés bonne capacité
de prolifération, de migration et permettent une meilleure régénération de la matrice
dentinaire que les DPSC. Cela peut faire penser que les cellules souches provenant
de structures en développement (SCAP, DFSC) sont plus efficaces que les cellules
issues de tissus développés (DPSC). Leur temps de doublement cellulaire est
d’environ 40 heures. Elles expriment a leur surface les marqueurs CD49d, CD51/61,
CD56, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146 et CD166.

e Capacités de différenciation
Ces cellules ont une capacité de différenciation ostéogénique permettant la
minéralisation d’'une matrice 3D. Elles permettent également la formation de dentine.
Les SCAP peuvent s’engager dans d’autres lignages cellulaires, tel que I'adipogenése,

la chondrogenése ou la neurogeneése. (10)

e [solation
Elles peuvent étre isolées lors de I'extraction de la 3°™ molaire si celle-ci est en
formation. Les SCAP se limitent donc aux dents dont la partie radiculaire est encore
en formation. De fines lamelles de cette papille apicale peuvent étre coupées et mises
en culture les cellules souches peuvent étre isolées en les mettant en suspension avec

des dispases et collagénases avant d’étre mises en culture.
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Figure 2 : 3°™ molaire extraite, possédant une papille apicale (*) contenant les SCAP
g. Cellule souche des dents déciduales humaines exfoliées (Stem Cell from
Human Exfoliated Deciduous Teeth (SHED))
¢ Origine
Les SHED sont présentes dans la pulpe des dents déciduales exfoliées.

Embryologiquement, elles proviennent de la créte neurale.

e Caractéristiques
Elles font partie de la famille des MSC donc présentent une adhérence aux
surfaces plastiques et sont capables de former des colonies in vitro. Ces cellules
présentent a leur surface les marqueurs CD13, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146.

Elles ont un temps de doublement cellulaire d’environ 40 heures

o Capacités de différenciation
Elles ont un meilleur potentiel de prolifération et une meilleure capacité
ostéogénique que les DPSC. (11) Elles ont spécifiquement la capacité de former un
tissus osseux avec une structure lamellaire en recrutant des cellules hétes. Cette
capacité spécifique peut étre expliquée par la nature méme des dents déciduales qui
permet une résorption radiculaire tout en apposant de I'os en remplacement. (1) Les
SHED ont également un potentiel de différenciation neurogénique, chondrogénique et
adipogénique. (12)
e |[solation
Les SHED sont considérées comme une source non invasives de cellules souches,
en effet, elles proviennent des dents de lait exfoliées ce qui ne nécessite aucun geste

particulier pour les récupérer. La pulpe est alors extraite puis soumises a différents

agents (dispases et collagénases). Il est ensuite possible de les mettre en culture, ou
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de les congeler pour les conserver dans des banques spécifiques prévues a cet effet

en vue d’une utilisation ultérieure.
h. Cellule souche dérivée de I'adipose (Adipose Derived Stem Cell (ADSC))
e Origine
Ce sont des cellules trés présentent chez les mammiféres, y compris chez I'adulte.

Elles se retrouvent dans le tissu adipeux. Embryologiquement, elles proviennent du

mésoderme.

e Caractéristiques
Elles expriment a leur surface CD9, CD29, CD54, CD105, CD166, CD44, CD71,
CD10, CD 13, CD73, CD90, CD146, CD55, CD59, CD34 et CD29. Leur population

cellulaire double en 2 a 4 jours.

e Capacités de différenciation
Elles ont des caractéristiques semblables aux DPSC pour la régénération
pulpaire. C’est pourquoi elles peuvent étre considérées comme une bonne solution de
remplacement, car elles sont plus nombreuses et plus faciles a récupérer que les
DPSC. (11) Elles ont un potentiel de différenciation adipogénique, ostéogénique,
chondrogénique, neurogénique, myogeénique et endothélial.
e |solation
Un prélevement de graisse va étre réalisé par liposuccion, puis une centrifugation
va permettre d’isoler la partie contenant les cellules souches. Enfin une digestion par

collagénases va étre requise avant la mise en culture des cellules. (13)

14



Cellules

MSC

DPSC

BMSC

DFSC

SCAP

SHED

ADSC

Origine

embryologique

Créte neurale

Créte neurale

Mésoderme /

Crete neurale

Créte neurale

Créte neurale

Créte neurale

Mésoderme

Situation Nombreux Pulpe dentaire Moelle osseuse | Follicule Apex racines Pulpe des Tissu adipeux
organes dentaire en formation dents
déciduales
exfoliées
Marqueurs CD105CD73 CD29 CD44 CD29 CD44 CD9 CD10 CD49d CD13 CD44 CD 9 CD29
CD90 CD73 CD90 CD105 CD166 CD13 CD29 CD51/61 CD56 | CD73 CD90 CD54 CD105
CD105 CD146 CD44 CD49d | CD73 CD90 CD105 CD146 CD166 CD44
CD166 CD271 CD59 CD73 CD105 CD106 CD71 CD10CD
CD90 CD105 | CD146 CD166 13
CD106 CD73 CD90
CD166 CD146 CD55
CD59 CD34
CD29
Voies de Ostéogenese Ostéogenese Ostéogenese Ostéogenese | Ostéogenése Ostéogenese Ostéogenese
différenciation | Chondrogenése | Chondrogenése | Chondrogenése | Neurogénique | Chondrogenése | Chondrogenése | Chondrogenése
Adipogenése Adipogenése Adipogenése Neurogenése Adipogenése Adipogenése

Neurogenése

Myogenese

Neurogénique

Adipogenése

Neurogénique

Neurogenése

Myogenese

Temps de 60 a 120 24 a 42 heures 144 heures 72 heures 40 heures 40 heures 24 a 48 heures
doublement heures
de la
population
Figure 3 : Résumé des différents types de cellules souches et de leurs
caractéristiques (1) (2) (3) (4)
2. Matrices

Les matrices sont des surfaces en trois dimensions qui vont permettre le
développement du tissu a régénérer (dans notre cas la pulpe dentaire). Elles vont
représenter le support sur lequel les cellules vont évoluer, proliférer et se différencier.

Les matrices doivent étre biocompatibles et biodégradables pour permettre leur

invasion par le tissu régénére.

a. Poly D-L Lactide-co-glycolide (PLG)

Le PLG est un aminoacide synthétique biocompatible utilisé pour la libération
de macromolécules notamment dans le cadre de thérapies régénératives.

soluble dans la plupart des solvants organiques. Sa dégradation se fait par hydrolyse

et n'implique aucune activité enzymatique.
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Figure 4 : Structure du poly D-L Lactide-co-glycolide
b. Chitosan

C’est un polysaccharide désacétylé de la chitine, qui est retrouvé dans les
coquilles des crustacés. C’est une molécule soluble, biodégradable, antibactérienne
et biocompatible, qui permet également I'adhésion cellulaire. Il est utilisé pour la
libération de substances actives dans le cadre des thérapies régénératives. Il va étre
dégradé de maniére enzymatique. (14) (15)

Le chitosan est un composé favorable a la régénération pulpaire mais également
a I'apposition de dentine en raison de sa capacité a induire la minéralisation. Il
promeut également la migration, la prolifération et la différenciation odontoblastique

des DPSC. (16) Il va étre utilisé en association avec le collagene. (17) (18) (19)

?Jhitosan

Figure 5 : Structure du chitosan

c. Microsphéres spongieuses de nano-fibres PLLA (Poly-L Lactique Acide)

Le PLLA est un polyester synthétique trés utilisé dans les recherches de
régénération tissulaire. Il est biodégradable, biocompatible et thermoplastique. Il
permet également la libération de substances actives. Il va étre présenté sous forme
de fibres ce qui lui permet de prendre de nombreuses formes et notamment la forme
de microspheres. (20)

Cette matrice promeut la multiplication et la différenciation cellulaire en

odontoblastes, mais également la minéralisation. (21)
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Figure 6 : Structure du PLLA

d. Fibroine de soie

La fibroine de soie est un matériau naturel obtenu grace a I'élevage de Bombyx
du murier, ou ver a soie. Elle permet la délivrance de substances actives, de plus elle
est biocompatible et posséde une trés bonne résistance mécanique. (22)

La fibroine de soie permet une bonne différenciation, adhésion et multiplication
cellulaire. Comparé a une matrice collagénique, elle offre une stabilité mécanique
supérieure ainsi qu’une dégradation moins rapide. C’est une trés bonne matrice pour

la régénération de tissus durs et donc de tissus dentaires. (23)

Figure 7 : Structure de la fibroine de soie arrangée en feuillets plissés antiparalleles
e. Collagéne

Le collagéne de type | est la fibre prédominante dans les tissus durs donc dans I'os

et la dentine. Dans le cadre de la régénération pulpaire, il permet I'accélération de la

différenciation des odontoblastes et une meilleure minéralisation. Cependant, ce
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matériau n’est pas idéal s’il est utilisé seul en raison du risque de transmission des
pathogenes, des risques de réaction inflammatoires et de ses mauvaises propriétés
meécaniques. Les polyméres montrent davantage de stabilité, et de potentiel de
dégradation (biodégradable). (21)
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Figure 8 : Principe d’assemblage du collagene
f. Atélocollagéne
L’atélocollagene est un dérivé du collagéne de type | obtenu en retirant les
télopeptides N- et C- terminaux. Il est dégradé par les protéases ce qui en fait un
matériau biodégradable. Il a une faible action antigénique. Il résiste donc mieux au
rejet immunitaire, mais n’est pas idéal pour 'adhésion et la différenciation cellulaire.

(24)

2

NH

Figure 9 : Structure moléculaire de I'atélocollagéne et du collagene
g. Matrice dentinaire traitée (TDM)
La TDM est constituée de dentine qui aura été traitée par différents processus.
Elle est obtenue grace a une stérilisation compléte de la dentine prélevée, puis par
application d’'un gradient de solution d’EDTA afin d’éliminer la couche superficielle. La

dentine est ensuite plongée dans une solution antibiotique 72h, avant d’étre rincée
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pour obtenir le matériau final. (25) C’est un matériau biocompatible, qui permet le
relargage de facteurs de croissance, il permet aux cellules de bien adhérer au substrat
ce qui augmente le potentiel de dentinogenése. La TDM va étre dégradée de maniére

enzymatique via les métalloprotéases.

2.5um

- A
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.

