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INTRODUCTION

La cavité buccale est colonisée par de nombreux micro-organismes dont les streptocoques
oraux sont les composants majeurs. L'éruption des dents est un élément fondamental avec la
multiplication des surfaces et donc de nouveaux sites d’adhésion pour les bactéries. Les
streptocoques du groupe mutans sont considérés comme les agents étiologiques principaux du
processus carieux. lls entrainent la déminéralisation puis la destruction des tissus minéralisés
dentaires, ce qui déclenche une réaction inflammatoire pulpaire et une libération de médiateurs
de linflammation. Lorsque la charge bactérienne est importante, I'inflammation entraine la
nécrose pulpaire. S'ajoutent a cela les traumatismes bucco-dentaires, entrainant des altérations
irréversibles de substances minérale et pulpaire, d’ou les éventuelles nécroses qui en découlent et
qui, sans traitement, peuvent aboutir a la perte de la dent.

Les alternatives actuellement utilisées sont des moyens artificiels faisant appel a des
restaurations coronaires directes (résine composite, amalgame, ciment verre-ionomére) ou
indirectes (résine, céramique, or) qui remplacent le tissu |ésé mais ne restaurent pas son intégrité
ni sa fonction propre.

L'ingénierie tissulaire est un ensemble de techniques qui se basent sur les principes de
I'ingénierie et des sciences de la vie pour développer des substituts biologiques permettant de
restaurer, maintenir ou améliorer les fonctions des tissus. L’émergence de cette nouvelle stratégie
date de la fin des années 1980 grace aux récentes connaissances sur la culture cellulaire et les
facteurs de croissance.

En 2000, des travaux menés par I'équipe de Gronthos ont permis de mettre en évidence la
présence de cellules souches dans la pulpe dentaire et de les isoler (Gronthos et al., 2000). A
I'avenir, le but est de mettre au point de nouvelles stratégies de conservation des tissus dentaires
basées sur une approche naturelle d’auto-réparation de la dent :

- lorsque le tissu pulpaire est lésé, il s’agit de cultiver ces cellules souches pour recréer une
« pulpe artificielle » afin de I'implanter dans un modele de pulpotomie dans une dent de rat
immunodéprimé et d’en étudier la formation d’'un tissu pulpaire fonctionnel : est-il vascularisé,
innervé ? Ya-t-il présence de cellules de type odontoblastes nouvellement différenciées le long de

la paroi dentinaire ? Ces derniéres produisent-elles de la dentine de réparation ?
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- la thérapie régénérative peut étre utilisée pour réparer une perforation d’un canal
radiculaire. Le but est de récréer du tissu minéralisé grace a trois composants essentiels : les
cellules souches, un support et des facteurs de croissance.

L’objectif de ce travail est de décrire les bases fondamentales probablement amenées a
révolutionner notre comportement clinique dans un futur proche, tout en gardant a I'esprit que
ces recherches ne sont pas encore adaptées a la clinique humaine a cause des risques de rejets et

de la législation.

16



1. L'odontogenése

1.1. Rappels

L'odontogenese est associée avec les étapes initiales de développement cranio-facial et est
régulée par des interactions épithélio-mésenchymateuses. L'émail et la dentine n'ont pas la méme
origine. L'émail est synthétisé par les améloblastes qui proviennent de |'épithélium oral, qui
provient lui-méme de l'ectoderme (Robinson et al., 1995). La dentine est synthétisée par les
odontoblastes qui proviennent de I'ecto-mésenchyme (Ruch et al., 1995 ; Smith et Lesot, 2001).

Le mésenchyme, dans le premier arc branchial, est appelé ecto-mésenchyme car des
cellules des crétes neurales (CCN) y ont migré. L'ecto-mésenchyme va interagir avec |'épithélium
oral pour former les territoires des incisives, canines et molaires dans chaque quadrant des deux
maxillaires. L'expression de FGF-8 (Fibroblast Growth Factor) et BMP-4 (Bone Morphogenetic
Protein) dans |'épithélium oral permet d'activer les génes homéobox (Hox) qui contrélent la
morphogeneése. Ces genes créent un « homéocode » spécifique pour les cellules progénitrices de
chaque type de dent. llIs jouent donc un réle crucial dans la régulation spatio-temporelle de

I'odontogenese.

1.2. Les différentes étapes du développement dentaire

1.2.1. Stade de placode dentaire

Les interactions épithélio-mésenchymateuses représentent un véritable dialogue
moléculaire. A la 5°™ semaine de vis embryonnaire, un signal épithélial va entrainer une activité
dans I'ectomésenchyme. La sécrétion de BMP4 par I'épithélium induit I'expression du géne Msx1
par I'ectomésenchyme. Le facteur BMP2 issu du tissu mésenchymateux active aussi Msx1 qui
permet le bourgeonnement épithélial responsable de la formation de la placode dentaire (Figure
1: stade A). A ce moment, la membrane basale sépare |'épithélium de I'ecto-mésenchyme sous-
jacent. Les interactions épithélio-mésenchymateuses sont cruciales tant pour la formation des

placodes dentaires que pendant les différentes étapes de I'odontogenése.
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Figure 1. Schéma récapitulatif de |'odontogenese (www.arquivos.unama.br); A : placode
épithéliale, B : bourgeon dentaire, C : cupule dentaire, D : cloche dentaire, E : édification de la
couronne de la dent lactéale (DL) et début d'édification de la dent permanente (DP), F : édification
de la racine DL et édification de la couronne DP, G : rhizalyse de la racine DL, H : la DP fait son
éruption lorsque deux tiers de la racine sont formés, | : DP sur arcade, |'apex se ferme.

1.2.2. Stade de lame dentaire

Les cellules épithéliales proches de la membrane basale se multiplient (4 a 5 couches de
cellules) et s'invaginent dans l'ecto-mésenchyme sous-jacent, donnant naissance a la lame
dentaire (Ruch, 1985 ; Peterkova et al., 1996). L'ecto-mésenchyme change alors de composition et

devient plus dense. Cette invagination épithéliale marque I'apparition de la zone de la future

couronne dentaire et se développera a travers plusieurs stades (bourgeon, cupule, cloche).

1.2.3. Stade de bourgeon dentaire

Chaque lame dentaire est a l'origine d'un bourgeon dentaire (stade B). L'invagination

progresse, les cellules de I'ecto-mésenchyme entourent le bourgeon épithélial.
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1.2.4. Stade de cupule dentaire

Ensuite, les changements de forme du bourgeon dentaire aboutissent a la formation de la
cupule dentaire (stade C). Ce stade est caractérisé par la concavité de I'épithélium qui enveloppe
partiellement le mésenchyme sous-jacent.

L'ectomésenchyme se condense dans la cavité de l'organe de I'émail. Il forme alors Ila
papille dentaire qui est a I'origine des odontoblastes et de la pulpe dentaire. Pendant la transition
entre les stades de cupule et de cloche dentaire, de nombreux changements sont observés. Tous
les éléments de I'organe de I'émail se distinguent sur le plan histologique :

. I'épithélium améloblastique externe (EAE) localisé a la périphérie de la cupule, en contact
avec le mésenchyme,

. I'épithélium améloblastique interne (EAI) formé par les cellules qui sont les précurseurs des
améloblastes et qui sont séparées de la future pulpe dentaire par la membrane basale,

. le réticulum étoilé et le stratum intermédium, deux couches intermédiaires de I'organe de
I'émail, impliquées dans les transferts de protéines de I'émail,

. le nceud de I'émail primaire puis secondaire situé au centre de l'organe de I'émail, qui
contréle la morphogénese des futures dents avec l'aide de signaux provenant du mésenchyme
(Jernvall et al., 1998). A ce stade, l'identité tissulaire est contenue dans le mésenchyme.

L'induction mésenchymateuse va transformer le tissu épithélial.

1.2.5. Stade de cloche dentaire

Le stade de cupule dentaire est suivi par le stade de cloche dentaire (stade D), pendant
lequel la couronne dentaire va acquérir sa différenciation morphologique finale. Les patrons
cuspidiens spécifiques a chaque dent se mettent en place.

A la fin du stade de cloche, les EAI et EAE se rencontrent pour former une double couche
épithéliale ; la zone de réflexion de I'émail. Les deux feuillets accolés forment une lame qui
s'enfonce dans le tissu conjonctif : c'est la gaine épithéliale de Hertwig. Cette derniére induit la
différenciation des pré-odontoblastes en odontoblastes produisant la dentine radiculaire. Lorsque
les premiéres couches de dentine radiculaire sont formées, la gaine se désagrége en laissant « les

débris épithéliaux de Malassez ».
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L'ecto-mésenchyme condensé situé a la périphérie de I'organe de I'émail et de la papille
dentaire forme le sac folliculaire. Il donnera naissance au cément, au ligament alvéolo-dentaire et

a l'os alvéolaire.

2. Les tissus dentaires

Structure de la dent :

L'organe dentaire est constitué par la dent, appelée aussi odonte, et ses tissus de soutien
appelés parodonte (Piette et Goldberg, 2001). L'odonte comprend une partie coronaire : la
couronne dentaire, et une partie radiculaire : la ou les racines. Différents tissus minéralisés le
constituent : I'émail, la dentine et la pulpe. Le parodonte comprend quant a lui le cément, le

ligament alvéolo-dentaire (périodonte ou desmodonte), I'os alvéolaire et la gencive (Figure 2).

email

dentine

pulpe

conjonctif
p gingival

epithelium
gingival

ligament

alvéolo-dentaire

cement

os alveolaire

i+ foramen apical

plexus
vasculo-nerveux

Figure 2. La dent et son parodonte (Piette et Goldberg, 2001).
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2.1. L'émail

L’émail est secrété par les améloblastes qui perdent leur activité sécrétoire a la fin de
I’'amélogenése et disparaissent aprés éruption de la dent sur I'arcade (Bartlett et al., 2006). L'émail
recouvre la couronne dentaire jusqu'a la jonction amélo-cémentaire, c'est-a-dire jusqu'au niveau
de la zone cervicale de la dent. La jonction amélo-cémentaire détermine la limite entre la
couronne, recouverte d'émail, et la racine, recouverte de cément. C'est le tissu le plus dur, le plus
minéralisé et le plus radio-opaque de I'organisme. L'émail n'est ni innervé ni vascularisé ; la carie
amélaire est toujours indolore. L’émail est un capital a conserver car c’est le seul tissu a ne pas se
renouveler ni se desquamer. Son épaisseur est variable : 2,5 mm au sommet des cuspides et il

s’amincit progressivement vers la jonction amélo-cémentaire.

2.1.1. Organisation

. La couche la plus interne de I'émail correspond a la jonction amélo-dentinaire (JAD). Son
épaisseur est d'environ 30 um. Elle ne contient pas de prisme, elle est appelée couche
aprismatique interne. La JAD est une interface peu minéralisée qui lie étroitement émail
aprismatique interne et manteau dentinaire. Ce n’est pas une ligne continue. Il s'agit
d'interpénétrations émail-dentine. C'est une zone plus riche en matiére organique que les autres.
La cohésion du complexe est assurée par des fibres de collagene. Ces faisceaux de fibres forment
des poutres massives pouvant amortir les contraintes, dévier et empécher la propagation des
fissures de I’émail. Elle joue donc un réle de défense dans la protection de la dentine.

. La couche intermédiaire, appelée couche prismatique, forme la plus grande partie de
I'épaisseur de I'émail. Un prisme est une sous-unité structurale de I'émail. Il existe plusieurs
millions de prismes par dent. Chaque prisme traverse I'émail dans toute son épaisseur, depuis la
jonction amélo-dentinaire jusqu'a la surface externe de la dent qui est aprismatique. Le trajet des
prismes est sinueux puis se termine perpendiculairement a la surface de I'émail. Un prisme
mesure 3 a 5 um de diametre et est formé par des milliers de cristallites. Chaque prisme est limité
par une gaine constituée par un réseau continu d'émail interprismatique (Piette et Goldberg,

2001) (Figures 3 et 4).
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Prisme
d'émail

Email
interprismatique

Figure 3. Représentation schématique de I'imbrication des prismes de I'émail (VonTasha, 2006).

" ’:" “r

e el

Figure 4. Prismes de [|'émail observés en microscopie électronique a balayage a fort
grossissement ; coloration par projection d’une pellicule d’or ; 1 : cristaux interprismatiques ; 2 :
cristaux prismatiques dont |'orientation est différente (Leloup, 2007).

En coupe longitudinale, des stries paralléles au contour externe de I'émail et a la jonction amélo-

dentinaire sont visibles (Figure 5).

Figure 5. Microphotographies en microscopie optique d’émail humain sur des coupes de dents
calcifiées préparées par usure montrant I’orientation des stries de Retzius (R) ; a gauche :
préparation effectuée dans I'axe longitudinal de la dent ; a droite : en section transversale (Piette
et Goldberg, 2001).

22



Il s'agit des stries de Retzius, encore appelées lignes de croissance. Elles correspondent a des
phases de moindre minéralisation lors de la formation de I'émail. Elles témoignent de la rythmicité

de I'amélogénese.

. La périphérie de I'émail ne contient pas de prisme. On trouve des cristaux paralleles entre
eux et perpendiculaires a la surface de I'émail. Tout comme la couche interne, la couche externe
est en continuité avec I'émail interprismatique. Les stries de Retzius peuvent étre visibles a la
surface des couronnes ou elles forment des périkymaties, structures microscopiques linéaires et
paralléles entre elles. Au cours du vieillissement, on observe des changements de I'émail : une
usure de surface éliminant une partie ou la totalité de la couche aprismatique externe (Piette et

Goldberg, 2001).