Figure 10 : Structure de la TDM au microscope électronique (25)

h. Hydroxyapatite et le phosphate tricalcique (HA/TCP)

L’hydroxyapatite est une molécule minérale de la famille des phosphates. Elle
est cristallisée dans le systéeme hexagonal. Chez ’'Homme, elle est retrouvée
principalement dans la dentine, 'émail et 'os. Tout comme I'’hydroxyapatite le
phosphate tricalcique est une molécule minérale de la famille des phosphates, il est
trés proche de I'hydroxyapatite, il est retrouvé dans les additifs alimentaires, dans les
dentifrices et en tant que supplément alimentaire. Ces molécules, n'ont pas de trés
bonnes propriétés mécaniques. (26) Cependant, elles permettent I'incorporation de
substances actives (notamment des protéines), et permettent une adhésion cellulaire
par adsorption. Les hydroxyapatites se dégradent généralement assez rapidement

dans 'organisme par hydrolyse. (27)

O
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Figure 11 : Structure moléculaire du phosphate tricalcique
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Figure 12 : Résumé des différentes matrices utilisées et de leurs caractéristiques
(25) (27) (26) (16)
3. Facteurs de croissances
Les facteurs de croissances sont des molécules nécessaires a la croissance d’un
organisme ou d’'un micro-organisme. Dans le cadre de la régénération pulpaire, ils vont
permettre 'augmentation de la prolifération et/ou de la différenciation des cellules
nécessaires a la création d’'un nouveau tissu pulpaire in vivo.
Dans le cadre des recherches associées a la régénération pulpaire, sept facteurs
de croissance sont le plus souvent utilisés.
- Le facteur de croissance concentrés (CGF : Concentrated Growth Factor)
- Le facteur de stimulation des colonies de granulocyte (granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF))
- Le Facteur 1 dérivé des cellules stromales (stromal cell-derived factor-1 (SDF-
1)
- Le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF))
- La protéine osseuse morphogénique (Bone Morphogenic Protein (BMP))
- Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (Platelet Derived Growth Factor
(PDGF))
- Le facteur de croissance des fibroblastes de base (basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF))
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a. Facteur de croissance concentré (CGF : Concentrated Growth Factor)

Le CGF est un concentré de facteurs de croissances et de cytokines qui est isolé
par centrifugation de sang. Ces facteurs de croissance peuvent étre inclus dans
certaines matrices en tant que substance active. lls ont des propriétés
antimicrobiennes due a leur forte concentration en leucocytes. (28)

Le CGF promeut la réparation endothéliale, épithéliale et épidermale. Il va relarguer
rapidement des facteurs de croissances et ainsi permettre une inhibition du relargage
des cytokines pro-inflammatoires. Il promeut la prolifération, la migration et la
différenciation odontogénique, mais aussi la guérison de plaies dans le cadre de
chirurgies. (29)

b. Facteur de stimulation des colonies de granulocyte (granulocyte-colony

stimulating factor (G-CSF))

Le G-CSF est une glycoprotéine qui favorise le relargage de cellules souches
et de granulocyte dans le sang par la moelle osseuse. Naturellement, il va étre produit
par les macrophages, I'endothélium, et d’autres cellules responsables de I'immunité. II
permet la survie, la prolifération et la différenciation des neutrophiles.

Dans le cadre dentaire, ces facteurs induisent la migration et réduisent le

pourcentage d’apoptose des cellules souches. (30)

c. Facteur 1 dérivé des cellules stromales (stromal cell-derived factor-1 (SDF-
1)

Le SDF-1 est une protéine chimiokine encodée par le gene CXCL 12
(chromosome 10). Cette protéine est naturellement exprimée dans le cceur, le
cerveau, le thymus, le rein, le foie, la rate et la moelle osseuse. Embryologiquement,
elle a un réle dans ostéogenése, mais a I'age adulte cette protéine va plutdt intervenir
sur 'angiogenése.

Dans le cadre de la régénération pulpaire SDF-1 optimise le recrutement
cellulaire ainsi que I'angiogenése. (26)

d. Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF)

Le VEGF est une protéine principalement exprimée par les macrophages, les
plaquettes, les kératinocytes, les cellules rénales mais également de maniére
anarchique par les cellules cancéreuses ce qui entraine une croissance plus rapide
des tumeurs. C’est un facteur de croissance angiogénique qui permet la néoformation

de vaisseaux, ainsi que I'agrandissement de vaisseaux existants.

21



Dans le cadre de la régénération pulpaire, le VEGF va promouvoir la
vascularisation du tissu pulpaire néoformé, cependant il a une durée de vie courte, il a
donc un usage limité par administration systémique. Pour augmenter son efficacité,
une adjonction d’héparine semble nécessaire. (31) L'intérét de ce facteur de
croissance est limité, car les cellules souches utilisées, secretent d’elles méme des

complexes de facteurs de croissance angiogéniques en milieu hypoxique. (32)

e. Protéine osseuse morphogénique (BMP)

La BMP est une protéine exprimée par de nombreux types cellulaires. Elle
intervient dans la formation et la maintenance de nombreux organes tel que les os, le
cartilage, les muscles, les reins et les vaisseaux sanguins. Cette protéine a de
nombreux réles dans la régularisation du lignage cellulaire, elle promeut la
morphogenése, la différenciation, la prolifération mais également 'apoptose, selon les
conditions. (33)

Dans le cadre de la régénération pulpaire, les BMP augmentent la différenciation
odontogénique des cellules souches et promeuvent la minéralisation et la formation
d’ostéo-dentine. C’est un excellent facteur de croissance pour permettre la

régénération de tissu dentinaire. (34)

f. Facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)

Le PDGF est une protéine essentiellement secrétée par les plaquettes. En
stimulant leur récepteur, ce facteur de croissance augmente la production de certaines
protéines qui permettent la prolifération et la division cellulaire. Ce facteur permet donc
de réguler la croissance et la division cellulaire, mais c’est également un facteur
promoteur de 'angiogenése.

Dans le cadre des études sur la régénération pulpaire le PDGF promeut la
différenciation odontoblastique et la prolifération cellulaire. Il permet également
'angiogenése et facilite la migration cellulaire. (31)

g. Facteur de croissance des fibroblastes (FGF)

Le FGF est une protéine et une molécule de signalisation principalement
secrétée par les fibroblastes. Ces molécules activent la migration et la prolifération des
cellules cibles. Elles permettent également de réguler les lignages cellulaires.

Dans le cadre de la régénération pulpaire les FGF, tout comme le G-CSF, ont des
effets positifs sur la migration, la prolifération et des effets anti-apoptotiques, de plus

ils stimulent 'angiogenése.
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Figure 13 : Synthése des actions et des origines des différents facteurs de

croissance (33) (34) (35)

23




. CADRE LEGAL DES MODELES ANIMAUX

1. Différents modéles

Différents modeéles animaux vont étre utilisés dans le cadre de la régénération
pulpaire. Les espéces choisies vont varier en fonction des protocoles d’études et du
respect de I'éthique. Six modéles animaux vont étre détaillés ici, ce sont les principaux
modéles retrouvés dans les études de régénération pulpaire :

- La souris

- Lerat

- Le chien

- Le furet

- Le cochon

- Lelapin

a. Souris

e Généralités sur la denture

La souris est un mammifére de I'ordre des rongeurs. Elle posséde 16 dents
définitives, mais ne présente pas de dents déciduales. La formule dentaire de la souris
est composée de 4 incisives séparées par un diastéme avant les 12 molaires.

Les incisives sont fortes, longues et bien implantées dans I'alvéole dentaire.
Elles sont taillées en forme de biseau et se distinguent des autres dents par leur
croissance continue, en effet la souris a un régime alimentaire essentiellement sec, ce
qui entraine une forte usure des incisives. Les incisives vont permettre a I'animal de
ronger des surfaces, mais également de segmenter les aliments avant leur arrivé sur
les molaires.

Les molaires sont aplaties et sillonnées de rubans d’émail transversaux qui

permettent de broyer la nourriture par des mouvements antéro-postérieurs.

Figure 14 : Créane de souris

24



e Utilisation pour la régénération pulpaire

La souris va étre préférentiellement utilisée comme modéle de transplantation,
c’est-a-dire que des fragments dentaires humain avec de la matrice cellularisée
insérée dans les canaux des fragments dentaires vont étre transplantés en sous
cutané sur le dos de la souris. La souris va a ce moment servir « d’incubateur ». (36)
Les souris sont le plus souvent utilisées en raison de leurs ressemblance avec le
génotype humain, de leur prix bas et de leur reproduction rapide. (11) Elles
représentent une grande majorités des animaux utilisés dans I'expérimentation
(59.6%). (37)

Le travail direct sur les dents de souris est peu effectué en raison de leur petite
taille. De plus les incisives de souris ont une croissance de type continue, ce qui n’est

pas représentatif de I'étre humain. (38)

b. Rat

e (Généralités sur la denture
Le rat est un mammifére de I'ordre du rongeur. Les rats ont une denture qui
présentent 12 molaires et 4 incisives a croissance continue. Les incisives et les
molaires sont séparées par un diastéme di a 'absence de prémolaires et de canines.
Chez les rats comme chez les souris les molaires sont recouvertes d’'une
couche d’émail avant d’atteindre la dentine puis la pulpe dentaire, en revanche les
incisives ne sont recouvertes d’émail que sur la partie vestibulaire. La morphologie est

la méme que les dents de la souris, cependant les dents sont un peu plus grandes.

Figure 15: Créne de rat
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e Utilisation dans la régénération pulpaire

Le travail sur les dents de rats peut étre réalisé plus facilement que sur les dents
de souris en raison de leur plus grande taille. Il est donc plus fréquent de voir des
études directes sur les dents de rats que sur les dents de souris. (11) Cependant, les
rats vont étre plus fréquemment utilisés pour des transplantation dans la capsule
rénale. lIs sont souvent utilisés en raison de leur prix bas et de leur reproduction rapide.
Les rats représentent 9.8% des animaux utilisés dans les expérimentations animales.
(37)

c. Chien

e (Généralités sur la denture

Le chien est un mammifere de I'ordre des carnivores. A I'age adulte, le chien
posséde 42 dents : 12 incisives, 4 canines, 16 prémolaires et 10 molaires (4 au
maxillaire et 6 a la mandibule). Il présente également une denture déciduale
présentant 28 a 32 dents (nombre variable de prémolaires en fonction des races) qu'il
perdra entre 4 et 6 mois. Morphologiquement, les incisives sont petites, tandis que les
canines (ou crocs) sont longues et charnues. Les molaires quant a elles sont de taille
croissante, elles sont coupantes et effilées jusqu’a la carnassiére (plus grosse molaire
chez les carnivores), puis elles sont de tailles décroissantes, elles sont plus
mamelonnées et aplaties.

Le chien partage de nombreuses similitudes avec ’lHomme en terme de réponses
physiopathologiques et de structure dentaire. (40) En effet chez le chien comme chez
’lhomme, la dent comporte une couche émail, puis dentine, puis la pulpe au centre de
la dent. Contrairement a la souris, les dents du chien ne présentent pas de croissance

continue.
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Figure 16 : Crane de chien

e Utilisation dans la régénération pulpaire
Les chiens peuvent servir dans les thérapeutiques intra-canalaires, en effet, leurs
dents sont suffisamment grandes pour effectuer ce type de traitement. (41)
L’expérimentation sur les chiens reste peu majoritaire (0.2%). (37)

d. Furet

e (Généralités sur la denture

Le furet est un mammifére de I'ordre des carnivores. Le furet adulte posséde 34
dents : 12 incisives, 4 canines, 12 prémolaires et 6 molaires (4 molaires mandibulaires
et 2 maxillaires). Il posséde également une denture déciduale de 30 dents qui laisse
place aux dents adultes entre un mois et demi et deux mois et demi.

Morphologiquement, les dents du furet sont caractéristiques de l'ordre des
carnivores, avec de petites incisives, et de longues et puissantes canines (crocs) pour
attraper ses proies. Les derniéres prémolaires maxillaires et les premiéres molaires

mandibulaires forment les dents carnassiéres servant a déchirer la viande.
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Figure 17: Crane de furet (42)

e Utilisation dans la régénération pulpaire
Les dents de furet sont suffisamment larges pour permettre une utilisation
directe de la dent en intra-canalaire. L'utilisation de la canine du furet adulte pour les

expérimentations est la plus fréquente. (43)
e. Cochon

e (Généralité sur la denture

Le cochon est un mammifére appartenant a I'ordre des artiodactyles. A I'age
adulte, il posséde 44 dents : 12 incisives, 4 canines, 16 prémolaires et 12 molaires. l|
possede également une denture lactéale composée de 32 dents : 12 incisives, 4
canines et 12 molaires. Le remplacement des dents déciduales se fait entre un an et
un an et demi.

Morphologiquement, les incisives sont décroissantes de mésial en distal, les
incisives inférieures servent a la préhension des aliments tandis que les incisives
supérieures servent a fouiller les sols. Les canines sont peu volumineuses chez le
jeune, tandis qu’elles le sont beaucoup plus chez I'adulte, elles créent un dimorphisme
sexuel, car les canines seront plus longues chez le male. Ce sont les seules dents a
croissance continue chez le porc, cependant la croissance est faible, surtout chez la
femelle et I'individu castré. Les prémolaires sont placées dans un ordre croissant de
meésial en distal, de plus leur complexité s’intensifie au fur et a mesure du
rapprochement des molaires. Les molaires sont également placées par ordre
croissant, elles comportent des cuspides et tubercules, assez rapidement effacés avec
I'age, leur surface devient rapidement plane. A chaque cuspide correspond une racine,

ainsi la derniére molaire comporte six racines. (44)
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Figure 18 : Crane de cochon

e Utilisation dans la régénération pulpaire

Les dents du porc sont relativement semblables aux dents humaines ce qui
permet de procéder a une expérimentation intra-canalaire, directement sur la dent,
dans les mémes conditions que celles faites sur ’lHomme. Les DPSC de porcs sont
presque semblables a celles de I'Homme, elles ont de légeéeres différences
morphologiques, mais sont semblables dans leur capacité de formation du complexe
pulpe / dentine. La plupart du temps, c’est la deuxiéme incisive latérale qui va étre
utilisée, en raison de sa similitude avec l'incisive latérale humaine. Les prémolaires
sont également trés semblables aux prémolaires humaines, elles peuvent également
étre utilisées sauf la premiére prémolaire, qui est bien souvent trop petite. Les molaires
ont une complexité radiculaire trop élevée pour permettre une intervention, de plus
elles sont difficiles a opérer en raison de leur localisation postérieure dans la gueule.
Dans les expériences sur le porc, des cellules allogéniques sont utilisées la plupart du
temps, réduisant ainsi le risque de rejet de greffe. (43)

f. Lapin

e (Généralités sur la denture

Le lapin est un mammifére appartenant a I'ordre des rongeurs. A I'age adulte, il
posséde 28 dents, 6 incisives (4 au maxillaire, 2 a la mandibule), 10 prémolaires (6 au
maxillaire, 4 a la mandibule), et 12 molaires. Toutes les dents du lapin sont a
croissance continue. Les incisives servent a couper les végétaux, tandis que les dents

jugales (molaires et prémolaires) servent a broyer les aliments. Les incisives et les
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dents jugales sont séparées par un grand diastéme. La denture de lait ne concerne
pas les incisives, car les incisives adultes sont présentes dés la naissance, le lapin

présente une denture compléte définitive dés 'age de 5 semaines.

Figure 19 : Crane de lapin (46)

e Utilisation dans la régénération pulpaire
Les lapins sont moins populaires et sont donc utilisés moins fréquemment dans ce
type d’études. Les cellules pulpaires du lapin montrent d’excellentes capacités
prolifératrices. C’est un modéle animal qui comme la souris va étre surtout utilisé

comme modéle de transplantation, notamment sous-cutané. (47)
2. Législation

a. Convention STE 123

La législation frangaise concernant l'utilisation expérimentale de modéles
animaux découle de la convention STE 123, qui a été créée par le conseil de 'Europe
en 1985. Elle appelle a diminuer le nombre d’expérimentation et encourage le
développement de méthodes alternatives.

La convention concerne les modéles animaux. Le terme « modéle animal » est
défini par toutes formes de vie vertébrés, non humain, y compris les formes larvaires
indépendantes et / ou capable de reproduction, mais ce terme exclu les formes
embryonnaires ou feetales. L’expérimentation ne peut étre faite que pour des buts
précis :

- La prévention des maladies

- La preuve de I'innocuité et de I'efficacité des médicaments
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- Le diagnostic ou le traitement de maladies
- La protection de I'environnement

- Larecherche scientifique

- L’enseignement et la formation

- Les enquétes médico-légales

Les animaux doivent provenir d’élevages agréés pour des fins expérimentales.
Il doit y avoir un minimum d’animaux concernés pour avoir des résultats fiables, de
plus le choix des espéces doit étre judicieux afin de sélectionner les espéces le moins
susceptible de ressentir la douleur, la souffrance et 'angoisse. (48) Des mesures types
analgésie ou anesthésie doivent étre mises en ceuvre pour éviter I'altération du bien-
étre, sauf si ces mesures sont jugées plus délétéres et angoissantes que le geste lui-
méme. De plus les animaux doivent étre logés dans des espaces suffisamment grands
afin qu’ils puissent jouir d’'un minimum de liberté. Leurs besoins physiologiques doivent
étre satisfaits autant que possible (nourriture, eau, soins, santé et bien-étre).

Cette convention énonce que pour tout projet, il doit y avoir un accord du
ministére de la recherche, une autorisation sera alors délivrée pour une durée
maximale de 5 ans. De plus, tout établissement utilisant des animaux a des fins de
recherche doit avoir été agréé par un arrété préfectoral aprés visite vétérinaire par la
direction départementale de la cohésion sociale et de la protection des populations,
cet arrété est valable 6 ans. Un agrément supplémentaire est nécessaire pour les
animaux génétiquement modifiés. Le personnel manipulant les animaux doit
également avoir une qualification appropriée. Une qualification supplémentaire est

nécessaire pour les animaux non domestiques.

b. Commission nationale de I'expérimentation animale

Elle est placée auprés du ministére de I'agriculture et de la recherche et est
chargée de donner son avis concernant toutes modifications des dispositions
législatives ou réglementaires sur I'expérimentation animale. Elle donne également
des avis sur la mise en place de procédures expérimentales évitant l'utilisation
d’animaux vivants, I'élevage des animaux de laboratoire, les méthodes afin d’améliorer
les conditions de vie des animaux de laboratoire, ainsi que des formations adaptées
pour les manipulateurs de ces animaux.

Cette commission se compose de membres titulaires, de membres suppléants,
d'experts et d'un secrétariat. Les membres titulaires sont représentés par huit

représentants d’état, qui représentent :

31



- Le ministre de la recherche

- Le ministre de I'agriculture

- Le ministre de I'enseignement supérieur

- Le ministre de la santé

- Le ministre de I'’éducation nationale

- Le ministre de I'industrie

- Le ministre de la protection de la nature

- Le ministre de la défense.

Il'y a également douze personnalités qualifiées représentant :

- Le secteur de la recherche publique

- Le secteur de la recherche privée

- Les associations de protection des animaux

- Les professionnels de I'expérimentation animal

Chaque secteur étant représentés par 3 personnalités qui sont chacune élues pour
3 ans. Les membres suppléants sont présents pour remplacer les membres titulaires
absents. Les experts ne sont invités a s’exprimer que sur un sujet spécifique présent
a l'ordre du jour, afin d’obtenir une expertise concréte. Le secrétariat est assuré par
les services du ministére de la recherche.

La commission se réunit généralement deux fois par an, elle peut également
étre réunie a titre exceptionnel sous demande du ministére de la rechercher ou de
I'agriculture, ou d’au moins la moitié de ces membres titulaires.

c. Comité d'éthique pour I'expérimentation animale (CEEA)

Il'y a plusieurs CEEA répartis sur 'ensemble du territoire. La mission du comité
d’éthique est de réaliser I'évaluation éthique de I'expérimentation qui doit étre jointe a
la demande d’autorisation de projet au ministére de la recherche.