2.1.2. Composition

L'émail est une combinaison phospho-calcique du type « apatite » accrochée sur une trame
organique. L'émail des dents permanentes est composé de :
. 96% de matiere minérale inorganique. Les apatites sont des sels doubles faits de
phosphate de calcium et d'un autre sel de calcium ayant pour formule générale : Cag(PO4)¢CaX;.
X peut étre OH (cela donne des cristaux d'hydroxyapatites), F (cela donne des fluoroapatites), ou
CO; (cela donne carbonatoapatites).
. 4% de matiéere organique : dont 1% représenté par des lipides, des glycoprotéines riches en
tyrosine (amélogénines, énamélines, tuft protein) et des polysaccharides. Les 3% restant sont
représentés par l'eau.
. Différents ions et traces d'éléments (carbone, fluor) peuvent étre incorporés ou absorbés
dans les cristaux d'hydroxyapatites s'ils sont présents durant I'élaboration de I'émail, un processus
appelé amélogenése (Fincham et al., 1999).

Des échanges ioniques de surface se produisent au niveau de l'interface émail/milieu
buccal a partir de I'éruption de la dent et se poursuivent tout au long de la vie. Le pH du milieu
buccal et les concentrations en calcium et en phosphate de I'’émail modulent ces échanges

(Renson, 1995).
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2.2. La dentine

2.2.1. Définition

La dentine est un tissu conjonctif dur et minéralisé qui forme la charpente de la dent. C'est
le tissu dentaire qui a le volume le plus important. Elle est sécrétée par les odontoblastes. Un
odontoblaste est une cellule mésenchymateuse située dans la pulpe dentaire.

La dentine est revétue par I'émail au niveau coronaire et par le cément au niveau
radiculaire (Lasfargues et Colon, 2010). Elle forme de par sa relation intime avec la pulpe le
complexe dentino-pulpaire.

La dentine n'est pas vascularisée, mais contrairement a I'émail elle est innervée. C'est pour

cette raison que la carie dentinaire est souvent révélée par la douleur.

2.2.2. Composition

La dentine est moins dure que I'émail, elle est composée a 70% par des cristaux
d'hydroxyapatites, a 20% par des trames organiques et a 10% par de |'eau (Goldberg, 2011).

La composition de la partie minérale varie selon I'age, car la minéralisation se poursuit tout
au long de la vie du parenchyme pulpaire. On y retrouve des sels minéraux avec principalement
des carbonates de calcium, des phosphates de calcium, des sulfates, du fluor, du chlore, du
sodium.

La matrice organique est composée a 90% de collagenes (essentiellement de type |) et de
10% de matiere non collagénique. Les protéines matricielles non collagéniques sont divisées en
deux groupes :

) les protéines non collagéniques spécifiques de la dentine :

- la phophoprotéine dentinaire (DPP),

- la sialoprotéine dentinaire (DSP),

. les protéines non collagéniques non spécifiques de la dentine :
- la protéine de la matrice dentinaire (DMP-1),

- I'ostéopontine (OPN),

- la sialoprotéine osseuse (BSP),

- l'ostéocalcine,
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- I'ostéonectine,

- des protéoglycanes.

La matrice dentinaire contient aussi des protéines sériques comme l'albumine, des facteurs de
croissance, des enzymes de clivage et de régulation, des amélogénines et des phospholipides
(Farges, 2011). Les facteurs de croissance tels que TGF-B1 (Transforming Growth Factor), IGF-1
(Insulin-like Growth Factor), BMP, sont impliqués dans la régénération et la réparation du

complexe dentino-pulpaire (Piette et Goldberg, 2001).

2.2.3. Structure

Elle comprend :

. les prolongements des odontoblastes,
. les canalicules dentinaires,

. la dentine péricanaliculaire,

J la dentine intercanaliculaire.

Elle est de couleur jaunatre et translucide. En microscopie, la dentine apparait parcourue
par des tubuli ou canalicules dentinaires placés perpendiculairement a la surface de I'émail et a la

surface de la racine, lui conférant sa perméabilité (Figure 6).

Figure 6. Coupe de dentine observée au microscope électronique a balayage a fort grossissement ;
en 1: canalicule dentinaire ; en 2 : tissu dentinaire ; coloration par projection d’une pellicule d’or
(Leloup, 2007).

Ces canalicules dentinaires contiennent I'expansion cytoplasmique des odontoblastes. Le nombre
de canalicules varie selon la zone dentinaire : on en trouve plus de 50 000/mm? a proximité de la

pulpe (Lasfargues et Colon, 2010). Plus on s'éloigne du centre de la pulpe, moins on trouve de

canalicules : 20 000/mm? en périphérie. De méme, les canalicules voient leur diamétre diminuer
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lorsqu'ils sont proches de la périphérie de la dentine. Le diametre moyen d'un canalicule a
proximité de la pulpe est de 2,5 a 3um, tandis qu'en périphérie dentinaire il est de 0,5um

(Lasfargues et Colon, 2010). Donc plus on se rapproche de la pulpe, plus la perméabilité augmente.

La couche superficielle externe, appelée manteau dentinaire, est acanaliculaire et couvre
une épaisse couche de dentine canaliculaire. Cette derniéere est constituée de trois éléments : les
canalicules dentinaires, la dentine péricanaliculaire et la dentine intercanaliculaire (Figure 7).

] La dentine péricanaliculaire est trés minéralisée. Elle recouvre la paroi des canalicules
dentinaires (Beer et al., 2008). Elle est sécrétée tout au long de la vie de la dent, et peut parfois
étre accélérée, par exemple en cas d'agression carieuse, ce qui conduit a une sclérose dentinaire
(Simon et al., 2008).

. La dentine intercanaliculaire sépare les canalicules les uns des autres. Elle est caractérisée

par une minéralisation plus faible (Beer et al., 2008).

Figure 7. Dentine péricanaliculaire, intercanaliculaire, et canalicules dentinaires observés au
microscope électronique a balayage (x3000) (Pinto et al., 2012).

2.2.4. Dentinogénése

Il s'agit de I'étape de sécrétion réalisée par les odontoblastes. Elle comprend deux phases
essentielles.

En premier lieu, il y a sécrétion par les odontoblastes d'une couche de 15 a 20um
d'épaisseur appelée pré-dentine, composée de matiére organique (fibres de collagénes de type |
et protéoglycanes).

Ensuite, cette pré-dentine se transforme progressivement en dentine minéralisée au
niveau d'un front de minéralisation. Cette minéralisation est due a la précipitation de cristaux

d'hydroxyapatite (Cai0(POa4)s(OH),) sur les fibres de collagéne (Johansen, 1964).
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Histologiquement, il existe trois types de dentine :

o La dentine primaire : elle est formée lors du développement dentaire et jusqu'a la mise en
fonction de la dent sur l'arcade (Lasfargues et Colon, 2010). Elle correspond au manteau
dentinaire et a la dentine circumpulpaire.

Le manteau dentinaire est la couche la plus externe de la dentine, situé juste sous I'émail.
Il est atubulaire, peu minéralisé et pauvre en phosphoprotéines. Son épaisseur est de 20 a 150um
(Goldberg, 2008). Son apposition sur les fibres de collagéne se fait perpendiculairement a la
jonction amélo-dentinaire.

La formation de cette couche va permettre aux odontoblastes d'achever leur
différenciation et d'acquérir leur fonction spécialisée de sécrétion. lls vont ensuite sécréter la
dentine circumpulpaire en reculant vers le centre de la pulpe. Leurs prolongements
cytoplasmiques traversent donc la pré-dentine.

La dentine primaire circumpulpaire est une orthodentine tubulaire réguliére. Elle

comprend la dentine intra- et péri-canaliculaire (Figure 8).

EMAIL

Manteau dentinaire

Dentine circumpulpaire

DENTINE PRIMAIRE

DENTINE SECONDAIRE

Qdontoblastes + couche de Hoe

PULPE

Figure 8. Les différentes couches de dentine dans une dent. JAD : jonction amélo-dentinaire ; JDP :
jonction dentino-pulpaire.
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o) La dentine secondaire : elle est formée au stade fonctionnel de la dent sur I'arcade, ou
aprés fermeture apicale, et pendant toute la vie de la dent (Simon et al., 2008). C'est une
orthodentine circumpulpaire réguliére déposée en continuité avec la dentine primaire. Elle est la
cause de la réduction progressive de la lumiere canalaire. Elle est parcourue par des canalicules
dentinaires moins réguliers que la dentine primaire. Elle s'appose principalement sur le plafond et
le plancher de la chambre pulpaire. Sa vitesse d'apposition est plus lente (Simon et al., 2008)

(Figure 8).

o La dentine tertiaire : elle est synthétisée en réponse a une agression (caries, traumatismes
thermiques ou mécaniques, lésions d'usure...) afin de protéger la pulpe (Simon et al., 2008). Cette
dentine est irréguliere et souvent acanaliculaire. Selon l'intensité de l'agression, il y aura
différentes réactions de défense en regard de la zone touchée : formation de dentine

réactionnelle ou réparatrice.

¢ La dentine réactionnelle : elle est synthétisée en cas d'agression modérée (par

exemple : une carie superficielle ou a progression lente). L'agression étant
modérée, il n'y a pas destruction des odontoblastes, ce sont donc les odontoblastes
de premiére génération post-mitotiques qui vont la synthétiser, avec la
participation des cellules de la couche de Heehl (Murray et al., 2003). Ces derniéeres
sont des cellules filles situées plus a distance de la membrane basale. Elles
constituent la couche sous-odontoblastique. Elles peuvent devenir des
odontoblastes fonctionnels. Ce sont des cellules de remplacement terminales,
situées dans la pulpe et prétes a se différencier en cas de destruction des
odontoblastes sus-jacents, ou si ces derniers ne parviennent pas a vaincre une
agression modérée (Nancy, 2003). La dentine réactionnelle s'appose lentement, en
continuité avec la dentine secondaire (Lasfargues et Colon, 2010). C'est une
dentine canaliculaire.

Lors de la déminéralisation de la dentine due au processus carieux, des facteurs de
croissance tels que TGF-B1 et BMP-7 sont solubilisés (Farges, 2011). En cheminant
dans les canalicules dentinaires, ils atteignent les odontoblastes et les stimulent. La
fibronectine est importante car elle permet de moduler le TGF-B1 (Piette et

Goldberg, 2001). Ces facteurs sont utilisés dans la recherche sur le processus de
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cicatrisation dentino-pulpaire. lls représentent une voie de signalisation potentielle
(Simon et al., 2008). En jouant sur leur expression, les odontoblastes seraient
activés et sécreteraient une matrice dentinaire minéralisée afin de protéger la
pulpe vivante.

Le début d'apposition de dentine réactionnelle est marqué par la formation d'une
ligne calcio-traumatique qui se distingue de la dentine secondaire avec laquelle elle

est en continuité (Figure 9).

Figure 9. Coupe histologique frontale d’'une molaire de souris ayant été traitée avec une
obturation coronaire. (x40 — Coloration Van Gieson) (Simon et al., 2008).

¢ La dentine réparatrice : elle est synthétisée en cas d'agression sévere (carie

profonde ou a progression rapide, effraction pulpaire...) qui entraine la destruction
des odontoblastes. Ces derniers ne peuvent se diviser car ce sont des cellules
différenciées post-mitotiques. Afin de sécréter a nouveau une matrice minéralisée,
de nouvelles cellules progénitrices indifférenciées sont recrutées au sein de la
pulpe. Ces progéniteurs vont mettre 20 jours a se différencier en cellules dites
odontoblasts-like (ou odontoblastes secondaires), puis une dizaine de jours a
débuter la sécrétion de dentine réparatrice au niveau de la zone Iésée. Il y a donc
une interruption de la sécrétion de dentine, qui se traduit par la formation d'une
ligne calcio-traumatique.

Les odontoblastes secondaires n'ont pas un phénotype polarisé comme les
odontoblastes primaires. La matrice élaborée est acanaliculaire, riche en fibres de
collagéne de type | (88%) et Il (12%), ainsi qu'en fibronectine. Etant moins

minéralisée que la dentine physiologique, elle a une structure semblable a la
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matrice osseuse. Elle est appelée ostéodentine ou fibrodentine (les corps cellulaires
sont a l'intérieur du tissu minéralisé) (Lasfargues et Colon, 2010).

Lors d'un coiffage pulpaire, cette dentine réparatrice forme le pont dentinaire
(Murray et al., 2002). La pulpe est isolée du milieu extérieur. A ce moment, les
cellules accrochées a la fibrodentine se polarisent, et sécrétent de facon semblable
aux odontoblastes une dentine tubulaire de type orthodentine. Il s'agit de la fin du

processus de cicatrisation pulpaire.

REPARATION
DENTINAIRE
FAIBLES STIMULI FORTS STIMULI
ODONTOBLASTES CELLULES
PROGENITRICES
PULPAIRES

REPRISE DE L'ACTIVITE
SECRETOIRE ODONTOBLATS-LIKE
DENTINE

REACTIONNELLE DENTINE REPARATRICE

Figure 10. Les deux types de réparation dentinaire.
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2.3. La pulpe

La pulpe est un tissu conjonctif hétérogene lache composé de différents types de cellules et
d'une matrice extra-cellulaire riche en collagéne. Elle contient aussi des vaisseaux et des nerfs.