Pour étre agréé un comité doit justifier de compétences pluridisciplinaires,
respecter la charte nationale et disposer de moyens suffisants. lls doivent disposer
d’'un minimum de 5 personnes désintéressées du projet (si ce n'est pas le cas cela
provoquerait un avortement de la décision). Sur ces cing personnes minimums,
doivent étre présents :

- Des chercheurs
- Des personnes amenées a participer aux expériences
- Des personnes affectées a I'entretien et aux soins des animaux

- Des vétérinaires
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- Des personnes extérieures témoignant un intérét pour la protection animale.
(49)

Ces personnes vont évaluer la justification du projet, la justification d’utilisation des
modeles animaux et les conditions de réalisation du projet. lls offrent en conséquence
une garantie supplémentaire sur le bien-fondé de la recherche avec des modeles
animaux ainsi que des protocoles destinés a minimiser la souffrance animale et a
maximiser les alternatives non animales. En outre, ce comité d’éthique permet de faire

respecter le principe des 3R. (50)
d. Principe des 3 R

Le principe des 3R permet de réduire, raffiner et remplacer. La réduction du
nombre d’animaux utilisés figure dans le préambule de la convention STE 123. Cette
limitation peut se faire par différentes voies. Pour commencer, il est indispensable de
limiter le nombre d’expériences, en traitant uniqguement les expériences réellement
indispensables. Ensuite, il faut réduire le nombre de répétitions jugées inutiles,
notamment en réduisant la répétition d’études ayant déja été faites a I'étranger, ceci
demande évidement une harmonisation des normes et une reconnaissance de la
validité des données scientifiques des études déja réalisées, notamment a I'étranger.
Il est également nécessaire de rédiger un protocole expérimental avant toute
expérimentation, une bonne préparation de I'étude permet d’obtenir de plus grandes
chances d’arriver aux résultats escomptés, et évitera la reprise de nouvelles études
avec d’autant plus de modéles animaux. En conséquence, le comité d’éthique devra
trouver de meilleurs protocoles, voir en rejeter, afin de choisir les meilleurs modéles
animaux, ainsi que le nombre le plus adéquat en fonction de I'étude concernée.
L’utilisation de modéle statistique permettra une bonne estimation du nombres
d’animaux nécessaires.

Il faudra également raffiner les expérimentations, c’est-a-dire les optimiser dans
I'objectif de réduire voire supprimer les douleurs ou I'angoisse subies par les animaukx,
tout en obtenant un maximum d’informations pertinentes. Raffiner I'expérimentation va
donc consister en un choix soigneux du modele animal utilisé, d’améliorer ses
conditions de vie (transport, lieu de vie), mais aussi de planifier correctement le
protocole. Le raffinement va également concerner les méthodes et les modes
opératoire choisis, ainsi il faut privilégier les méthodes non invasives, recourir a
'anesthésie / analgésie afin d’éviter les tests douloureux, réduire la durée de certains

tests (notamment toxicologique), étudier des situations aigues plutét que chroniques,
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et appliquer des techniques d’euthanasie appropriées dans les cas ou I'animal doit
étre sacrifié.

Le mieux est bien évidement de remplacer, les chercheurs sont invités dés qu’ils
le peuvent a remplacer les modeles animaux par des modéles in vitro ou statistiques.
(51)

3. Répercussion sur les modeles

La réalisation d’'une étude scientifique reposant sur des modéles animaux
nécessite une autorisation accordée par le ministre de la recherche. Cette autorisation
est déposée par le responsable de projet. Elle contient

- La proposition de projet

- Le résumé non technique

- Lajustification du projet

- Les méthodes utilisées (les points limites, 'absence de répétition de I'étude, la

réutilisation des modeéles animaux, la limitation des douleurs, souffrances et

angoisses subit par les animaux).

L’autorisation de projet ne peut étre demandée que si elle fait I'objet d’'un avis
favorable au CEEA. L’avis du CEEA porte sur la préparation des animaux, le choix du
modele et son utilisation, le protocole expérimental et le degré de gravité (suppression
possible des douleurs, l'utilisation d’outils statistiques). Cet avis a une validité de 5
ans. Aujourd’hui la rédaction de demande d’autorisation de projet se fait via des sites

et plateformes dédiées.
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Corrections par le demandeur
d'autorisation

Ic,’> DEMANDE D'AUTORISATION DE PROJET
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imprecis
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Avis favorable
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Soumissian au ministére

Avis favorable, projet autorisé

v

Projet conforme ?
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< — [0 ]

— =

Avis défavorable

Non

Figure 20 : Schéma représentant les étapes pour la demande de projet

d’expérimentation sur les modeles animaux (48) (49) (50) (51)
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M. META ANNALYSE
1. Transplantation des cellules souches
a. Transplantation dans le canal

e Technique

Dans cette technique de régénération pulpaire par matrice cellularisée introduite
dans le canal d’'une dent in vivo, il est possible de réaliser la régénération pulpaire sur
des dents matures ou immatures, avec différents choix de cellules souches possibles.
Une fois les cellules souches isolées, il faut effectuer la préparation de la dent ou va
avoir lieu la régénération pulpaire. Pour cela, la pulpectomie de la dent est réalisée
aprés avoir mis en place un champ opératoire (digue). Le traitement va étre classique
avec le passage de limes dentaires, puis s’en suit un élargissement du foramen apical
pour les dents matures, en effet le foramen apical est le seul endroit ou passent tous
les vaisseaux et nerfs qui viennent alimenter la pulpe dentaire. La réouverture du
foramen apical a donc une importance capitale dans la régénération de la pulpe, il va
non seulement permettre la néo-vascularisation et la ré-innervation, mais également
permettre la migration des cellules endogéniques. Il faudrait un apex ouvert de 1.1 mm
minimum, mais pour des résultats optimaux, il faudrait un apex ouvert a 1.5 mm. (52)

Ensuite, une désinfection avec en alternance d’hypochlorite de sodium dilué a
6% et de peroxyde d’hydrogéne (H20:2) va étre effectuée, chacun des produits rincés
au sérum physiologique avant application du second produit. La cavité est ensuite
temporairement remplie de ciment hydraulitique, favorisant la mise en place d’'une pate
présentant une action antibiotique en intra-canalaire, puis la dent est refermée a 'aide
d’'une résine composite. Le choix de la pate antibiotique est trés importante, elle doit
permettre la désinfection du canal tout en limitant les effets indésirables des
antibiotiques sur les cellules souches utilisées plus tard. Il a été démontré que
l'utilisation d’une désinfection simple a I'’hypochlorite laissait encore 90% de la flore
bactérienne, tandis qu’avec [I'utilisation d'une pate antibiotique pendant deux
semaines, seule 30% des bactéries sont encore efficientes. Aujourd’hui, de nouvelles
technologies ont fait leur apparition pour assurer la désinfection canalaire : le laser
d’irradiation et la désinfection par activation de la solution d’irrigation par embout
ultrasonore. Ces solutions semblent suffisamment fiables pour remplacer les pates

antibiotiques et donc limiter les effets indésirables sur les cellules souches.
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Plus tard, une réouverture est effectuée, avec un ringage au sérum
physiologique, puis une re-désinfection a I'’hypochlorite de sodium et au peroxyde
d’hydrogéne avant un passage avec une solution d’EDTA qui sera finalement rincée
avec du sérum physiologique. Par la suite un séchage soigneux sera effectué avant la
mise en place des cellules souches et de la matrice dans le canal. Les cellules souches
vont étre introduites a l'aide d’une canule, en étant attentif a 'absence de bulles. Le

tout sera ensuite refermé grace a un CVI (Ciment de Verre lonomére). (53)

e Modeles

La plupart du temps, ces études utilisent des chiens comme modéles en raison
de la taille des dents et de leurs ressemblances morphologiques aux dents humaines.
Les expériences vont étre menées la plupart du temps sur les canines, les incisives
ou les prémolaires du chien qui sont semblables dans leur anatomie mais également
dans leur formation du complexe pulpe dentine a celle de 'Homme. De plus la
régénération pulpaire chez le chien peut étre affectée par des facteurs
environnementaux et par la génétiqgue de maniére similaire a I'étre humain.
Cependant, la dent mature du chien comporte bien souvent un apex fermé en forme
de delta, ce qui rend la désinfection compliquée en cas d’infection, c’est pourquoi les
dents matures ne seront utilisées que dans les cas de dents sans infection, ayant recu
une pulpectomie. Dans un premier temps, les dents étaient extraites pour la mise en
place des cellules souche qui étaient injectées par le foramen apical aprés une section
de 1 mm faite dans le foramen, les dents étaient ensuite réimplantées. Dans un second
temps les expériences ont évolué, aujourd’hui, il N’y a plus besoin de réaliser une
extraction / réimplantation puisque la matrice cellularisée est injectée par la cavité
d’acces de la dent.

Le furet est utilisé depuis de nombreuses années en recherche endodontique.
Dans les protocoles de régénération pulpaire la canine du furet adulte va souvent étre
utilisée, cependant une nécrose ne va jamais étre induite en raison de la difficulté de
désinfection de l'apex qui présente souvent de multiples arborisations. Seules les
canines immatures ne présentent pas cette arborisation et sont donc utilisable méme
dans le cas de nécrose bactérienne.

Le cochon nain a été approuvé comme étant un modéle dans la régénération
pulpaire. En effet le porc est un animal trés proche de ’lhomme sur le plan génétique,
physiologique et anatomique, de plus leurs dents sont semblables sur le plan
morphologique temps bien au niveau canalaire, qu’au niveau de la dent en elle-méme,
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les deuxiémes incisives latérales maxillaires sont semblables aux incisives latérales
humaines. Les incisives centrales et premieres incisives latérales maxillaires ne
peuvent étre utilisées pour ce type d’étude, car elles sont trop longues et d’anatomie
trop complexe. Le cochon est un animal délicat a manipuler, plus que le chien, pour
chaque phase de I'expérimentation, il est nécessaire de sédater 'animal, méme pour
les contrbles post-opératoires, contrairement au chien qui peut rester a I'état vigil. (54)

Les grands modéles animaux sont souvent peu utilisés dans la recherche
dentaire en raison des difficultés techniques qu’ils représentent, de leur codt ainsi que
leur difficulté d’obtention. Cependant, ils sont une étape obligatoire afin d’obtenir des

résultats fiables avant 'expérimentation clinique. (54)
b. Transplantation ectopique

e Techniques

Il existe plusieurs méthodes de transplantation ectopiques, elles sont
généralement utilisées en premiére intention pour établir une validation de la matrice /
cellules souches a établir le complexe pulpe-dentine.

La transplantation sous cutanée va étre réalisée par injection ou insertion de
divers matériaux accompagnées de cellules souches en sous cutanée sur la partie
dorsale de I'animal. Les cellules utilisées sont généralement d’origine humaine, c’est
pourquoi les animaux devront étre immunodeficients. |l existe deux méthodes utilisées
dans la transplantation sous cutanée. Tout d’abord, il y a la méthode ectopique pure
qui consiste a observer la formation d’'un complexe dentine-pulpe grace a l'injection de
cellules souches et de granules d’hydroxyapatites et de tri-calcium phosphate. La
deuxieme méthode est semi-ectopique, elle consiste en l'insertion de fragments
dentaires en sous cutané. Les fragments dentaires peuvent étre représentés par des
tranches de dent en coupe horizontale, ou par des fragments de la partie la plus
apicale d’'une dent. Les tranches de dent sont transplantées au niveau dorsal en sous-
cutané, I'espacement entre les deux tranches de dent simule alors le canal dentaire.
(55) L'avantage de ces études est la possibilité d’utilisation de cellules souches
humaines, cela permettra de voir les réactions cellulaires humaines in vivo. Dans ce
cas les animaux devront étre immunodeficients, afin que leurs corps ne rejettent pas
les cellules, ou morceau de dent introduits dans leur corps. Il existe déja de tels
modeles disponible sur le marché, cependant ils sont génétiquement modifiés donc

soumis a plus d’autorisations d’utilisation (autorisation pour [l'utilisation d’animaux
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génétiquement modifié). L'inconvénient de ce type d’étude est que I'épaisseur entre
deux coupes de dent est variable, ce qui affecte significativement la fiabilité de ces
études. (11) De plus, la vascularisation du tissu sous cutanée est bien différente de la
vascularisation de la pulpe normale en intra-canalaire, il a également été démontré
que la transplantation de longs fragments dentaires avec un apex relativement fermé
(inférieur a un millimeétre) entrainait des résultats inconstants dus a la difficulté pour le
systéme vasculaire et nerveux de la souris d’atteindre l'intérieur du fragment dentaire.
(55) Ces études ne sont également pas tres fiables en raison de la population cellulaire
mixte, a la fois animale et humaine obtenue dans le tissu régénéré. En plus de tous
ces inconvénients, la technique est treés différente de celle qui pourrait étre utilisée sur
I'étre humain. (54)

La transplantation de cellules souches dans l'os de la machoire est une
technique tres peu rependue. Des cellules souches ainsi que des fragments dentaires
d’'une dent fraichement extraite vont étre injectés directement dans l'alvéole laissée
vide par I'extraction. Ces études sont surtout utilisées pour montrer la capacité de
différenciation de certaines cellules souches, notamment les DPSC et les ADSC, a
former un organe dentaire complet de novo. (56)

La transplantation de cellules souches dans la capsule rénale est une technique
qui consiste a encapsuler les cellules souches grace a un gel avant de les introduire
dans la capsule rénale. Que ce soit les études de transplantation sous cutanée ou de
transplantation dans la capsule rénale, elles ne sont pas assez fiables, car elles ne
peuvent pas reproduire les conditions intra-canalaires ou le milieu est soumis a des
forces de mastication et des restrictions en terme de vascularisation et d’'innervation
(dues au foramen apical). En conséquence, seul un traitement intra-canalaire est
justifiable pour valider de nouvelles méthodes ou de nouveaux matériaux avant de
passer aux études cliniques. Ces études intermédiaires sont cependant
indispensables, pour valider les nouvelles techniques et matériaux. Ce sont donc des
études de premiére intention. (31)

e Modéles

Les modéles animaux pour la transplantation sous cutanée et la transplantation
rénale sont généralement de petits animaux, ils sont plus faciles a entretenir, a obtenir
et sont moins chers. On va utiliser notamment la souris, le rat et en moindre mesure

le lapin. Ce sont des études de tri, pour valider la nouvelle méthode, et/ou la nouvelle
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matrice, et/ou les nouvelles cellules souches utilisés avant de passer en études intra-
canalaires.

Dans la transplantation de cellules souches dans I'os de la méachoire, de plus
gros animaux sont utilisés, généralement ce sont les lapins et les cochons nains qui

vont étre le plus adaptés a ce type d’études. (31).
2. Implantation de matrices cellularisées et fonctionnalisées
a. Cellules souches

e DPSC
Les DPSC sont certainement les cellules les plus utilisées sur les modeles de
régénération pulpaire in vivo. La plupart du temps, elles sont d’origine humaine,
prélevées sur les troisiemes molaires ou les dents extraites pour raison orthodontique.
Cependant, elles peuvent également, dans le cadre des expérimentations intra-
canalaire, étre issue de tissu autologue de I'animal en question. Elles sont utilisées
dans diverses méthodes avec une combinaison de différentes matrices et facteurs de
croissance. Ces cellules sont utilisées dans 52.2% des études de régénération
pulpaire. (31)
e SCAP
Les SCAP sont le deuxieme type cellulaire le plus utilisé dans les études in vivo.
Elles proviennent d’éléments de la dent en formation, donc il n’est pas possible d’en
obtenir tout au long de la vie de l'individu. Ces cellules sont généralement d’origine
humaine, sauf dans certaines études de transplantation intra-canalaire ou elles
peuvent étre issues de I'animal utilisé pour l'étude. Lorsqu’elles sont d’origine
humaine, elles sont généralement prélevées sur des troisitmes molaires immatures.
Les SCAP ont une prolifération et une capacité de minéralisation plus rapide que les
DPSC, de plus elles ont une capacité de migration plus élevée que celles-ci. Les SCAP

sont représentées dans 11.6% des études. (31)

e DFSC
Les DFSC sont le troisiéme type cellulaire le plus utilisé dans les études in vivo.
Tout comme les SCAP, elles proviennent d’éléments de la dent en formation, elle ne
se retrouve donc pas chez l'adulte. Les DFSC vont étre soit d’origine humaine,
prélevées sur des troisiemes molaires immatures, soit d’origine animale dans le cadre
des transplantations intra-canalaires. Comme les SCAP, en raison de leur provenance

d’éléments en formation, elles sont plus performantes que les DPSC sur le plan de la
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prolifération, de la migration et de leur capacité de minéralisation. Les DFSC sont

représentées dans 8.7% des études in vivo. (31)

e BMSC
Les BMSC sont moins utilisées encore que les DFSC dans les études in vivo. Ce
sont des cellules qui vont étre prélevées dans la moelle osseuse, une intervention
invasive est donc nécessaire pour les isoler. C’est pourquoi ces cellules sont rarement
d’origine humaine, et vont plutét étre utilisées dans les méthodes de régénération
pulpaire intra-canalaire. Elles ont plus de capacités de différenciation que les DPSC.

Elles sont utilisées dans 5.8% des études in vivo. (31)

e SHED

Les SHED sont plus rarement utilisées que les BMSC. Elles proviennent du tissu
pulpaire récupéré dans les dents de lait exfoliées, elles sont donc considérées comme
'une des rares sources de cellules souches non invasives. Cependant, puisqu’elles
ne sont disponibles que sur les dents déciduales, ces cellules souches ne sont pas
présentes chez I'adulte. Les SHED sont dans tous les cas d’origine humaine et sont
toujours utilisées dans les méthodes de transplantation sous cutanées. Tout comme
les SCAP et les DFSC, elles proviennent de tissus en formation, elles ont donc des
capacités de régénération et de prolifération plus élevées que les DPSC. Elles

représentent 4.3% des cellules utilisées dans la régénération pulpaire in vivo. (31)

e ADSC
Les ADSC sont le type cellulaire le moins utilisé. Elles peuvent étre d’origine
humaine dans le cadre des transplantations sous cutanées ou dans la capsule rénale,
ou alors d'origine animale dans les études a méthodologie intra-canalaire ou a
transplantation dans I'alvéole dentaire. Ces cellules peuvent étre considérées comme
une alternative censée aux DPSC, puisqu’elles sont présentes en quantité
considérable chez les mammiféres quel que soit I'age. Elles représentent 2.9% des

cellules utilisées dans la régénération pulpaire in vivo. (31)

\ B ny o
DPSC SCAP DFSC BMSC SHED
52,20% 11,60% 8,70% 5,80% 4,30%

Figure 21 : Pourcentage des différentes cellules utilisées (31)
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b. Matrices

e Collagéne
Le collagéne est la matrice la plus utilisée. Cependant, il ne va pas étre utilisée
dans tous les cas de transplantation. En effet dans les transplantations in vivo dans la

capsule rénale, il n’est presque pas utilisé. Il est représenté dans 25% des études. (31)

e TDM
La TDM est également trés utilisée, notamment dans le mode de transplantation
sous cutanée et dans la transplantation dans la capsule rénale, ou elle aidera a la
dentinogenése pour les études ou un processus de création de dent de novo est
privilégiée. Elle ne sera pas ou quasiment pas utilisée dans le mode de transplantation

intra-alvéolaire ou intra-canalaire. Elle est représentée dans 13.3% des études. (31)

e HA/TCP
Ces molécules minérales sont tout autant utilisées en tant que matrice que la TDM.
Tout comme la TDM, elles sont principalement utilisées dans les modes de
transplantation sous cutanée et dans la capsule rénale. Mais contrairement a la TDM,
elles sont également utilisées dans les études de transplantation dans l'alvéole. Ces

molécules représentent 13.3% des matrices utilisées. (31)

e PLLA
Le PLLA va étre un peu moins représenté, cependant il peut étre utilisé dans tous
les modes de transplantation. Cette molécule est trés intéressante car elle permet la
libération de substances actives. Il représente 10% des matrices utilisées. (31)
e PLG
Il est encore moins représenté que le PLLA, il est présent dans presque tous les
modes de transplantation sauf le mode de transplantation intra-canalaire. Tout comme
le PLLA, cette protéine permet la libération de substances actives. Le PLG représente
6.7% des matrices utilisées.
e Atélocollagéne
Dérivé du collagéne, l'atélocollagene va étre uniquement présent dans les

transplantations intra-canalaires. Il représente 6.7% des matrices utilisées. (31)
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e Fibroine de soie
La fibroine de soie est peu représentée, c’est méme la moins fréquemment utilisée
de toutes les matrices. Cette non utilisation résulte du fait qu’elle a encore été trés peu
utilisée dans ce type d’étude, cependant elle a déja été largement utilisée dans
d’autres types de régénérations tissulaires tel que la peau, les os et le cartilage. Elle
présente de trés bonnes propriétés mécaniques. Elle se retrouve dans les études sous
cutanées ou encore dans les études intra-canalaire. Elle représente seulement 3.3%

des matrices utilisées. (31)