C'est le seul tissu hon minéralisé de la dent.

2.3.1. Roles de la pulpe

La pulpe joue de nombreux roles :

. Nutrition des odontoblastes et élimination des déchets pour fabriquer une dentine de
qualité. La vascularisation pulpaire permet I'apport des éléments nutritifs aux odontoblastes, ce
qui leur permet de jouer leur réle dans I'édification de la trame organique et la minéralisation de
la dentine (élaboration de la dentine primaire a I'origine, secondaire tout au long de la vie,
tertiaire en cas d’agression).

. Protection : l'innervation dentinaire permet d’'une part de transmettre des messages
d’alarme (douleur) face a de nombreux éléments agressifs (mécanique, chimique et biologique), et
d’autre part de réguler le flux sanguin qui permet une activité adaptée des odontoblastes.

. Défense et réparation : La pulpe dentaire est un organe parfaitement apte a se défendre.
Elle répond aux agressions par une accélération de la dentinogénese et des dépo6ts de dentine
scléreuse afin d’isoler la pulpe des agresseurs. La dentine possede un équipement complet et
efficace en cellules immuno-compétentes et en médiateurs chimiques de lI'immunité. Ces
réactions de défense immunitaire peuvent étre trés précoce, par exemple au stade de début de
carie de I'émail (white-spot). Néanmoins la réaction inflammatoire qui correspond en partie a ces
phénoménes de défense peut devenir pathologique et provoquer des cedémes importants et des

destructions cellulaires qui conduiront a la mort du complexe dentino-pulpaire.

2.3.2. Structure anatomique

La pulpe est située au centre de la dent dans un espace clos et inextensible appelé cavité
pulpaire (Figure 11). Elle-méme est faite de deux parties :
e une portion large située a l'intérieur de la couronne, c'est la chambre pulpaire,

contenant la pulpe coronaire,
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® une portion plus étroite située a l'intérieur des racines, c'est le canal radiculaire,
contenant la pulpe radiculaire.
La chambre présente des cornes pulpaires plus ou moins larges situées sous les cuspides.
Au niveau de l'apex, la pulpe de termine par un orifice, le foramen apical, par lequel arrivent les
éléments vasculo-nerveux. A c6té du canal principal, le tiers apical de la racine contient souvent
des canaux accessoires, secondaires ou latéraux qui contiennent des diverticules pulpaires.
La forme générale de la pulpe est en relation avec celle du contour externe de la dent. Elle
peut subir des modifications morphologiques comme la réduction de son volume suite a la

dentinogenése ou la sclérose liée au vieillissement.

Figure 11. Cavité pulpaire. 1 : corne pulpaire. 2 : chambre pulpaire. 3 : canal radiculaire. 4 : canal
latéral. 5 : canal secondaire. 6 : foramen apical (Brix et Lebeau, 2011).

2.3.3. Aspect histologique

Histologiquement, la pulpe est faite de quatre zones allant de la périphérie vers le centre

(Mjor et al., 2001).
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2.3.3.1. La zone odontoblastique

Cette zone est située en périphérie de la pulpe, sous la dentine. Elle est composée
d'odontoblastes organisés en palissade : c'est une véritable barriere protectrice de la pulpe (Figure

12).

. !N / - 'Dontln.o
Odontoblaste

Figure 12. Mise en évidence des odontoblastes alignés le long de I'interface dentino-pulpaire, les
prolongements orientés vers la dentine (Licht, 1999).

Les odontoblastes sont des cellules hautement différenciées et polarisées. lls sont issus de
la différenciation des cellules ectomésenchymateuses. La différenciation commence a la
périphérie de la papille dentaire, sous les futures cuspides et s'étend en direction apicale. Situées
sous la membrane basale de [I'épithélium dentaire interne (EDI), les cellules
ectomésenchymateuses recoivent des signaux pour qu'elles arrétent de proliférer. Ces signaux
sont des activateurs de la différenciation en odontoblastes. Les cellules augmentent de taille,
deviennent alors des pré-odontoblastes puis des odontoblastes polarisés et sécréteurs quand ils
entrent en contact avec la membrane basale. Le corps cellulaire s'allonge, un prolongement
cytoplasmique apparait avec des ramifications. Ce dernier entre dans le compartiment pré-
dentinaire ou il sécrete de la pré-dentine. Il mesure alors 20 a 30um de long, et le corps cellulaire
50um (Piette et Goldberg, 2001). Les corps cellulaires constituent la couche odontoblastique et
reculent de facon centripéte vers le centre de la pulpe camérale au fur et a mesure de la sécrétion
dentinaire. Puis les prolongements odontoblastiques pénétrent dans les canalicules dentinaires en
sécrétant la matrice dentinaire.

Le pole apical est donc doté d'un prolongement odontoblastique qui chemine dans les

canalicules dentinaires. Pendant le développement dentaire, le prolongement permet la sécrétion
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des composants de la matrice dentinaire (Goldberg et Smith, 2004). Il s'étend dans le tiers voire la

moitié interne de la dentine. Le pdle basal contient le noyau.

L’aspect des odontoblastes varie en fonction de leur état fonctionnel :

] En phase de synthese : les cellules sont cylindriques, elles ont un noyau basal a chromatine
dispersée en amas périphériques, et possédent plusieurs nucléoles. Le nucléole est le lieu
de fabrication de I'ARN constitutif des ribosomes.

L’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique granulaire (REG) sont trés développés. La
cellule possede une forte activité enzymatique de par ses phosphatases alcalines.

De nombreuses vésicules de sécrétions sont produites par le Golgi et sont transportées
vers la base du prolongement cytoplasmique. Entre les cellules se situent un grand nombre
de jonctions de type desmosomes (Piette et Goldberg, 2001).

Le prolongement cytoplasmique qui traverse successivement la prédentine et la dentine
minéralisée est presque dépourvu d’organites et renferme des microtubules et des
filaments.

. En phase de repos : les cellules sont aplaties avec un noyau a chromatine dense. Leur
cytoplasme est pauvre en organites et dépourvu de vésicules de sécrétion.

. Il existe une phase de transition : la cellule est étroite et posséde un noyau central a

chromatine condensée (Figure 13).
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Figure 13. Schéma représentant deux odontoblastes sécréteurs (Linde et Goldberg, 1993).
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2.3.3.2. Une zone acellulaire

C'est la couche sous-odontoblastique. Appelée aussi zone acellulaire de Weil, son épaisseur
est de 40um. Elle est surtout présente au niveau des cornes pulpaires. Elle contient les branches
terminales des fibres nerveuses sensitives et autonomes ainsi que les anses vasculaires terminales

(Piette et Goldberg, 2001). Ce réseau de fibres constitue le plexus de Rashkow (Bletsa et al., 2009).

2.3.3.3. Une zone riche en cellules : couche de Hoehl

Les cellules de la couche de Heehl prennent leur origine a partir des derniéres divisions des
pré-odontoblastes. Les odontoblastes sont organisés au début en une couche faite de quatre
rangées de cellules. Pendant la maturation et le vieillissement de la dent, le nombre
d'odontoblastes diminue a cause de phénomenes d'apoptoses, pour finir par une fine couche
unique de cellules. La probabilité pour que les odontoblastes aient une durée de vie courte est
grande. Ainsi, ce sont les cellules sous-odontoblastiques qui sont impliquées dans leur
remplacement. Une fois leur différenciation terminale achevée, elles deviennent des
odontoblastes de seconde génération. Cette hypothése est renforcée par le fait que les cellules de
la couche de Heehl expriment fortement I'activité phosphatase alcaline (ALP). La majorité des
cellules sous-odontoblastiques exprime Thy-1 qui est un marqueur de surface des cellules souches
et des cellules progénitrices. La capacité d'expression de Thy-1 par les cellules sous-
odontoblastiques a été évaluée en suivant des stimulations par BMP-2. Les cellules exprimant Thy-
1 ont montré une augmentation de I'activité ALP. Elles ont formé des nodules minéralisés et induit
la formation d'une matrice osseuse (Hosaya et al., 2012). Ainsi, les cellules sous-odontoblastiques
ont la capacité a se diffrencier en cellules synthétisant des tissus durs et par conséquence sont une
source de cellules odontoblastiques. En conclusion, les odontoblastes et les cellules de la couche
de Heehl sont tous deux impliqués dans la dentinogenése. Ces cellules contribuent a la formation
de dentine réactionnelle, tandis que les cellules pulpaires sont impliquées dans la formation de
dentine réparatrice.

La couche de Heehl contient des cellules de défense ainsi que des cellules indifférenciées

qui ont un potentiel de différenciation lors de situations pathologiques (Piette et Golberg, 2001).
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2.3.3.4. La zone centrale

Il s'agit du tissu pulpaire proprement dit. Elle contient le stroma conjonctif, des vaisseaux

et des nerfs.

2.3.3.4.1. Les cellules de la zone centrale

o Les fibroblastes

lIs représentent la principale population de cellules de la zone centrale du parenchyme
pulpaire. Les fibroblastes sont des cellules présentes dans les tissus conjonctifs, appelés parfois
cellules de soutien. Leur role est de former et de renouveler la matrice extra-cellulaire en
synthétisant des fibres de collagéne de type | et lll, des protéoglycanes et des glycoprotéines. lls
participent aussi a sa destruction controlée (Simon et al., 2008). Ils sont capables de synthétiser
des cytokines en réponse a divers stimuli. lls ont aussi un réle dans la cicatrisation des lésions
pulpaires en synthétisant par exemple des facteurs angiogéniques (Mathieu et al., 2005).

lIs ont un aspect fusiforme ou épineux, possedent un réticulum endoplasmique granulaire et
un appareil de Golgi développé. lls sont connectés les uns aux autres par des desmosomes et des

jonctions communicantes (Piette et Goldberg, 2001).

) Les cellules immunitaires

La pulpe saine contient plusieurs types de cellules de défenses retrouvées principalement
autour des vaisseaux sanguins : macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes, mastocytes et
plasmocytes (Jontell et al., 1987). Les macrophages et les cellules dendritiques représentent
environ 8% de la population cellulaire, avec 1 macrophage pour 4 cellules dendritiques.

Dans la pulpe saine, les macrophages sont impliqués dans la phagocytose et I'élimination des
cellules mortes et des corps étrangers. En cas d'agression bactérienne, ils vont activer la réponse
immunitaire en présentant les antigénes aux lymphocytes (Piette et Goldberg, 2001). lls éliminent
ensuite les débris nécrotiques et les bactéries présents lors d'une inflammation (Simon et al.,
2008).

On trouve deux types de cellules dendritiques dans la pulpe saine : les cellules dendritiques
CD11c+ situées a la jonction dentino-pulpaire dans la couche sous-odontoblastique de Hoehl, et les

cellules dendritiques F4/80+, situées autour des vaisseaux. Leur réle, comme les macrophages, est
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de présenter les antigenes qu'elles ont capturé aux lymphocytes afin de les activer. Ce sont des
cellules trés mobiles, qui forment un réseau entre elles grace a leurs dendrites et interagissent
avec les vaisseaux sanguins et les fibres nerveuses. Une fois activés, les lymphocytes retournent
dans la pulpe lésée ou ils assurent une « veille immunologique » en cas de nouvelle présentation
de ces mémes antigenes.

Les lymphocytes sont les cellules responsables de la réaction immunitaire spécifique. Les
lymphocytes T sont peu nombreux dans la pulpe et leur présence indique une possible réaction
immunitaire (Seltzer et Bender, 2002). Les lymphocytes B sont quant a eux rarement rencontrés

(Farges et al., 2003).

o Les cellules indifférenciées

Il s'agit de cellules souches mésenchymateuses mises en évidence en 2000 par I'équipe de
Gronthos dans la pulpe de dents permanentes. Egalement appelées DPSC pour Dental Pulp Stem
Cells (Gronthos et al., 2000), elles sont les précurseurs de cellules différenciées. Elles peuvent se
différencier en odontoblastes ou en fibroblastes selon les besoins du milieu (Lasfargues et Colon,
2010).

Des cellules souches, découvertes quelques années plus tard, existent aussi dans la pulpe des
dents temporaires. Elles sont nommées SHED pour Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous

Teeth (Miura et al., 2003).

o Les cellules endothéliales

Elles forment la paroi des vaisseaux sanguins et communiquent ensemble grace a des
desmosomes et des hémidesmosomes. Ce sont des cellules plates et polarisées. Leur péle basal
est en contact avec la membrane basale de I'endothélium. Elles permettent de conduire des
métabolites. Les échanges de ces substances nutritives avec le milieu intérieur se font par le biais
de ces cellules et de la membrane basale qui agissent comme un filtre moléculaire.

Lors de réactions inflammatoires et immunitaires, elles régulent les trajets des lymphocytes et
des leucocytes. Ces derniers sont déformables et peuvent traverser I'endothélium.

Elles jouent aussi un role dans I'hémostase et dans le contréle du tonus vasculaire.

Des cellules souches endothéliales existent, elles permettent la formation de nouveaux

vaisseaux dans la pulpe saine comme dans des états pathologiques.
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2.3.3.4.2. La matrice extra-cellulaire

La matrice extra-cellulaire de la zone centrale est faite d'une substance fondamentale dans
laquelle on retrouve des fibres de collagénes, des glycosaminoglycanes, des glycoprotéines, de
I'élastine, des métalloprotéases matricielles (MMP) et des lipides (Piette et Goldberg, 2001 ;
Nancy, 2003).