Collagen Ha/Tcp DM Plla Atelocollagene PLG

~ ~ ~ ~ -

23,00% 13,30% 13,30% 10,00% 6,70% 6,70%

Figure 22 : Pourcentage des différentes matrices utilisées (31)
c. Facteurs de croissances

e Protéines des TDM
Les facteurs de croissance des protéines TDM sont les premiers utilisés en
terme de fréquence, il s’agit simplement de dentine traitée et désinfectée. C'est la
concentration de facteur de croissance le plus simple d’utilisation puisqu’il ne s’agit
pas de molécules purifiées et qu’il est disponible en extrayant des troisiemes molaires
définitives ou des dents nécessitant d'étre extraites pour les traitements
orthodontiques. Ce sont les mémes dents qui sont extraites pour le prélevement de
certaines cellules souches comme les DPSC, les SCAP ou les DFSC. Les protéines
des TDM représentent 18.9% des facteurs de croissances utilisés. (31)
e BMP
Les BMP sont des protéines qui sont largement utilisées dans le cadre de la
régénération pulpaire, et ce, quel que soit la méthode de transplantation. Elle va étre
encapsulée dans une matrice de collagéne, PLLA ou PLG, afin de lui permettre une
libération progressive. Ce facteur de croissance va permettre le recrutement de
cellules souches, et notamment des cellules souches nécessaires a la régénération

pulpaire. Ce facteur de croissance est utilisé dans 16.2% des cas. (31)
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e G-CSF
Le G-CSF est une glycoprotéine qui est également largement rencontré dans
les études de régénération pulpaire. Le G-CSF est surtout représenté dans les études
a méthode de transplantation intra-canalaire, c’est méme le principal facteur de
croissance utilisé dans cette méthode. Tout comme les BMP, le G-CSF entraine le
recrutement des cellules souches qui permettent la régénération pulpaire. Cette

glycoprotéine va représenter 16.2% des facteurs de croissance utilisés. (31)

e SDF
Le SDF est une protéine chimiokyne qui est bien moins utilisé que les facteurs
cités précédemment. Cette protéine va étre principalement retrouvées dans des
méthodes de transplantation intra-canalaire, mais aussi dans une moindre mesure
dans les modes de transplantation sous-cutanés. Tout comme les BMP et les G-CSF,
le SDF est un facteur qui permet le recrutement des cellules souches nécessaires a la
régénération pulpaire. Dans le cadre des études de régénération pulpaire il représente

8.1% des facteurs de croissance utilisés. (31)

e VEGF
Le VEGF est une protéine utilisée a la méme fréquence que le SDF, cependant
il N'est pas utilisé pour les mémes raisons. En effet, le VEGF est une protéine
promotrice de la vascularisation, permettant ainsi la néo-vascularisation, mais
également [l'agrandissement du réseau vasculaire déja existant. I va étre
principalement utilisé dans les méthodes de transplantation sous cutanées. Le VEGF
représente 8.1% des facteurs de croissance utilisés dans les études de régénération
pulpaire. (31)
e FGF
Les FGF sont des protéines de croissances secrétées par les fibroblastes. Ils vont
étre principalement utilisés dans la régénération pulpaire sous cutanée. Les FGF

représentent 8.1% des facteurs de croissance utilisés. (31)

~N ~ ~ - ~

DM BMP G-CSF FGF SDF-1
18,90% 16,20% 16,20% 8,10% 8,10%

Figure 23 : Pourcentage des différents facteurs de croissance utilisés (31)
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d. Modéles animaux

e Souris
La souris, comme tous les modeles in vivo utilisés pour la régénération pulpaire est
un mammifére possédant une denture lactéale et une denture permanente. Elle est
tres représentée dans les études in vivo, cependant elle ne sera utilisée que dans les
études ectopiques, les dents de souris étant trop petites pour intervenir directement
en intra-canalaire. La souris représente 72.4% des animaux représentés dans les
études in vivo pour la régénération pulpaire. (31)
e Chien
Le chien est trés représenté dans les études in vivo intra-canalaires, en effet
leurs dents sont relativement proche de celle de 'Homme ce qui permet de faire des
études aux résultats assez fiables pour permettre une transposition. Les chiens sont
des animaux plus complexes a acquérir que les souris, c’est pourquoi ils sont moins
représentés. Dans les études sur la régénération pulpaire, les chiens représentent

10.3% des animaux utilisés. (31)

e Rat
Le rat est tout aussi représenté que le chien, il peut étre utilisé aussi bien pour
des études ectopiques, que pour des études intra-canalaires. Leurs dents sont plus
grandes que celle de la souris, ce qui permet de travailler directement dessus. C’est
un animal plus petit que le chien, ce qui permet utilisation plus facile, cependant leurs
dents ont des caractéristiques morphologiques et physiques plus éloignées de
'Homme que les dents du chien, ce qui en fait un modéle moins précis. Les rats
représentent tout de méme 10.3% des animaux utilisés dans les études de
régénération pulpaire. (31)
e Cochon
Le cochon, dans ce type d’étude va étre utilisé sous sa forme miniature,
beaucoup plus simple a manipuler et a élever (besoin de moins d’espace pour le méme
nombre d’individu par rapport aux cochons d’élevage). Tout comme les chiens, ils vont
étre représentés dans les méthodes de transplantation orthoptiques. Leurs dents sont
trées semblables a celles de 'Homme, ce qui permet une transposition a 'Homme
assez facile et fiable. Le cochon nain représente 5.2% des animaux utilisés dans la

régénération pulpaire. (31)
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e Lapin
Le lapin n’est pas trés utilisé dans les études de régénération pulpaire, en effet
il a des dents morphologiquement trés éloignées de celles de 'Homme, de plus sa
taille est moins avantageuse que celle de la souris pour effectuer des études

ectopiques. Il ne représente que 1.7% des animaux utilisés dans ce type d’étude. (31)

o Furet
Finalement, le furet est trés peu utilisé dans ce type d’étude, et ce malgré la
ressemblance de ses dents avec celles de ’'Homme. Il sera principalement utilisé dans

les méthodes intra-canalaires.

K & & 0§

Souris Chien Rat Cochon Lapin
72,40% 10,30% 10,30% 5,20% 1,70%

Figure 24 : Pourcentage des différents modeles animaux utilisés (31)
e. Méthodes d’implantation

e Sous cutanée

La méthode de transplantation sous cutanée est de loin la plus utilisée. Elle peut
se faire via des coupes de dent ou des fragments de dent. Dans la plupart des cas ces
études sont réalisées avec des dents et des cellules souches d’origine humaine. Ce
sont des études relativement simples a mettre en ceuvre, cependant elles ne sont pas
tres fiables, ni trés précises, car la mise en sous cutané des fragments dentaires
apporte une vascularisation et une innervation beaucoup plus importante que le milieu
naturel ou les vaisseaux doivent passer par le foramen apical, de plus le milieu sous
cutané est trés différent de I'os de la machoire, ce qui peut entrainer un important biais
dans ce type d’étude pour leur transposition a ’'Homme. La colonisation cellulaire se
fait par des cellules animales, ce qui peut ajouter un biais supplémentaire. Cette

méthode de transplantation représente 65% des études. (31)

e Intra canalaire
C’est la deuxiéme méthode la plus utilisée dans les études de régénération
pulpaire in vivo. Elles sont trés fiables et représentent bien le milieu naturel présent
chez ’lHomme. En effet, il s’agit de traiter des dents qui sont sur arcade, cette méthode

est donc trés proche du mode opératoire endodontique classique. Les cellules
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souches utilisées pour ce type d’études peuvent étre d’origine animale (cellule
souches prélevées sur I'animal ou va se faire la transplantation) ou humaine dans de
plus rares cas. Cependant, l'utilisation de telles méthodes nécessite des modeéles
animaux plus volumineux, et plus proche en terme de dentition de 'Homme. Cette

méthode représente 16.7% des méthodes utilisées. (31)

¢ Dans la capsule rénale

La méthode de transplantation dans la capsule rénale est relativement proche
de la méthode de transplantation en sous cutanée, cependant il ne s’agira pas de
ramener des fragments dentaires dans la capsule rénale mais d’apporter des cellules
souches et ainsi de montrer la différenciation possible de différents types cellulaires
en présence de dentine. Cette méthode, comme la transplantation sous cutanée est
peu fiable, en raison des conditions de croissance des cellules souches totalement
différentes du milieu naturel. La transplantation dans la capsule rénale, permet surtout
de montrer la capacité de différenciation des cellules souches en recréant les
différentes structures de l'organe dentaire a partir d'une méme colonie de cellules.
Cette méthode représente 13.3% des types de transplantation utilisés dans la
régénération pulpaire in vivo. (31)

e Dans l'alvéole

C’est la méthode de transplantation la moins utilisée, elle consiste en I'apport
d’'une matrice cellularisée dans une alvéole dentaire fraiche suite a une avulsion. Cette
méthode a pour avantage de se trouver sur le bon site de prolifération ('os de la
machoire), cependant elle est surtout utilisée, tout comme les études de
transplantation de la capsule rénale, pour montrer les capacités de différenciation d’'un
type cellulaire. Elle ne reproduit pas les conditions de vascularisation et d’'innervation
de la dent dans son milieu naturel puisqu’il N’y a pas de foramen apical qui limite le
passage des vaisseaux. De plus, ces études sont nécessairement faites sur des
animaux de plus gros gabarit ce qui augmente le colt des études. Cette méthode de
transplantation représente 5% des méthodes utilisées dans les études de régénération

pulpaire in vivo. (31)
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Sous cutanée Intra-canalaire Dans la capsule rénale Dans l'alvéocle

N N -

65,00% 16,70% 13,30% 5,00%

Figure 25 : Pourcentage des différentes méthodes de transplantation (31)

3. Méta-analyse

La méta-analyse de cette thése portera sur la revue d’étude « The role of stem cell
therapy in regeneration of dentine-pulp complex: a systematic review » qui regroupe
60 études de régénération pulpaire in vivo. (31) Ces données ont été étoffées en
reprenant les différentes études de larticle et en affinant les différents critéres

intéressants pour cette thése.

a. Modéle animal / méthodes de transplantation

Transplantation

transplantation dans Is capsule
Transplantation sous cutange Transplantation intra-canalaire rénale Transplantstion dans1'sivéole

b

3;57%
Souris
I -
Chien
! o o
Rat
” 1,79% 3,57%

Cochon

‘. -

Lapin

Figure 26 : Tableau de valeur représentant les modeles animaux utilisés en fonction
du mode de transplantation (31)
Ce tableau représentant les modéles animaux utilisés en fonction du mode de
transplantation, il illustre bien que la transplantation sous cutanée est dominée par
I'utilisation de la souris, en effet c’est un animal petit, facile d’entretien, qui correspond

bien a ce type de transplantation. Grace a I'utilisation de souris immunodeficientes, il
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est possible d’utiliser des cellules et fragments dentaires d’origine humaine tout en
évitant les problémes de rejets de greffe.