Elle permet des échanges de nutriments, de métabolites et de débris entre les cellules et
les vaisseaux pulpaires (Walton et Torabinejad, 2001). Elle a une visco-élasticité importante qui lui
permet de s'adapter aux variations de pression intrapulpaires lors de réactions inflammatoires
(Simon et al., 2008).

Les fibres de collagénes représentent 34% des protéines pulpaires. Les plus retrouvées sont
les fibres de type | et lll. Les types V, VIl et IV sont également retrouvés en plus faible quantité. Le
collagene est synthétisé par les fibroblastes décrits précédemment. Comme dans tout tissu
conjonctif de I'organisme, le collagéne a un réle de support du tissu. Avec l'age, la quantité de
collagéne augmente, on obtient donc une fibrose progressive (Piette et Goldberg, 2001).

Les glycosaminoglycanes constituent 50% des protéines matricielles pulpaires. On retrouve

différents types :

o Chondroitines sulfates 4 et 6,

. Dermatane sulfate,

. Kératane sulfate,

) Héparane sulfate (dans la membrane basale qui entoure les vaisseaux),
. Acide hyaluronique (en plus faible quantité).

Une fois la dent sur I'arcade, les proportions entre les différentes protéines changent : les
dermatanes sulfates et I'acide hyaluronique sont en plus grande quantité (Piette et Goldberg,
2001). Ces protéines ont pour role d'assurer la rétention d'eau dans la pulpe (Lasfargues et Colon,
2010). La pulpe reste donc hydratée par le stockage des molécules d'eau.

Les glycoprotéines permettent de lier les fibroblastes au réseau de collagéne. C'est surtout
la fibronectine, grace a sa séquence arginine-glycine-aspartate qui parvient a se lier aux
membranes cellulaires, ainsi qu'au collagéne de type lll. Elle a aussi un réle dans le maintien de la
morphologie des odontoblastes, dans leur différenciation terminale et dans les interactions entre
ces cellules (Seltzer et Bender, 2003). On retrouve aussi des ténascines et des thrombospondines.

La ténascine-X est une glycoprotéine capable d'interagir avec certains collagenes ainsi que des
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protéoglycanes. La thrombospondine-1 joue un rdle important dans la régulation de ['activité
protéasique matricielle de MMP2.
L'élastine est située le long de la paroi des vaisseaux sanguins et a pour but de rendre ces

derniers élastiques (Piette et Goldberg, 2001).

2.3.3.5. La vascularisation pulpaire

La pulpe est un tissu trés vascularisé (Figures 14 et 15). Les vaisseaux sanguins
représentent 5% du volume pulpaire (Lasfargues et Colon, 2010). Les vaisseaux alvéolaires
supérieurs et inférieurs donnent naissance aux artérioles qui pénétrent dans la dent par le milieu
des foramens apicaux et secondaires. En général, on observe une seule, voire deux artérioles de
35 a 45um de diametre. A l'intérieur de la pulpe, on observe une arborescence des artérioles se
terminant en capillaires. Ces derniers se ramifient pour former un fin réseau de capillaires sous-
odontoblastiques, participant a la formation du plexus de Rashkow dans la zone acellulaire de Weil
(Lasfargues et Colon, 2010). Le diametre des capillaires est de 5 a 10um, leur paroi est fine. A
proximité des odontoblastes, ils sont fenestrés pour permettre un bon passage des nutriments
ainsi qu'une meilleure régulation de l'inflammation pulpaire. Leur paroi, faite de cellules
endothéliales, permet des échanges de nutriments, protéines et déchets entre le sang et la
matrice extra-cellulaire (Nancy, 2003). Il existe d'autres vaisseaux plus petits qui pénetrent dans la
pulpe par des canaux accessoires (Trubiani et al., 2003). Le retour veineux se fait par le centre du
foramen apical. Des veinules post-capillaires se regroupent pour former des veinules collectrices
au milieu du canal radiculaire. Il existe des shunts qui permettent de réguler le débit sanguin et la
pression intrapulpaire. Lors de lésions, des anastomoses se créent au besoin afin de dériver la

circulation sanguine pour isoler la zone lésée (Piette et Goldberg, 2001).

Figure 14. Vaisseaux sanguins de la région coronaire observés au microscope électronique a
balayage ; TCN=réseau de capillaires terminal ; a=artériole ; v=veinule (Inoki et al., 2012).
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Figure 15. Organisation de la vascularisation d’'une premiére molaire de chien observée au
microscope électronique a balayage ; M=mésial ; D=distal. La couche superficielle de capillaires a
été retirée (Inoki et al., 2012).

Selon certains auteurs, il y a présence d'un réseau lymphatique au sein du parenchyme
pulpaire (Sawa et al., 1998). Ces vaisseaux collectent la lymphe intersticielle dentinaire et sortent
au niveau du foramen apical en se drainant vers les ganglions sous-mentonniers et sous-
mandibulaires, puis en direction des ganglions cervicaux. Lors de réactions inflammatoires et
infectieuses, les vaisseaux lymphatiques jouent un réle important dans l'initiation de la réaction
grace aux lymphocytes ganglionnaires.

Ce systéeme d’échange est trés bien organisé. Cependant, la vascularisation est terminale

dans un espace clos.

2.3.3.6. L'innervation pulpaire

Le parenchyme pulpaire est I'un des tissus les plus innervés du corps humain. Durant la
dentinogénése, des fibres nerveuses pénétrent par le foramen apical le long des vaisseaux
sanguins et forment un faisceau neuro-vasculaire (Lasfargues et Colon, 2010). Des familles de
molécules telles que NGF (Nerve Growth Factor), GNDF (Glial cell line-derived Neurotrophic Factor)
et les sémaphorines permettent la mise en place du systéme nerveux dentaire (Pan et al., 2000 ;
Zhou et al., 2008). Le réseau reste immature jusqu'a la mise en fonction de la dent sur I'arcade.

Les fibres nerveuses transmettent la douleur au systeme nerveux central. Ce sont elles qui
controlent les réponses inflammatoires et cicatricielles du complexe dentino-pulpaire (Lasfargues
et Colon, 2010). Les fibres, apres étre entrées par le foramen apical, se ramifient dans la partie

coronaire de la pulpe et participent avec les vaisseaux sanguins a la formation du réseau sous-
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odontoblastique appelé plexus de Rashkow, situé dans la couche acellulaire de Weil (Piette et
Goldberg, 2001 ; Bletsa et al., 2009). Certaines fibres s'étendent méme jusqu'au pdéle apical des
odontoblastes et pénétrent dans la dentine sur une distance pouvant aller jusqu'a 200 microns

(Maeda et al., 1987).

On trouve dans la pulpe des fibres sensitives et des fibres vaso-motrices sympathiques :

] les fibres sensitives sont issues du nerf trijumeau : les dents makxillaires sont innervées par
le nerf maxillaire V2, et les dents mandibulaires par le nerf mandibulaire V3. La plupart des fibres
nerveuses se terminent dans le plexus de Rashkow. On trouve 70 a 90% de fibres nerveuses
amyéliniques de type C, responsables de la douleur. Ces terminaisons nerveuses sont des
récepteurs de la douleur. Elles sont thermo- et chimio-sensibles et sont activées lors de
I'inflammation pulpaire (Lasfargues et Colon, 2010). On trouve aussi des fibres myélinisées de type
A-8 qui ont une vitesse de transmission plus élevée, avec un seuil d'excitation plus bas que les
fibres C. Elles sont responsables de la douleur aiglie et le déplacement des fluides intra-
canaliculaires les stimulerait. Des fibres A-B myélinisées on été mises en évidence et pourraient
étre responsables de la sensibilité dentino-pulpaire observée en réaction a des stimuli électriques,
mécaniques, thermiques ou chimiques.

. les fibres vaso-motrices sympathiques sont originaires du ganglion cervical supérieur. Elles
sont de deux types, vaso-constrictrices adrénergiques et vaso-dilatatrices cholinergiques. Leur role

est de réguler le débit et le tonus vaso-moteur pulpaire.

3. Les cellules souches

3.1. Le concept des cellules souches

3.1.1. Définition

Une cellule souche est une cellule indifférenciée pouvant engendrer des cellules
spécialisées par différenciation cellulaire et pouvant se maintenir par prolifération dans
I'organisme tout en gardant le méme patrimoine génétique. Les cellules souches sont présentes

chez tous les étres vivants multicellulaires : chez les espéces animales comme chez les plantes.
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Une cellule souche est qualifiée de déterminée. Elle est immature mais programmée comme

ancétre d'un ou plusieurs types cellulaires.
3.1.2. Caractéristiques

Grace a des signaux, la cellule souche entre en mitose. Une des cellules filles va rester
indifférenciée, c'est sa capacité d'auto-renouvellement. La seconde va entamer irréversiblement
un phénomeéne de différenciation. Une cellule souche est capable de deux types de divisions
cellulaires : une asymétrique avec la production d'un progéniteur plus différencié, et une

symétrique qui produit une cellule souche (Figure 16).

Cellules souches Cellules progénitrices Cellules déterminées Cellules sanguines
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Figure 16. Auto-renouvellement et différenciation d’'une cellule souche hématopoiétique en
cellule progénitrice lymphoide ou myéloide (©Parions Sciences, 2013).

La création du progéniteur se fait en deux étapes. D'abord la cellule se différencie, ce qui
est un changement qualitatif de phénotype. Par exemple, des génes s'expriment et de nouvelles
protéines s'activent. C'est un événement ponctuel. Puis la cellule entame sa maturation, ce qui est
un changement quantitatif, avec une augmentation de la production de protéines. Cette phase est
plus ou moins longue dans le temps.

La formation d'un tissu différencié comprend trois phases. En premier lieu, les cellules ne

font que se diviser : soit elles se renouvellent, soit elles créent des cellules déterminées. Il s'agit de
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prolifération sans différenciation. Puis, durant la phase intermédiaire, on retrouve a la fois mitose
et différenciation/maturation. Les cellules sont de plus en plus différenciées tout en se divisant.
Cette phase possede une durée tres flexible dans le temps, selon le type de lignée cellulaire

concerné (Smith, 2006).

3.1.3. Potentiel de différenciation

On distingue les cellules souches en fonction de leur potentiel de différenciation (Smith,
2006) :
] les cellules souches totipotentes : elles sont issues des premiéres divisions de ['ceuf
fécondé jusqu'au jour 4. Elles ont le pouvoir de donner naissance aux trois feuillets
embryonnaires, aux cellules germinales et au tissu placentaire. Elles ont la capacité de donner un
individu entier.
. Les cellules souches pluripotentes : elles proviennent de la masse interne de I'embryon au
stade blastocyste (jour 5 a jour 7 apres la fécondation). Elles ont le pouvoir de donner naissance
aux trois feuillets embryonnaires, aux cellules germinales mais ne peuvent pas donner un
organisme entier.
. Les cellules souches multipotentes : elles sont hébergées dans les tissus foetaux, dans le
sang de cordon ou les tissus adultes. Elles ont le pouvoir de donner plusieurs types de cellules
dans un tissu donné car elles sont spécifiques d'un tissu. Il s'agit des cellules souches
hématopoiétiques, des cellules souches neurales, ou des cellules ovales (hépatocytes, cellules des
canaux biliaires).
. Les cellules souches unipotentes : elles sont hébergées dans les tissus foetaux, le sang de
cordon ou les tissus adultes. Elles sont aussi appelées « progéniteurs » et ne peuvent former qu'un
seul type cellulaire. Grace a leur capacité d'auto-renouvellement, elles forment aussi une cellule
souche indifférenciée, ce qui les différencie des cellules « précurseurs» qui, elles, ne se
renouvellent pas. Il s'agit par exemple des érythroblastes qui se différencient en globules rouges,

ou des myéloblastes qui se différencient en granulocytes.

Les cellules souches existent durant toute la vie d'un individu, mais on peut distinguer les

cellules souches embryonnaires et les cellules souches adultes.
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3.2. Les cellules souches pluripotentes embryonnaires (CSE)

Les cellules souches embryonnaires sont les cellules centrales du développement,
puisqu'elles vont générer progressivement toutes les autres cellules de I'organisme, grace a des
étapes de différenciation et de prolifération finement orchestrées pour créer, finalement, un
individu pluricellulaire viable. Les premieres CSE isolées chez les mammiferes I'ont été en 1981 a
partir d’embryons de souris (Evans et Kaufman, 1981 ; Martin, 1981). Ce sont des « cellules
meres ». Ces cellules proviennent de I'embryon humain aux tous premiers stades de son
développement, quelques jours seulement aprées la fécondation. Elles peuvent étre isolées a partir
de plusieurs stades : du blastocyste a la lignée germinale adulte. Elles sont dites pluripotentes car
elles peuvent se répliquer indéfiniment, proliférer en culture et se différencier en plus de 200

types de tissus. Elles ont vocation a former tous les tissus de I'organisme.

Les CSE sont utilisées dans le domaine de la pharmacologie, afin d'évaluer les effets
biologiques de certains composés, avant de progresser vers des tests sur des modeéles animaux
plus onéreux. Elles sont exploitées en toxicologie prédictive, préoccupation essentielle des
industries pharmaceutique et cosmétique. Afin d'étudier la toxicité développementale, les CSE se
différencient en présence du médicament candidat et les effets sont observés : y a-t-il
perturbation des mécanismes de différenciation, effets sur la prolifération, interférence avec des

voies de signalisation cellulaire majeures, hépatotoxicité ou cardiotoxicité ? (Lemieux et al., 2011).

Les recherches sur les CSE n'ont cessé de se développer en raison des enjeux
thérapeutiques considérables qu'elles représentent (Figure 17). Elles pourraient en effet
constituer un réservoir permanent de cellules pour réparer les organes malades ou endommagés.
Dans certains cas, elles pourraient méme remplacer la greffe d’organes.

Cependant, un obstacle majeur a I'épanouissement de ce domaine de recherche est la
législation. En France, il aura fallu attendre 2004 pour que les chercheurs obtiennent I'accés aux

cellules d'embryons humains dits surnuméraires.
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Figure 17. La premiére lignée de cellules souches embryonnaires en France, dérivée en octobre
2007 a partir d'un embryon non viable. Ces cellules expriment deux marqueurs caractéristiques
des cellules souches (OCT4 a gauche et TRA1-60 a droite) (© Unité INSERM 602).

3.2.1. Les iPSC (Induced Pluripotent Stem Cells) : cellules souches pluripotentes induites

Les iPSC représentent un des plus grands espoirs pour la thérapie cellulaire. Grace aux
travaux de Shimya Yamanaka et John Gurdon (2006), prix Nobel de médecine en 2012, il est
désormais possible de transformer une cellule spécialisée en cellule immature capable de
redonner n'importe quel autre tissu de l'organisme. Les iPSC sont identiques aux CSE, mais
obtenues par reprogrammation de fibroblastes de cellules adultes différenciées. Leur morphologie
est semblable et elles expriment les mémes marqueurs de pluripotence comme Oct4, Sox2, Nanog
(Takahshi et Yamanaka, 2006).

Elles sont obtenues par surexpression de quatre génes suffisants et nécessaires (Oct3/4,
Sox2, KIf4 et c-Myc) dans des fibroblastes. La technique est de faire pénétrer ces quatre génes
dans la cellule adulte pour qu'ils s'expriment, ainsi qu'un rétrovirus comme catalyseur de réaction.
A ce moment, la cellule acquiert la pluripotence, pouvant ainsi se différencier en I'un des trois
lignages embryonnaires. Le fait d'activer la pluripotence éteint les autres génes de différenciation
exprimés par la cellule. Les vecteurs utilisés pour intégrer la cellule sont des plasmides (Okita et
al., 2010) ou le virus de Sendai (Ban et al., 2001), qui finissent par se perdre au cours des divisions.
Un plasmide est une unité de réplication autonome retrouvée dans une bactérie. C'est un ADN
circulaire double brin qui n’est pas indispensable au métabolisme de la cellule héte. Par
expériences de recombinaison in vitro, un fragment d’ADN est intégré dans le plasmide. On
obtient un plasmide recombiné. Une fois le fragment d’ADN cloné dans le plasmide, les genes
s’expriment dans la cellule par transcription et traduction du messager. De méme, le virus de

Sendai recombiné est un vecteur servant a introduire des genes dans des cellules. Les fibroblastes
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sont les cellules les plus utilisées pour ces recherches, car faciles d'accés. Mais toute cellule adulte

qui prolifere peut étre utilisée pour cette reprogrammation.

Des cellules iPSC ont aussi été obtenues a partir de cellules souches pulpaires (DPSC :
Dental Pulp Stem Cells) (Yan et al., 2010). Ceci représente une avancée pour la recherche en
pharmacologie et toxicologie employant les iPSC car les DPSC sont facilement accessibles. En effet
on peut se procurer les DPSC a partir de dents extraites en raison d'une maladie parodontale ou
autre, de telle sorte qu'elles peuvent étre largement utilisées comme source de cellules
somatiques pour les banques de cellules iPSC (Tezuka et al., 2008).

Les iPSC présentent des avantages par rapport aux CSE. Une simple biopsie chez I'adulte
permet d'y avoir acces (Figure 18). Le risque de rejet de greffe est écarté et les utiliser ne pose pas
de probléme éthique. Cependant, les iPSC sont instables génétiquement. La reprogrammation
induirait-elle des mutations ou des modifications génétiques pouvant par la suite altérer le

fonctionnement des iPSC ?
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Figure 18. L’introduction des quatre facteurs de transcription (Oct4, Sox2, KIf4 et c-Myc) permet
de reprogrammer une cellule somatique en iPSC qui peut ensuite se différencier en plusieurs types
de cellules. Plusieurs facteurs sont capables de remplacer un des quatre facteurs de base requis.
Pour catalyser la reprogrammation, d’autres molécules sont utilisées (Singh et al., 2015).
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3.2.2. Exemple : CSE et DMLA (dégénérescence maculaire liée a I'age)

Des cellules souches découvertes dans la rétine d'individus adultes décédés ouvrent une
nouvelle piste sur le traitement de I'une des premiéeres causes de cécité, la DMLA. La DMLA touche
25 millions de personnes dans le monde. Cette maladie cause la destruction des cellules de

I'épithélium pigmentaire de la rétine (Figure 19).

Figure 19. Rétine atteinte de DMLA. Les taches jaunes indiquent la présence de déchets non
éliminés sur la macula (fleche) (Dr Serny).

Les cellules souches découvertes dans la rétine sont des cellules souches a caractere
multipotent. La piste explorée par plusieurs équipes consiste a greffer dans la rétine des cellules
de I'épithélium pigmentaire de la rétine produites a partir de CSE ou de cellules iPSC. Le but des
chercheurs est d'élucider le mécanisme qui permet de différencier des cellules souches
multipotentes en cellules de I'épithélium pigmentaire, afin d'activer in situ la régénération de
I'épithélium défectueux.

En 2012, la premiére greffe de CSE a été réalisée chez deux patientes atteintes de DMLA.
Apreés prélevement sur un embryon humain, ces cellules sont mises en culture et se développent
indéfiniment. 50000 d'entre elles sont sélectionnées et injectées sous la rétine des patientes tres
malvoyantes. Six mois plus tard, I'un d'elles pouvait a nouveau se déplacer seule, l'autre parvenait
a se servir partiellement d'un ordinateur. Mais ces résultats doivent étre confirmés sur la durée
(Schwartz et al., 2012).

Au Japon, le 12 septembre 2014, une femme de 70 ans atteinte de DMLA a recu un implant
de tissu rétinien obtenu a partir de cellules iPSC. Méme s'il est encore trop t6t pour évaluer le
résultat, la patiente a déclaré au lendemain de I'opération que sa vue était « plus brillante ». Les
cellules iPSC en questions étaient des cellules souches obtenues a partir de cellules adultes

différenciées (de la peau de la patiente) reprogrammeées en cellules de rétine. L'équipe japonaise a
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implanté un feuillet de 1,3x3mm d'épithélium rétinien dans I'ceil de la patiente. Les résultats sont

attendus dans deux ans (Takahashi et al., 2014).

3.3. Les cellules souches multipotentes adultes

Les cellules souches multipotentes sont retrouvées en trés faible quantité dans les tissus
adultes. Elles sont rares. Elles n'ont pas autant de potentiel que les CSE étant donné qu'elles sont
engagées dans une certaine direction. Elles sont déja déterminées mais elles ont, comme toutes
les cellules souches, la capacité a s'auto-renouveler et se différencier en plusieurs types de tissus.
Elles sont dites multipotentes. Elles sont présentes dans tous les tissus, sont responsables du

renouvellement cellulaire ainsi que de la réparation des tissus aprées une lésion.

3.3.1 Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

Une cellule souche hématopoiétique est un type de cellule a l'origine de toutes les lignées
de cellules sanguines, qui intervient lors de I'hématopoiese : les globules rouges, les globules
blancs et les plaquettes. Leur existence a été démontrée par la reconstitution d’'une hématopoiese
a long terme dans un modéle de souris létalement irradiées (Till et McCulloch, 1961). Les CSH ont
un caractere multipostent (Spangrude et al., 1988). Elles peuvent donner n’importe quel type
cellulaire du sang provenant des lignages myéloide et lymphoide tout au long de la vie d’'un
individu. Elles sont responsables du maintien de la production des cellules du sang.

Les CSH sont contenues dans la moelle osseuse et sont peu nombreuses : leur fréquence
est inférieure a 1% des cellules de la moelle osseuse (Morrison et al., 1995). Elles sont pour la
plupart quiescentes : elles sont ainsi protégées lors des traitements par chimiothérapie. Dans
certains cas, on peut proposer un traitement avec greffe de CSH (allogreffe ou autogreffe). Le but
est de remplacer les cellules malades par des cellules saines. Elles sont utilisées dans des
transplantations de moelle osseuse pour le traitement des maladies du sang et dans certains cas
de cancers.

Chez les nouveaux-nés, des CSH sont en plus contenues dans le sang de cordon (Knutson,
1974). Il s'agit du sang présent dans le placenta et dans le cordon ombilical. Il présente un intérét
particulier en médecine régénérative. Le sang du cordon est collecté aprés la naissance de

nombreux enfants dans un nombre croissant de pays, et cela sans aucun risque pour la mére et
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I'enfant. Il est prélevé et analysé pour quantifier le nombre de globules blancs et de cellules
souches qu'il contient. S'il répond a certaines conditions (variables selon les pays et les évolutions
de la législation), ce sang de cordon est conservé pour utiliser les cellules souches qu’il contient.
C'est une bonne alternative aux transplantations de moelle osseuse dans certain cas, car il est plus
simplement collecté que la moelle osseuse, et se congele plus facilement.

En France environ 30% des cordons répondent a ces critéres et sont conservés. Les parents
peuvent faire don du sang de cordon a une banque publique de sang placentaire, afin qu'il puisse
étre utilisé pour sauver la vie d'un enfant ou d'un adulte, principalement dans certains cas de
cancers. Les CSH du sang de cordon sont utilisées pour traiter des enfants atteints de leucémies,

ou de maladies génétiques du sang (anémie de Fanconi) (Thillay, 2007).

3.3.2. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM)

Les cellules souches mésenchymateuses sont des cellules au caractére multipotent
trouvées a l'origine dans la moelle osseuse. Elles ont été identifiées en 1966 dans le compartiment
stromal de la moelle osseuse. Elles peuvent produire plus d'un type de cellules spécialisées mais
pas tous les types. Leur proportion dans la moelle osseuse est trés faible : elles représentent 0,001
a 0,01% des cellules de la moelle osseuse. D'autres recherches ont montré qu'elles sont présentes
dans une grande variété de tissus tels que le sang de cordon, le tissu adipeux et les muscles.

Elles ont la capacité de produire les différentes cellules spécialisées présentes dans les
tissus squelettiques lorsqu'elles sont cultivées dans un milieu défini : I'os (ostéoblastes), le tissu
adipeux (adipocytes) et le cartilage (chondrocytes) (Bianco et al., 2001).

Il est assez facile d’obtenir un mélange de différents types de cellules contenant des CSM
de la moelle osseuse d'un adulte, mais isoler la fraction minuscule des CSM est plus compliqué.
Certaines des cellules de ce mélange peuvent étre en mesure de former de I'os ou des tissus
adipeux par exemple, mais n’ont pas encore toutes les propriétés des CSM. Le défi consiste a
identifier et a sélectionner les cellules qui peuvent a la fois s'auto-renouveler et se différencier en
trois types de cellules : os, graisse et cartilage. Les scientifiques n’ont pas encore atteint un
consensus sur la meilleure fagon de le faire.

Les CSM sont des cellules de soutien de I'hématopoiése en fournissant aussi bien un
support physique pour les CSH, que les cytokines nécessaires a leur différenciation (Ringden et al.,

2005).
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A ce jour, il n'existe pas de traitement disponible utilisant les CSM. Cependant, plusieurs
possibilités d'exploitation sont a I'étude.

La capacité des CSM a se transformer en ostéoblastes a conduit la recherche vers des
traitements possibles pour des défauts localisés squelettiques (dommages a un endroit particulier
de l'os). D'autres recherches ont conduit a les utiliser pour réparer du cartilage articulaire
endommagé en les injectant au patient.

La moelle osseuse sert de réservoir pour les CSM qui seraient capables d’étre mobilisées et
acheminées par voie sanguine vers les sites |ésés pour participer a la réparation tissulaire (Qiling et
al., 2009). Ainsi, les chercheurs étudient la possibilité que des CSM transplantées libérent des
substances qui envoient des signaux aux propres cellules du patient pour réparer les dommages.

Cependant, de nombreux obstacles demeurent avant que ces thérapies cellulaires puissent
devenir une réalité. En effet lors de transplantations de CSM, la plupart sont éliminées par le
corps. Les chercheurs travaillent sur des nouvelles techniques de transplantation basées sur des
structures tri-dimensionnelles : les supports (scaffolds). Ces derniers imitent les conditions dans la
partie du corps ou les cellules sont nécessaires. lls permettent de tenir les cellules et de les

encourager a se différencier.

3.4. Les cellules souches dentaires

3.4.1. Les cellules souches pulpaires (DPSC)

3.4.1.1. Découverte

La capacité d'une dent a répondre a un stimulus par formation de dentine réparatrice laisse
supposer la présence de cellules progénitrices mobilisées en cas d'agression. Identifier et étudier
ces cellules recrutées est impératif afin de trouver des stratégies alternatives au coiffage pulpaire
et a I'endodontie en utilisant des cellules souches.