Dans la transplantation intra-canalaire le chien domine, suivi par le rat et le
cochon, ce type de méthode n’est donc utilisable qu’avec les modéles animaux les
plus imposants, afin de pouvoir travailler directement sur les dents. De plus I'utilisation
augmentée du chien et du cochon pour ce type d’étude est due a une similarité accrue
entre la dent animale et la dent humaine.

La transplantation dans la capsule rénale concerne le rat et la souris, avec en
majorité des études sur le rat, car pour ce type d’étude, il n’est pas nécessaire d’avoir
de gros animaux.

Finalement, la transplantation dans lalvéole dentaire est représentée
majoritairement par le cochon, mais également dans une moindre mesure par le lapin.

b. Modéles animaux / cellules souches

Cellule

DPSC SCap DFSC EMSC SHED ADSC SCAP Non renseigne

8.93% 8.33% 257% 535% 1798
Seuris
; 10,73% 179% 1,79%
Chien
Rat
357% 1,75%

|

Cochon

Lapin

Figure 27 : Tableau de valeur représentant les cellules souches utilisées en fonction
des modéles animaux (31)

Ce tableau permet de voir que les DPSC sont utilisées dans beaucoup d’études

quel que soit le modele animal. Ce sont les cellules de référence en ce qui concerne

la régénération pulpaire. Elles sont présentes quel que soit I'age de l'individu.
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Les DPSC ne sont cependant pas représentées pour le lapin qui est le seul
modéle animal a étre utilisé avec les ADSC. Les études montrant les ADSC comme
cellules permettant la régénération pulpaire sont assez récentes ce qui explique sa
faible utilisation, mais il s’agit d’'une source de cellules souches prometteuse car facile
d’accés et présente quel que soit 'age du sujet. Dans les différents tableaux, les
résultats sur le lapin sont a interpréter avec précaution, car seules deux études utilisant
le lapin sont répertoriées.

La souris sera représentée avec presque tous les types cellulaires sauf les
ADSC, qui comme dit précédemment sont uniquement utilisées chez le lapin.

Le chien lui va étre utilisé avec les DPSC et les BMSC.

Le rat sera représenté avec les DPSC, les BMSC mais également les SCAP.

Finalement, le cochon lui sera utilisé avec les DPSC en majorité puis
secondairement avec les DFSC. Le cochon est un animal assez peu représenté dans
les études sur la régénération pulpaire, c’est pourquoi il faut interpréter les résultats

obtenus dans les différents tableaux avec précaution.

c. Modeéles animaux / facteurs de croissance

Facteir De Croissance

Animal Mon renssigng TDM G-L[SF VEGF SDF BMP FaF

Souris 12.50% D 2% 1.79% 3.57% 357%
Souris
‘ Chien 175% B.93% 576
Chien
Rat
q Cochon 3575 179%

Cochon

‘ Lapin 1.78%

Figure 28 : Tableau de valeur représentant les facteurs de croissance utilisés en
fonction des modeles animaux (31)
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Ce tableau permet tout d’abord de montrer que les facteurs de croissances
utilisés pendant les études sont assez peu souvent renseignés, en effet les valeurs
non renseignées prédominent. Cependant, en passant outre les facteurs de
croissances non renseignes, la TDM est utilisée avec presque tous les modéles
animaux excepté le chien et le lapin. C’est le facteur de croissance maijoritairement
utilisé pour la souris et c’est le seul facteur de croissance utilisé pour le rat et le cochon.
L’utilisation en grande quantité de TDM est d( au fait que lors de l'utilisation de TDM
en tant que matrice, il sera également utilisé en tant que facteur de croissance. C’est
un facteur de croissance plus facile et moins onéreux a obtenir que d’autres facteurs
de croissance purifiés.

Le VEGF et le FGF sont uniquement utilisé chez la souris. Tandis que le G-CSF

sera uniquement utilisé chez le chien.

d. Modeéles animaux / matrices

ftatrice

Nen renseigné TOM Collagéne Ha/TCP PLLA Atelocollagéne PLG Firboine de saie

357% 1755%

Souris

&

Chien

1.75%

3.57% 536% 175%

1.73% 1.75% 1.75%

1R

Cochon

‘ -

Lapin

Figure 29 : Tableau de valeur représentant les matrices utilisées en fonction
des modéles animaux (31)
Tout comme le tableau sur les facteurs de croissance utilisés, beaucoup d’études
n’ont pas renseigné les matrices qu’ils ont utilisé dans leur étude. Cependant, la TDM

est la matrice la plus quantitativement utilisée, elle va étre utilisée chez la souris
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principalement, mais également chez le rat et le cochon. En revanche la matrice qui
est utilisée chez le plus de modeles animaux est le collagene, il est associé a tous les
animaux sauf le rat.

L’aétlocollagéne lui est uniquement associé au chien, tandis que le PLG et le

HA/TCP uniquement a la souris.

e. Méthode de transplantation / cellules souches

Ceilule

Transplantation DPSC SCap DFSC BMSC SHED ADSC SCAP Non renseigné

Transplantation sous

8.53% 8525 1795 5365 178
cutanée
Transplantation . , S
intra-canalaire L 1.73% 179% 175%
is| ati s | ey E
transplantation dans la 385 157% 3575

capsule rénale

Transplantation dans 257%

178
I'alvéale =

Figure 30 : Tableau de valeur représentant les cellules souches utilisées en fonction
du mode de transplantation (31)

Ce tableau indique que quel que soit le mode de transplantation utilisé ce sont
les DPSC qui sont les cellules souches les plus utilisées.

Dans la transplantation sous cutanée presque tous les types cellulaires sont
représentés, sauf les ADSC qui ne sont représentées que dans les transplantations
dans l'alvéole.

Les études avec des transplantations intra-canalaires vont utiliser les DFSC et
les BMSC en plus des DPSC dans leurs études.

Les études utilisant les transplantations dans la capsule rénale vont utiliser les
DPSC bien sar, mais également les SCAP et les BMSC.
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f. Méthode de transplantation / facteurs de croissance

Facteur De Croissance

Transplantation Mon renseigné TOM G-CSF VEGF SDF BMP FGF
Transplantation sous m_ S 1.75% 3.m I57%
cutanée
Transplantation e X g
3 25796 1,79% B93% 3.57%

imtra-canalaire

< St s | _
lr—ﬂn_planltnbun dans la a7 1799%
capsulerénals =Ehiss
Transplantation dans 3570 <795

I'alvéole

Figure 31: Tableau de valeur représentant les facteurs de croissance utilisés en
fonction du mode de transplantation (31)

Tout comme dans les tableaux représentant les modéles animaux par rapport
aux méthodes de transplantation, bon nombre d’études n'ont pas renseigné les
facteurs de croissance utilisés. En passant outre, dans la transplantation sous cutanée
presque tous les facteurs de croissance sont utilisés, avec une majorité d’utilisation
pour la TDM.

Dans la transplantation intra-canalaire c’est l'utilisation du G-CSF qui domine,
ensuite il y a le SDF et finalement la TDM.

Dans le cadre de la méthode de transplantation dans la capsule rénale seule la
TDM est utilisée.

Finalement, seul le BMP est utilisé dans la transplantation dans I'alvéole.
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g. Méthode de transplantation / matrices

Matrize
Firboine de
Transplantation MNon renssigng Coliagéne HA/TCP PLLA Atzlocollagsne PLG saie

Transplantation sous
cutanée

357% 179%

Transplantation
intra-canalaire

1,73%

transplantation dans la

capsulerénale 536% 536% 175%

Transplantation dans
I'alvécle

1.79% 257%

Figure 32 : Tableau de valeur représentant les matrices utilisées en fonction du
mode de transplantation (31)

Tout comme le tableau sur les facteurs de croissance utilisés, beaucoup d’études
n’ont pas renseigné les matrices qu’ils ont utilisé dans leur étude. Cependant, il est
possible de voir que la TDM, le collagéne et le HA/TCP sont les 3 principales matrices
utilisées.

Dans les études ou la méthode est la transplantation sous cutanée, les matrices
les plus utilisées sont la TDM et le HA/TCP, la seule matrice qui n’est pas utilisée est
'aétlocollagéne, qui n’est utilisé que dans les méthodes de transplantation intra-
canalaire, ou cette matrice est dominante, ce qui n’est pas une surprise puisqu’elle est
la seule matrice utilisée pour le chien, or le chien est uniqguement et majoritairement
représenté dans les méthodes de transplantation intra-canalaire.

La transplantation dans la capsule rénale utilise la TDM et le PLLA dans un second
temps.

Le collagéne est la seule matrice utilisée dans les méthodes de transplantation

dans l'alvéole.

54



h. Cellules souches / facteur de croissance

Cellule

DPSC

SCAP

DFSC

BMSC

SHED

ADSC

5CAP

Mon renseigne

Figure 33 : Tableau de valeur représentant les facteurs de croissance utilisés en

Tout comme dans les précédents tableaux, beaucoup d’études n’ont pas renseigné
les matrices utilisées ce qui se traduit par une puissance des facteurs non renseignés.
Cependant, en passant outre ces facteurs, c’est toujours la TDM qui est dominante
tant sur le plan quantitatif, que sur le nombre de types cellulaires ou elle est impliquée.
Elle va étre surtout utilisée avec les DFSC, c’est le seul facteur de croissance utilisé
avec ce type de cellule.

Les DPSC vont étre associées avec tous les types de facteurs de croissance, avec

Non renseigné

7a4%

379%

5365

175%

TOM

1.75%

1071%

179%

une prédominance pour le G-CSF.

Les ADSC quant a elles, seront utilisées uniquement avec les BMP, cependant les

résultats sont a contraster car il n’'y a encore que peu d’études représentant ces

cellules.

T9%

Facteur De Croissance

G-CSF
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i. Cellules souches / matrices

Matrice

Cellule Non renseigné Collagéne HA/TCP PLLA Atelocollagéne PLG Firboine da soie

DPSC 7.38% 5.36% 1.75% 1.73%

scap 1.75% 5355 179% 178 1752

DFSC

BMSC 175% 1739 1799 1.79%
SHED 3575 175%

ADSC 1,79%

scap 175%

Mon renseigné 1,79%

Figure 34 : Tableau de valeur représentant les matrices utilisées en fonction des
cellules souches (31)

Tout comme les autres tableaux représentant les matrices, dans de
nombreuses études les matrices ne sont pas renseignées, ce qui entraine un assez
grand pourcentage de matrices non renseignées. En passant outre la colonne non
renseignée, la matrice la plus utilisée est la TDM, elle est utilisée avec quatre types
cellulaires différents, les DPSC, les SCAP, les DFSC et les BMSC.