C'est ainsi que des cellules souches pulpaires ont été mises en évidence par I'équipe de
Gronthos et al. (2000) dans la pulpe de dents permanentes (Figure 20). Le terme de DPSC leur est
donné, pour Dental Pulp Stem Cells. Les chercheurs ont isolé ces cellules, les ont réimplantées
dans des souris immunodéprimées afin d’éviter le risque de rejet immunitaire et ont observé que

ces cellules fabriquaient une structure dentinaire entourée de cellules odontoblastiques qui
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bordaient un tissu interstitiel de type tissu pulpaire (Gronthos et al., 2000). Ce sont des cellules

souches mésenchymateuses.

Figure 20. Cellules souches mésenchymateuses de pulpe dentaire en culture (Shekar et
Ranganathan, 2012).

Afin de montrer I'existence de cellules souches dans la pulpe, la méthodologie appliquée
dans cette étude a été celle utilisée précédemment lors de l'isolation et de la caractérisation des
BMSC (Bone Marrow Stem Cells) : les cellules souches de la moelle osseuse, précurseurs des
ostéoblastes.

Gronthos et son équipe ont utilisé des dents de sagesse incluses de patients dgés de 19 a
29 ans. lls ont coupé la dent au niveau de la jonction émail-cément pour accéder a la chambre
pulpaire (Gronthos et al., 2000).

Ensuite, le tissu pulpaire est isolé et digéré pendant une heure dans une solution a 37°C
contenant de la collagénase et de la dispase. Les cellules seules sont récupérées grace a un filtre.
Puis elles sont plongées dans une solution avec de |'acide ascorbique, de la glutamine, de la
streptomycine et de la pénicilline a 37°C dans 5% de CO,. Au jour 14, afin d'évaluer les colonies
formées, les cultures sont fixées dans du formol et teintées au bleu de toluidine. Tous les agrégats
de plus de 50 cellules sont considérés comme étant des colonies. Des marqueurs sont utilisés,
pour la plupart communs aux BMSC (comme Oct3/4, CD90, STRO1), afin de caractériser les DPSC.
Les marqueurs servent ensuite a sélectionner les cellules souches grace a des anticorps fixés a des
billes (1gG, TUK4, QBEND, etc...). Les cellules souches sont mélangées avec de I'hydroxyapatite/tri-
calcium phosphate (HA/TCP) et transplantées dans la partie dorsale de souris immunodéprimées
agées de 10 semaines.

Au bout de 6 semaines, les transplants sont récupérés et fixés dans du formol, puis

décalcifiés, tamponnés dans 10% d'EDTA (Ethyléne Diamine Tétra Acétique), et intégrés dans de la
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paraffine. Des coupes de 5 um sont ensuite déparaffinées et colorées a I'hémalun/éosine (Figure
21). Les brins d'ADN obtenus par transcription inverse a partir de I'ARN sont dilués dans une
réaction de PCR (Polymérase Chain Reaction). Aprés amplification, les résultats de la PCR sont

analysés par électrophorése et visualisés grace a la coloration de bromure d'éthidium.

Figure 21. Développement des transplants aprés 6 semaines in vivo ; coloration hémalun/éosine ;
od : odontoblastes ; d : matrice dentinaire ; c : HA/TCP ; bv : vaisseaux sanguins (Gronthos et al.,
2000).

Les transplants de DPSC sont caractérisés par une couche d'odontoblastes alignés qui
expriment la DSPP (Dentin Sialo PhosphoProtein), marqueur spécifique des odontoblastes. Leurs
prolongements sont orientés dans la méme direction et s'étendent aux canalicules de la dentine

nouvellement créée (Gronthos et al., 2000).

3.4.1.2. Caractéristiques phénotypiques des DPSC

Les DPSC sont de grandes cellules fusiformes a grand noyau central, avec un cytoplasme
volumineux.

Les cellules souches de la moelle osseuse sont les plus étudiées, depuis des années, car
elles sont facilement accessibles, ce qui facilite la comparaison avec les cellules souches pulpaires.
Ces deux types de cellules, quoique localisés a différents endroits dans le corps, ont beaucoup de
traits en commun qui font d'eux des cellules souches somatiques post-natales.

Tout d'abord, les progéniteurs pulpaires peuvent former des colonies cellulaires. Mais les
tissus dentaires sont des tissus spécialisés qui ne vont pas subir un renouvellement permanent,
contrairement au tissu osseux. Dans |'étude menée par Gronthos et son équipe en 2000, le taux de

prolifération des colonies est plus élevé pour les DPSC que pour les BMSC in vitro. Ceci s'explique
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par le fait que les troisiemes molaires sont a un stade de développement inférieur a celui des os
adultes utilisés.

Les DPSC ont un modele d'expression des protéines similaire a celui des BMSC. Leurs
phénotypes immuns sont semblables (Tableau 1). Les voies de signalisation impliquées dans la
différenciation des DPSC en odontoblastes sont trés proches de celles impliquées dans la
différenciation des BMSC en ostéoblastes fonctionnels (Shi et al., 2003). Elles expriment toutes
deux des marqueurs de cellules endothéliales (MUC-18), de muscles lisses (a-actinine) et d'os

(ALP, ostéopontine) (Gronthos, 2000).

Tableau 1. Analyse immunohistochimique des DPSC et BMSC in vitro (Gronthos et al., 2000).

Marqueur DPSC BMSC
CD14 — —
CD34 — —
CD44 ++ ++
CD45 — —
Integrin B1 ~ ++/+ ++
VCAM-1 + ++
MyoD - -
a-SM actin =~ ++/— ++/+/—
Neurofilam. — —
MUC-18 ++/— ++/+/—
Collagen-I  + ++/+
Collagen-1I — —
Collagen-III  ++/+ ++/+
Osteocalcin ~ ++/+ +/—
Osteonectin ~ ++/+ ++/+
BSP — +/—
Osteopontin  +/— +/—
Alk Phos ++/+/— ++/+/—
PPARYy — —
FGF-2 ++/+ ++/+

De puissants régulateurs de formation osseuse tels que TGF-B, BMP-2, BMP-4 sont
impliqués dans le développement des odontoblastes. D'autres facteurs de croissance régulent la
prolifération et la différenciation des précurseurs des odontoblastes, comme EGF (Epidermal
Growth Factor), IL-B1, ou TNF-a (Tumor Necrosis Factor). Les DPSC et BMSC expriment les mémes
protéines matricielles minéralisées (DMP 1, fibronectine, collagéne de type |, ostéonectine,
ostéopontine, ostéocalcine, BSP) (Gronthos, Mankani et al., 2000). Deux exceptions notables : la

sialoprotéine dentinaire (DSP) et la phosphoprotéine dentinaire (DPP), qui sont spécifiques des
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odontoblastes et regroupées sous le terme de DSPP (dentin sialophosphoprotein). L'expression
simultanée de la DSP et de la DPP se produisant apres la formation de la matrice pré-dentinaire
collagénique participe au processus de dentinogenese.

Enfin, un niveau d'expression des genes similaire entre DPSC et BMSC a été découvert. Il a
été montré que plus de 4000 génes humains connus sont communs aux deux types de cellules

souches (Menicanin et al., 2010).

3.4.1.3. Différenciation des DPSC

Les processus de prolifération et de différenciation des cellules souches sont permis grace
a l'activité de transcription des génes, qui est régulée par les facteurs de transcription. Ces
derniers modifient I'expression des génes et fournissent des informations sur les fonctions
cellulaires. La transcription des génes est réalisée grace a l'activité de I'ARN polymérase. Pour
initier la transcription, des protéines propres a chaque type de cellules sont exprimées.

Le pré-requis pour la différenciation est |'existence d'un état indifférencié, maintenu par
I'existence de facteurs de croissance, de cytokines, de contacts intercellulaires, de matrice extra-
cellulaire (Cheng et al., 2000). Tous ces éléments regroupés forment ce que I'on appelle une
« niche de cellules souches », qui permet de les garder indifférenciées. Ce micro-environnement
local est un support physique ainsi qu'une interface dynamique qui permet des échanges avec les
cellules et les molécules qui I'entourent (Schofield, 1978).

C'est a l'intérieur de la niche que la cellule souche va se diviser de maniére asymétrique.
Les recherches récentes ont permis de montrer qu'il existe deux grands modeles de niches de
cellules souches. Il y a les niches permanentes, retrouvées tout au long de la vie d'un organisme et
les niches transitoires qui ne sont présentes qu'a un moment donné de la vie.

Pour amener une cellule souche a se différencier en tel ou tel type cellulaire, il faut ajouter
a la culture certains facteurs comme des molécules de signalisation, afin de mimer les signaux

moléculaires recus au cours du développement de I'organisme.

3.4.1.3.1. Différenciation en cellules neuronales

Les DPSC sont retrouvées dans la zone péri-vasculaire de la pulpe dentaire et

proviendraient de migration de cellules de la créte neurale. De ce point de vue, les cellules
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souches dérivées de cet ectomésenchyme devraient posséder différentes caractéristiques
apparentées aux cellules des crétes neurales. Les cellules issues de crétes neurales se différencient
en plusieurs types de cellules, dont les neurones du systéeme nerveux périphérique. Il a été
démontré que les DPSC, une fois plongées en milieu neuronal ex-vivo adéquat (en présence de
facteurs connus pour initier la différenciation des précurseurs neuronaux), acquiérent une
morphologie de neurone et expriment les marqueurs neuronaux spécifiques au niveau des genes
et des protéines (Arthur et al., 2008). La culture, in vitro, de cellules neuronales fonctionnelles a
partir de DPSC a également été démontrée. De cette facon, les DPSC pourraient constituer une
source facilement accessible de cellules progénitrices ayant le potentiel d'étre utilisées pour
traiter les maladies neurologiques.

Une étude menée par Huang (2008) laisse suggérer que les DPSC ont un potentiel
thérapeutique, notamment en tant que stimulateur et modulateur de la réparation locale dans le
systeme nerveux central. Huang et son équipe ont prélevé des cellules souches issues de la pulpe
dentaire sur des dents de singes et les ont greffées dans I'hippocampe de souris
immunodéprimées. Les cellules souches sont Rhésus indifférenciées et non traitées. Elles sont
semblables a celles de I'homme : elles expriment les méme marqueurs (Nanog, Rex-1, Oct-4), les
mémes antigénes de surface et sont multipotentes. L'implantation de ces cellules souches dans
I'hippocampe a stimulé la prolifération de cellules neuronales et a entrainé le recrutement de
cellules progénitrices neurales et de neurones matures. Bien que le greffon de cellules souches ait
une durée de vie courte, ses effets sont révélés a long terme par la sécrétion de facteurs de
croissance. Jusqu'a 30 jours apres l'implantation, les expressions de CNTF (Ciliary NeuroTrophic
Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et FGF sont renforcées. Cette opération a donc
permis la prolifération, le recrutement et la maturation de progéniteurs endogenes par

modulation du micro-environnement local.

3.4.1.3.2. Différenciation en lignée mésodermique

Comme toutes les cellules souches mésenchymateuses, les DPSC se différencient en
cellules de la lignée mésodermique, telles que les ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes, les
myocytes et cardiomyocytes (Gronthos, 2011). Les protocoles ou recettes classiques pour obtenir

la différenciation des cellules souches en une certaine lignée sont présentés dans le tableau 2 :
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Tableau 2. Milieu de culture nécessaire pour obtenir la différenciation des cellules souches en
ostéoblaste, chondrocyte ou adipocyte.

Composition du milieu de culture
Ostéoblaste DMEM-LG (low glucose) suppémenté de 10% FBS (Fetal Bovine Serum)
100nM dexaméthasone

0,2nM acide ascorbique

10mM glycérophosphate

Chondrocyte DMEM-hig glucose

10ng/mL TGF-B3

100nM dexaméthasone

50ug/mL acide ascorbique

1mM sodium pyruvate

6,25ug/mL insuline

6,25ug/mL transferrine

6,25ug/mL acide sélénieux

1,25mg/mL sérum d'albumine bovin

5,35mg/mL acide linoléique

Adipocyte DMEM-LG supplémenté a 10% FBS

1uM dexaméthasone

500uM IBMX (IsoButyl Méthyl Xantine)

60uM indométacine

5ug/mL insuline

Le DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) est un milieu de culture cellulaire utilisé
pour l'apport d'éléments nutritifs nécessaire au maintien et a la prolifération de différents types
de cellules in vitro. Le DMEM est une variation du EMEM (Eagle's Minimal Essential Medium).
L'EMEM a été mis au point par Harry Eagle. Il contient des acides aminés, des sels, du glucose et
des vitamines (acide folique, nicotinamide, riboflavine, B12). Le DMEM contient quatre fois plus de
vitamines et d'acides aminés et deux fois plus de glucose que I'EMEM. Il contient en plus du fer.
C'est un milieu approprié pour presque tous les types de cellules (humaines, singe, rat, souris,
poisson, etc...).

La dexaméthasone (Dex) est un glucocorticoide utilisé pour induire la minéralisation. La
Dex agit sur les cultures cellulaires en inhibant la prolifération cellulaire, en stimulant I'activité ALP
et en induisant I'expression d'un des marqueurs de la différenciation odontoblastique (DSPP). La
Dex a un pouvoir ostéo-odontoinducteur sur les cellules pulpaires (Alliot-Licht et al., 2005).

L’ALP est un mécanisme cellulaire impliqué dans la différenciation ostéo-odontogénique.