Les DPSC sont représentées avec tous les types de matrices, mais la matrice
principalement utilisée va étre le collagéne, puis le PLLA puis le HA/TCP. C’est le seul
type cellulaire qui est utilisé avec la fibroine de soie. En effet, cette matrice est encore
peu utilisée malgré ces propriétés trés intéressantes, elle est encore récente dans les
études sur la régénération pulpaire.

Les SHED sont utilisées uniquement avec du HA/TCP tandis que les ADSC

uniqguement avec du collagéne.

4. Synthése
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Matrice

Non renseigné

Atelocollagéne

Collagéne

Firboine de
soie

Ha/TCP
PLG

PLLA

TOM

Transplantationdans | transplantation dans la capsule

I'alvéole

Facteur De
Croissance

Non renseigné i

ADSC DESC B

rénale

DPSC

&

14,29%

Transplantation / Cellule

Transplantation intra-canalaire

BMSC DESC BPSC
10,00%
10,00% 30,00°
10,00%
10,00%
10,00%
10,00%
10,00%

Transplantation sous cutanée

SCAP BMSC DRSC

2,78%

BPSE SCAP
16,67%
2,78% 2,78%
833%
278%
278%

2,78%
1L11% 2,78%
2,78% 278%
2,78%
2,78% 2,78%
278%

1388%  278% 2,78%

5,56%

2,78%

des associations possibles (31)

synthése

Figure 35
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Ce tableau récapitulatif montre chaque association possible en fonction des
facteurs de croissance, des matrices, des modéles animaux, des cellules et des
meéthodes de transplantation utilisés.

Comme beaucoup de facteurs de croissances et de matrices n’ont pas été
renseignés, certaines cases mettent en relation des facteurs non renseignées.
Cependant, ce tableau permet de tirer les associations les plus fréquentes. Il est alors
obtenu pour la transplantation sous cutanée I'utilisation de la souris avec les DPSC et
le TDM en facteur de croissance et en matrice. Pour la transplantation intra-canalaire
I'association la plus utilisée sera le chien, avec les DPSC, I'atélocollagéne et le G-CSF.
Pour la transplantation dans la capsule rénale, I'association la plus utilisée sera
l'utilisation du rat, avec les BMSC et le TDM en facteur de croissance et matrice.
Finalement, pour la transplantation dans I'alvéole I'association la plus représentée sera
le lapin avec les ADSC, dans une matrice de collagéne et avec la BMP comme facteur
de croissance.

Ce tableau montre bien I'importance de la souris et du mode de transplantation

ectopique et notamment sous cutanée dans les études de régénération pulpaire.
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CONCLUSION

Ce travail de bibliographie a été créé dans le but de déterminer les meilleurs
modéles animaux disponibles pour les études de régénération pulpaire.

Dans un premier temps, les différentes cellules souches utilisées ont été
présentées, ainsi que leur localisation dans le corps, leurs caractéristiques et leur
potentiel de différenciation. Ainsi, il a pu étre déterminé deux grands types de cellules
souches : les cellules souches présentes tout au long de la vie de l'individu, ce sont
les DPSC, les BMCS et les ADSC et les cellules souches uniquement présentes a un
moment de la vie de l'individu, ce sont les DFSC, les SHED et les SCAP. Les SHED
sont les seules cellules qui ne nécessitent pas de prélevement invasif, puisque ces
cellules sont prélevées dans la pulpe des dents déciduales exfoliées. Globalement, les
cellules prélevées sur les organes en formation (DFSC et SCAP) sont plus
performantes sur le plan de la différenciation, de la migration et de la prolifération.
L’utilisation des ADSC dans les expériences de régénération pulpaire est relativement
nouvelle. Elles sont trés prometteuses, car leur prélevement est facile chez les
mammiféres et surtout, elles se comportent de la méme maniére que les DPSC qui
sont les cellules de références dans ces études.

Les matrices vont étre un soutien pour la formation du tissu, elles doivent étre
bio-compatibles et biodégradables. Différentes matrices existent dans ce type d’étude,
la « Treated Dentin Matrix » TDM est la plus utilisée. Aujourd’hui des matrices plus
évoluées sont utilisées et notamment la fibroine de soie qui a des propriétés
mécaniques particulierement intéressantes. Les matrices sont également utilisées en
fonction de leur capacité a stocker et libérer progressivement des substances actives
ou facteurs de croissance.

Les facteurs de croissance vont étre utilisés pour améliorer la régénération du
tissu néoformé. lls peuvent avoir différentes caractéristiques et agir sur la prolifération,
la différenciation, I'apoptose, mais également sur la vascularisation. Ce dernier effet
est moins recherché car la croissance en milieu hypoxique due au foramen apical

entraine déja un effet angiogénique.

Dans un second temps, ont été étudiés les modeéles animaux utilisés dans les
études de régénération pulpaire, mais également limplication des différentes
instances pour réguler l'utilisation des animaux dans les études mais aussi pour

favoriser leur bien-étre et la minimisation de leurs souffrances. Les animaux utilisés
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dans ce type d’étude sont la souris, le rat, le chien, le cochon, le furet et le lapin.
Chaque animal posséde ces propres spécificités dentaires. Les animaux dont la
denture se rapprochent le plus de ’lhomme sont le chien et le cochon. Cependant ce
sont également les animaux les plus complexes a obtenir auprés des conseils

d’éthique.

Dans la troisiéme partie, ont été décrits les différentes méthodes de
transplantation dans les études de régénération pulpaire, mais également la
corrélation entre les différents modéles, cellules, matrices, facteurs de croissance et
méthodes utilisés. L'implantation sous cutanée ou dans la capsule rénale utilise
principalement de petits animaux tels que la souris ou le rat. Elle a pour avantage la
détermination du potentiel de différenciation des différentes cellules, mais également
de valider la fonctionnalité du stratégie régénerative avec des matrices, des cellules,
ou des facteurs de croissance innovants. Ces méthodes sont le plus souvent utilisées
avec une matrice de TDM et ses facteurs de croissance. Ce sont des études de
premiére intention.

La méthode de transplantation intra-canalaire est ce qui se rapproche le plus
de l'application clinique recherché chez 'lHomme. Elle permet le développement du
tissu pulpaire néo formé dans des conditions similaires a I'étre humain. La majorité des
études utilisant cette méthode utilisent une matrice hydrogel fonctionnalisé avec du G-
CSF. Cette matrice se présente sous forme de gel ce qui facilite son insertion dans le
canal dentaire. Ce sont des études de deuxiéme intention dont les résultats peuvent

permettre d’aboutir sur des études de phases cliniques.

Cette analyse de données permet de montrer que le modéle animal le plus
utilisé et le meilleur modele animal pour les études de premiére intention est la souris.
La souris a pour avantage d’étre petite, avec une reproduction rapide et des modéles
immunodeficients existent déja sur le marché. Elle va étre uniquement utilisée dans
les études sous cutanée ou de transplantation dans la capsule rénale Ces modes de
transplantation ne reproduisent pas les conditions de développement naturel du tissu
pulpaire dans I'espace endodontique et aboutissent a I'obtention d’une population
cellulaire le plus souvent mixte. Ce qui constitue un niveau de validation in vivo

insuffisant pour passer aux études de phases cliniques.
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Le meilleur modéle animal pour les études de deuxiéme intention est le chien.
Il permet de reproduire des conditions de développement du tissu pulpaire similaire a
’'Homme, car il posséde des dents aux caractéristiques proches de I'étre humain. C’est
un meilleur modéle que le cochon car il est plus compliant pour les soins. Cependant
ce sont des animaux plus durs a obtenir auprés des conseils d’éthique et plus dur a
entretenir. Un biais dans la transposition a I'’étre humain peut étre mis en avant car les
cellules souches animales utilisées dans ces études n’ont pas exactement les mémes
caractéristiques que les cellules souches humaines. Cependant c’est le meilleur

modele pour faire une transposition de résultats a I’'homme.

Les résultats de ce travail permettront a terme d’envisager une transposition de
résultats des études in vivo a 'Homme plus aisé en comprenant l'implication et la
fonctionnalité de chaque matériel utilisé. En effet, il est capital de pouvoir choisir le
« design » expérimental et le modéle animal le plus adapté a la stratégie régénérative
évaluée. Aujourd’hui déja, des études in vivo précliniques de premiére et de deuxieme
intention bien ciblées ont permis a des équipes japonaises d’élaborer un protocole
clinique expérimental sur I'étre humain. Les résultats cliniques ont été trés bons avec
100% des dents revitalisées répondaient aux tests de vitalité aprés leur stratégie
régénérative. (55) Nul doute que ces premiers résultats cliniques obtenus dans la
continuité d’'une expérimentation in vivo de qualité seront suivis par de nombreux

autres travaux pour la révolution des pratiques endodontiques de demain.
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Résumé : Malgré les différentes politiques de prévention bucco-dentaire, la
prévalence des pathologies pulpaires reste importante. La thérapie utilisée dans le
cadre des pathologies pulpaires irréversibles des dents matures demeure le traitement
endodontique. Néanmoins, différentes stratégies de régénération pulpaire ont été
développées depuis plusieurs années. A partir de différentes cellules souches et de
matrices spécifiques, il est possible d’obtenir un tissu aux caractéristiques similaires a
celles de la pulpe dentaire. Le but de cette thése bibliographique est d’analyser
différentes études in vivo de régénération pulpaire a partir d’'une matrice cellularisée
afin de comprendre quels modéles in vivo sont les plus pertinents. Dans la premiére
partie, sont définis les caractéristiques et les biomatériaux utilisés pour soutenir les
différentes stratégies régénératives. Dans la deuxiéme partie, sont présentés les
différents modéles animaux de régénération endodontique et le cadre Iégal de leur
utilisation. Dans la troisieme partie, est proposée une méta-analyse d’études sur la
régénération pulpaire qui permet de situer l'intérét des différents modeéles in vivo en
fonction de la stratégie régénérative choisie. Ce travail permet de situer les vrais
niveaux d’avancées et d’intéréts de ces modéles animaux pour la validation in vivo de
stratégies régénératives endodontiques, qui devraient révolutionner les pratiques
endodontiques de demain.
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