C'est un marqueur phénotypique de la différenciation ostéogénique (Goseki et al., 1990).
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3.4.1.3.3. Différenciation en lignée endodermique

Les DPSC sont capables de se différencier en cellules de la lignée endodermique, telles que
les cellules hépatiques (lohara et al., 2006). Une fois les cellules souches pulpaires humaines
transplantées dans des tissus hépatiques défectueux de rats, les fonctions primaires des cellules
de foie ont été restaurées et mises en évidence par la mesure de marqueurs hépatiques dans le
sérum (bilirubine, albumine, aspartate aminotransférase, alanine aminotransférase) (lkeda et al.,

2008).

3.4.1.3.4. Cardiologie et circulation sanguine

Les DPSC sont une nouvelle source de cellules pour la thérapie cellulaire cardiaque, elles
permettent la régénération tissulaire (lohara et al., 2008). Des DPSC greffées chez des souris
souffrant d'ischémie se sont développées et ont exprimé des facteurs pro-angiogéniques tels que
VEGF-A, G-CSF, GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) et MMP3 (Matrix
MetalloProteinase). Les DPSC possédent les mémes marqueurs de vascularisation que des cellules
souches issues d'un prélevement de moelle osseuse. Elles représentent en plus une alternative a la
biopsie pour prélever des cellules souches.

Une autre étude de Gandia et al. (2008) a montré que les DPSC pourraient étre une
population de cellules autologues utilisables pour réparer les dommages des tissus cardiaques.
Des DPSC ont été cultivées in vitro et marquées par fluorescence. Elles ont été injectées dans le
myocarde de rat ayant été stimulé par déficience cardiaque par ligature de I'artére coronaire. Au
bout de 4 semaines, les tissus défectueux ont récupéré un certain pourcentage de contractions.
Les cellules souches transplantées ne se sont pas différenciées en cellules cardiaques, mais le
nombre de vaisseaux sanguins a augmenté de maniére significative. Le résultat est équivalent a

celui obtenu aprées une greffe de cellules souches issues de moelle osseuse.

3.4.1.3.5. Cornée

Des données suggerent que les DPSC des dents humaines partagent les caractéristiques

semblables avec les cellules souches du limbe de I'ceil et pourraient étre employées comme

nouvelle source de cellules pour la reconstruction cornéenne. Les cellules du limbe de I'ceil sont
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des cellules fortement prolifératives in vitro, qui expriment un ensemble de marqueurs spécifiques
et ont in vivo la capacité de reconstruire |'épithélium cornéen entier suite a un dommage extérieur
oculaire. Il a été démontré chez le lapin par analyse morphologique et immuno-histochimique, en
utilisant les anticorps humain-spécifiques contre I'épithélium du limbe et de la cornée, que les

DPSC sont capables de reconstruire la surface de I'ceil aprés induction (Monteiro et al., 2014).

3.4.1.3.6. Différenciation en odontoblastes

In vivo, les DPSC sont capables de se différencier en plusieurs types de cellules pulpaires,
dont les cellules odontoblastiques permettant de synthétiser de la dentine (Yu et al., 2006). Cette
partie est développée par la suite. Les travaux de Magloire présentent les techniques d’ingénierie

tissulaire utilisant les cellules souches pour obtenir une « dent biologique » (Magloire et al., 2004).

3.4.1.4. Les niches de cellules souches

Dans les tissus sains, les cellules souches sont retrouvées dans un environnement
spécifique qu'est la « niche ». Comme vu précédemment, une niche est un micro-environnement
de soutien physiologique pour les cellules souches (Schofield, 1978).

Les niches de cellules souches sont des domaines fonctionnels dynamiques qui influencent
le comportement des cellules souches afin de maintenir I'homéostasie sous diverses conditions
physiologiques et pathologiques. La niche est modulable pour coordonner le comportement des
cellules souches avec I'homéostasie et la réparation. L'idée que des environnements spécialisés au
sein des tissus puissent préserver le potentiel de prolifération et bloquer la maturation des cellules
souches adultes était la premiere hypothése concernant les niches de cellules souches. Retirer les
cellules souches de la niche méne a la perte de l'identité des cellules, de leur capacité d'auto-
renouvellement et du début de différenciation. Ainsi, la niche permet d'équilibrer la production de
cellules souches et de progéniteurs pour maintenir I'homéostasie. Une niche n'est pas seulement
définie comme la présence de cellules souches a un endroit donné mais aussi comme la capacité a
réguler le comportement des cellules souches (Voog et Jones, 2010).

Le concept de niche implique plusieurs facteurs dans un espace multidimensionnel. Elle est
le siege d'interactions entre des cellules souches et des cellules avoisinantes, des molécules

d'adhésion, des composants de la matrice extra-cellulaire (MEC), des facteurs de croissance, des
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cytokines, des éléments physicochimiques comme le pH, des ions et des métabolites
(Schraufstatter et al., 2011).

Répliquer une niche in vitro permettrait d'obtenir des conditions prédictives et
controlables pour les thérapies régénératives. Mais jusqu'a présent il n'y a pas de condition de
culture disponible.

Le tissu pulpaire est surtout d'une nature hétérogene. Cela laisse supposer que la zone
sous-odontoblastique et la zone riche en cellules de la pulpe contiennent des DPSC, étant donné
gue ces zones sont plus sujettes a des attaques provenant des canalicules dentinaires. D'un autre
cOté, ces zones sont aussi sujettes a la destruction lors de caries a un stade avancé. Ainsi, la
situation la plus sGre pour des DPSC serait la pulpe elle-méme, dans la zone centrale, notamment
en périphérie des artérioles principales.

Les DPSC semblent résider dans la zone centrale de la pulpe d'une maniére quiescente
Lorsqu'elles entrent en cycle grace a des signaux, elles se divisent de maniere asymétrique. Des
expériences de marquage avec la thymidine tritiée montrent que pendant que les cellules
marquées retrouvées a coté de la zone blessée sont celles qui ont permis la différenciation
odontoblastique et la migration vers le site blessé, les autres cellules-filles qui sont les copies
exactes des cellules-meres résident dans la pulpe en attendant le prochain signal (Fitzgerald et al.,
1990).

Les cellules recrutées pour la cicatrisation pulpaire peuvent étre localisées a n'importe quel
endroit de la chambre pulpaire (Fitzgerald, 1979 ; Yamamura, 1980 ; Tziafas et Kolokuris, 1990). ||
a été montré que les cellules positives pour STRO1 (marqueur stromal) et CD146 sont localisées a
proximité des vaisseaux sanguins (Spath et al., 2010) et les DPSC positives pour STRO1 expriment
CD146, l'actine-a des muscles lisses et I'antigene vasculaire 3G5 associé aux péricytes (Shi et
Gronthos, 2003). STRO1 est un marqueur spécifique des CSM (Lin et al., 2011). La protéine CD146
est un marqueur de la lignée des cellules endothéliales, mais elle est surtout considérée comme
un marqueur des CSM isolées de I'adulte et son expression peut étre liée a la multipotence. De
plus, les DPSC affichent un phénotype compatible avec différentes populations de cellules

périvasculaires (Shi et Gronthos, 2003).
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3.4.2. Les cellules souches identifiées dans la dent humaine a partir de dents temporaires

exfoliées (SHED)

3.4.2.1. Découverte

Les SHED (Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth) ont été identifiées pour la
premiere fois en 2003 par Miura comme population de cellules hétérogenes qui représente des
cellules souches immatures (Miura et al., 2003). Elles sont facilement accessibles sans
préoccupations éthiques. La pulpe peut étre facilement disséquée et stockée a long terme dans de
I'azote liquide dans des banques de cellules souches, afin d'étre utilisée dans le futur pour des
transplantations sans risque de réaction immunitaire.

Le taux de prolifération et la multiplication des cellules sont plus élevés par rapport aux

DPSC et aux BMSC (Govindasamy et al., 2010).

3.4.2.2. Méthode de culture et d’isolation
La pulpe dentaire est récupérée et placée dans une boite de culture. Afin d’isoler la fraction
des SHED contenues dans la pulpe, le tout est placé dans un milieu de digestion décrit dans le

tableau 3 :

Tableau 3. Milieu de digestion des SHED.

SHED

3 mg/mL collagénase type |
4 mg/mL dispase

Le tout pendant 1 heure a 37°C, en utilisant la
dissociation enzymatique décrite pour la
premiere fois par Miura en 2003.

Aprées isolation des cellules souches, les cellules uniques (single-cell suspension) sont
recueillies en passant la masse cellulaire a travers une passoire de 40-70um.
Puis les cellules sont placées dans des milieux de culture. Les deux milieux fréquemment

utilisés sont présentés dans le tableau 4 :
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Tableau 4. Les deux milieux de culture des SHED les plus fréquemment utilisés.

ao-MEM supplémenté avec 20% FCS (fetal calf serum) |DMEM supplémenté par 10% FBS

100 umol/L acide I-ascorbique-2-phosphate 100 U/mL pénicilline
2 mmol/L I-glutamine 100 pg/mL streptomycine
100 U/mL pénicilline 0,25 pg/mL amphotéricine

100 pg/mL streptomycine

Le tout en incubation a 37°C dans 5% de CO,. Le tout a 37°C dans 10% de CO..

3.4.2.3. Caractéristiques

Les SHED ont une morphologie semblable aux cellules souches embryonnaires. Ce sont des
cellules d'un aspect fusiforme, adhérentes, de méme apparence que les fibroblastes. Elles
présentent un fort taux de prolifération. Il est plus élevé que dans les DPSC et les BMSC, ce qui
laisse suggérer que les SHED sont une population de cellules souches multipotentes a un stade
plus immature.

Les SHED présentent des marqueurs de multipotence tels que CD105, CD90, CD146 et
CD44, expriment plusieurs facteurs de croissance (FGF, TGF-B, CTGF (Connective Tissue Growth
Factor), NGF (Nerve Growth Factor), BMP) qui sont impliqués dans la prolifération cellulaire et
dans la formation de I'abondante matrice extra-cellulaire. Les SHED n'expriment pas les marqueurs
hématopoiétiques, ni les antigenes des lymphocytes ou leucocytes, qui excluent la contamination
avec les autres cellules. Les marqueurs des SHED sont influencés par le stress mécanique. Apres
exposition au stress, des cytokines inflammatoires sont libérées (IL-6, IL-8) (Govitvattana et al.,
2013).

Le protéome (l'ensemble des protéines exprimées dans une cellule) des SHED est similaire

aux cellules souches mésenchymateuses dérivées d'autres tissus.

3.4.2.4. Potentiel de différenciation : similaire aux autres cellules souches mésenchymateuses

Les SHED, comme les autres cellules souches mésenchymateuses, ont la capacité de se
différencier in vitro et in vivo en ostéoblastes, hépatocytes, adipocytes, chondrocytes, cellules

neurales, myocytes, cellules de la peau et odontoblastes (Yildirim, 2012).
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3.4.2.4.1. Différenciation en ostéoblastes

Sept jours apres isolation des SHED, le milieu de culture est remplacé par le suivant : a-
MEM supplémenté avec 10% FCS, 2 mmol/L de L-glutamine, 0,1 nmol/L de dexamétasone-2-
phosphate, 100 umol/L d'acide-L-ascorbique-2-phosphate et 1,8 mmol/L de monopotassium-
phosphate. Aprés deux semaines, le facteur de croissance BMP-4 est utilisé pour induire la
différenciation ostéogénique. L'analyse au Western Blot montre une régulation a la hausse de
I'expression des marqueurs ostéogéniques, angiogéniques, de la BSP et de la DSPP apreés induction
(Miura et al., 2003).

D'autre part, les SHED isolées et exposées a la dexamétasone-sodium-phosphate et au -
glycérophosphate donnent naissance a des structures tri-dimensionnelles. Deux méthodes
différentes d'isolation des SHED existent : la dissociation enzymatique et la croissance directe.
Dans les deux cas, les structures tri-dimensionnelles apparaissent. Cependant, l'isolation par
dissociation enzymatique permet aux SHED d'exprimer un taux de minéralisation plus important et
une quantité de matrice minéralisée plus grande que lors de l'isolation par croissance directe
(Bakopoulou et al., 2011).

Placées dans le méme milieu de culture que les DPSCs pour stimuler la différenciation
ostéogénique, les SHED ont montré de meilleures capacités de différenciation (Govindasamy et al.,
2010). Une autre étude menée par Takahashi et al. (2012) permet d'évaluer la capacité des SHED a
se différencier en ostéoblastes en mesurant I'expression des cadhérines (molécules d'adhésion)
dans les cellules pulpaires de dents déciduales et permanentes. Aprés 4 semaines dans un milieu
qui induit la différenciation ostéogénique, le niveau des R-cadhérines est exprimé fortement dans
les DPSC mais pas dans les SHED, alors que celui des N-cadhérines est comparable dans les deux
types de cellules. L'expression des R-cadhérines est liée au statut de différenciation ostéogénique
et les cellules qui expriment R-cadhérine n'expriment pas les marqueurs spécifiques des
ostéoblastes (ostéotrix et ostéocalcine). Les auteurs en ont conclu que l'expression des R-
cadhérines restreint le potentiel de multipotence des cellules pulpaires et que les SHED ont une
plus grande capacité que les DPSC a se différencier en ostéoblastes.

La comparaison entre SHED et BMSC cultivées dans un milieu de différenciation
ostéogénique montre un potentiel ostéogénique similaire (Vakhrushev et al., 2010). Dans une
étude sur la différenciation en tissu minéralisé des SHED en comparaison avec les BMSC, le profil

d'expression des génes a montré que les SHED sont impliquées dans les voies de signalisation des
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BMP (Kerkis et al., 2008). En outre, apres stimulation de BMP-2, le niveau d'expression des genes
liés a la différenciation ostéogénique augmente dans les deux types de cellules et BMP-4 est
exprimé plus fortement dans les SHED que dans les BMSC (résultat confirmé par

immunofluorescence).

3.4.2.4.2. Différenciation en adipocytes

L'adipogenése est obtenue dans les cultures de SHED en utilisant des mélanges et des
dosages différents (isobutyle-méthylxanthine, indométhacine, hydrocortisone, dexaméthasone
insuline) (Govindasamy et al., 2010). La différenciation adipogénique est détectée par
I'accumulation de gouttelettes lipidiques et par I'augmentation de I'expression de marqueurs
adipogéniques tels que PPAR-a, PPAR-y (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) et LPL
(LipoProtein Lipase).

La comparaison entre SHED et DPSC montre une capacité de différenciation adipogénique

plus importante pour les SHED (Wang et al., 2012).

3.4.2.4.3. Différenciation en cellules neurales

Dans des conditions non neuronales, les SHED expriment les marqueurs neuronaux,
probablement car la pulpe provient des cellules des crétes neurales (Miura et al., 2003). La
différenciation peut étre spontanée ou induite chimiquement avec de l'acide rétinoique et du
DMSO (Kerkis et al., 2006).

Aprés quatre semaines de culture en présence du supplément B27, du bFGF (basic
Fibroblast Growth Factor) et du EGF, les SHED perdent leur apparence de fibroblastes, prennent
une morphologie de cellules neurales et montrent une augmentation de I'expression de BIll-
tubuline, de NeuN (une protéine spécifique des noyaux des neurones) et de GAD (glutamate
décarboxylase). D’autre part, I'expression des marqueurs des cellules gliales restent inchangés
(Miura et al., 2003).

De plus des SHED issues d'un milieu de culture neuronal puis placées dans un mélange de
cytokines avec FGF-8, GNDF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor), SHH (Sonic Hedgehog) et
de la forskoline sont capables de générer une population de cellules contenant des neurones

dopaminergiques (Nourbakhsh et al., 2011).
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Lors de la différenciation en cellules neuronales, I'expression des marqueurs neuronaux est

plus importante pour les DPSC que les SHED (Govindasamy et al., 2010).

3.4.2.4.4. Différenciation en chondrocytes

La différenciation des SHED en chondroblastes est obtenue en utilisant un mélange avec
différents composants et dosages : insuline transferrine sélénium+, acide L-ascorbique-2-
phophate, sodium pyruvate, L-proline, TGF-B, dex, HEPES (un composé organique zwitteronique),
BMP-6, FBS, pénicilline et streptomycine (Govindasamy et al., 2010).

En présence de BMP-2, les SHED et DPSC se différencient en chondroblastes mais le niveau

des marqueurs chondrogéniques est plus élevé dans les SHED que dans les DPSC (Koyama, 2009).

3.4.2.4.5. Différenciation en myocytes

La différenciation myogénique est obtenue en plagant les SHED dans un milieu avec : 5% de
sérum équin, de I'hydrocortisone, de la dexaméthasone et 2% FBS. A bout de sept jours, des
myotubes multinucléés apparaissent, teintés au cristal violet (Lizier et al., 2012). Le facteur de
transcription MyoD régule la différenciation des muscles squelettiques. Il est exprimé dans les
myoblastes obtenus a partir de la différenciation des SHED. Les SHED sont donc capables de se

différencier en myocytes (Lizier et al., 2012).

3.4.2.4.6. Différenciation en cellules endothéliales

Afin de les différencier en cellules endothéliales, les SHED sont placées in vitro dans un
milieu de culture contenant rhEGF, de I'hydrocortisone, 5% FBS, rhbFGF, R3-IGF-1, de l'acide
ascorbique et 2 ng/mL rhVEGF supplémenté avec 50 ng/mL rhVEGF165. Les SHED se différencient

alors en cellules endothéliales FR-2+ et CD31+ (Bento et al., 2013).

3.4.2.4.7. Différenciation en hépatocytes

Le milieu de culture pour la différenciation des SHED en hépatocytes est décrit pour la

premiére fois par Ishkitiev et al. (2010). Les cellules souches sont placées dans 5% de CO2, dans du
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DMEM supplémenté avec 10% FCS, 100 U/mL pénicilline et 100 ng/mL kanamycine. Pour obtenir
la différenciation hépatique, une fois que les cellules ont atteint 70% de confluence, le milieu est
supplémenté par 20 ng/mL rhHGF (recombinant human Hepatocyte Growth Factor), 2% FCS
pendant 5 jours, et avec un mélange de 10 ng/mL oncostatine M, 10 nmol/L de dexaméthasone et
1% d'insuline-transferrine-sélénium-X (ITS) pendant 15 jours de plus. Au bout de 28 jours, les SHED
voient leur morphologie changer. Leur aspect de fibroblaste se transforme en cellule
parenchymateuse polygonale.

Les cultures de SHED et DPSC dans ce milieu permettent de les différencier en hépatocytes.
Les deux types de cellules expriment les marqueurs hépatiques spécifiques, sans différence

notable dans leur niveau d'expression.

3.4.2.4.8. Différenciation en cellules pancréatiques

Govindasamy et al. (2010) ont testé le potentiel des SHED a se différencier en cellules
pancrétiques ressemblant aux cellules des Tlots de Langerhans (ICA — Islet-like Cell Aggregates).

La différenciation des SHED en ICA se fait en trois étapes :

. Les SHED indifférenciées sont d'abord placées dans le milieu A contenant : DMEM-KO, 1%
BSA, des acides gras libres, 1x-ITS, 4 nM activine A, 1 mM sodium butyrate et 50 uM 2-
mercaptoéthanol.

. Au bout de trois jours, le milieu A est modifié en milieu B contenant : DMEM-KO, 1% BSA,
ITS et 0,3 mM taurine.

o Au jour 5, le milieu B est remplacé par le milieu C: DMEM-KO, 1,5% BSA, ITS, 3 mM taurine,
100 nM glucagon, 1 nM nicotinamide et 1x acides aminés non essentiels.

La différenciation en ICA est confirmée par I'expression du peptide-C (facilite la synthese de
I'insuline), et des facteurs de croissance permettant la régulation de la synthése d'insuline (Pdx1,
Pax4, Pax6, Ngn3 et Igl-1).

En comparaison avec les DPSC, les SHED produisent plus d'ICA, les cellules ayant une taille
plus acceptable bien que les différences de taille entre les deux groupes ne soient pas

significatives (Kanafi et al., 2013).
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3.4.2.4.9. Différenciation en odontoblastes

Pour obtenir une différenciation en odontoblastes, les SHED sont placées dans le milieu de
culture suivant : DMEM supplémenté par 0,5 M vitamine D3, 50 ng/mL d'acide ascorbique-2-
phosphate, 10 nM dexaméthasone et 10 mM B-glycérol-phosphate (Mikami et al., 2011). Aprés
trois jours de culture, lI'analyse par RT-PCR montre l'expression de geénes spécifiques des
odontoblastes, come DMP1 (Dentin Matrix Protein) et la DSPP tandis que la zone de matrice
minéralisée est visualisée grace a la coloration rouge alizarine (Eslaminejad et al., 2010).

Les SHED isolées par dissociation enzymatique produisent plus rapidement le tissu
minéralisé mais conservent leur morphologie fusiforme. D'un autre c6té, les SHED isolées par
croissance directe ont un taux de minéralisation plus faible mais acquiérent le phénotype
caractéristique des odontoblastes, avec le prolongement cytoplasmique et la polarisation du corps
cellulaire allongé vers la matrice dentinaire produite (Bakopoulou et al., 2011).

Afin d'explorer la possibilité d'une régénération endodontique, I'adhésion des SHED parmi
les reconstructions pulpaires a été étudiée in vitro. Les reconstructions pulpaires obtenues a partir
de supports tri-dimensionnels utilisant des SHED sont insérées dans les canaux radiculaires
nettoyés et préparés de dents humaines extraites. L'étude au microscope électronique a balayage
montre une adhésion des reconstructions pulpaires aux parois canalaires (Vishwanath et al.,

2013).

3.4.3. Autres types de cellules souches

3.4.3.1. Les cellules souches du desmodonte ou ligament périodontal (PDLSC)

Les PDLSC (PerioDontal Ligament Stem Cells) ont été découvertes en 2004 par Seo et al. Ces
cellules souches dérivent du ligament parodontal et peuvent se différencier en deux types de
cellules : les cémentoblastes et des cellules produisant du collagene de type I.

Le ligament parodontal est le tissu de support de la dent. |l fait le lien entre la dent et I'os
alvéolaire. Il alimente en nutriments I'os alvéolaire et le cément. Il protege la dent en maintenant
son homéostasie grace aux PDLSC. Les maladies parodontales, ou parodontites, sont des maladies
inflammatoires chroniques qui induisent la destruction du ligament parodontal ce qui se traduit

souvent par la destruction de I'os alvéolaire et finalement par la perte de la dent.
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Les thérapies parodontales basées sur les CSM ont démontré la possibilité d'inhiber
I'inflammation, de promouvoir la régénération osseuse et de prévenir la perte de la dent. Depuis
gue les PDLSC ont été isolées et qu’il a été démontré qu’elles étaient capables de générer la
structure cément/desmodonte in vivo, elles sont considérées comme le traitement de premier
choix pour la régénération du ligament parodontal.

Une expérience menée par Akizuki et al. (2005) montre les capacités régénératives des
PDLSC. lls ont placé des feuilles de cellules de ligament parodontal au niveau de déhiscences
mésiales sur des racines de canines de chiens. Les feuilles de cellules ont permis une amélioration
de la cicatrisation du tissu parodontal avec formation d'os, de desmodonte et de cément.

Les PDLSC régulent la réponse inflammatoire en inactivant les lymphocytes T et B (Liu et al.,
2013). Elles peuvent stimuler la régénération du parodonte et guérir l'inflammation selon une
expérience menée par Ding et al. (2010), basée sur un modéle de parodontite chez un miniporc.

Une autre expérience sur un modele de porc ayant des défauts parodontaux a été menée
par Wei et al. (2012). Le traitement par vitamine C a permis d'induire I'activité de la télomérase
dans les PDLSC, permettant une amélioration significative dans la régénération du tissu parodontal
contrairement au groupe de contrdle non traité par vitamine C.

Le desmodonte est semblable aux tendons : ils peuvent tous deux absorber les forces
mécaniques dues au stress et a la fatigue. Les PDLSC ont été utilisées pour la régénération de
tendons. Des PDLSC d'origine ovine expriment scleraxis, un facteur de transcription spécifique des
tendons in vivo (Gronthos et al., 2006). La méme équipe a montré dans une étude récente que les
PDLSC humaines encapsulées dans des billes d'alginate, en présence de TGF-B3 pouvaient former
un tissu qui s'apparente au tendon apres transplantation dans une souris immunodéprimée
(Gronthos et al., 2006).

Les PDLSC ont aussi un potentiel de régénération du cartilage. Des billes d'alginate sont
utilisées pour encapsuler les PDLSC pour permettre sa régénération. Aprés 4 semaines d'induction
chondrogénique in vitro, les PDLSC se différencient en cellules apparentées a des chondrocytes

(chondrocyte-like cells) (Moshaverinia et al., 2013).

3.4.3.2. Les cellules souches de la papille apicale (SCAP)

Les SCAP (Stem Cells from the Apical Papilla) ont été découvertes en 2006 par Sonoyama et

al., par l'existence d'un marqueur spécifique des CSM (STRO-1) dans les cellules de la papille
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apicale. Elles sont localisées a I'apex de la dent et bénéficient de la circulation collatérale, ce qui
leur permet de survivre pendant la nécrose de la dent. Le tissu de la papille apicale est présent
lorsque I'apex de la dent est ouvert. Chez I’adulte, les SCAP sont accessibles en clinique sur les

dents de sagesses immatures extraites (Figure 22).

Figure 22. Photographie de papilles apicales issues d’une dent de sagesse incluse. A : Troisieme
molaire extraite avec trois racines immatures. Deux papilles apicales ont été détachées de I'apex
(tétes de fleches) ; B : Coupe de I'extrémité radiculaire en développement avec la papille apicale
attachée, cultivée trois jours in vitro avant d'étre colorée a I'hémalun/éosine et observée au
microscope optique. On y voit des odontoblastes (fleches noires), une zone apicale riche en
cellules (tétes de fléches) et le tissu de la papille apicale ; C : Zoom sur la zone encadrée (Huang et
al., 2008).

Les SCAP sont la source d'odontoblastes responsable de la formation de la dentine
radiculaire. Une fois isolées, les SCAP sont stimulées avec de la Dex supplémentée par de I'acide
ascorbique-2-phosphate et du phosphate inorganique et entament alors une différenciation en
odontoblastes pour produire de la matrice dentinaire minéralisée. Les SCAP mises en culture
expriment les marqueurs spécifiques des odontoblastes tels que la DSPP (Sonoyama et al., 2006).
In vivo, les SCAP ont été placées dans des supports de HA/TCP puis transplantées dans des souris
immunodéprimées. Une structure dentinaire a été générée parmi laquelle une couche de dentine
en surface se trouve en continuité avec I'HA/TCP (Sonoyama et al., 2006).

Afin de déterminer ce qui différencie les SCAP des DPSC, les deux types de cellules souches
ont été isolés a partir de la méme dent. Les résultats montrent que les SCAP ont un nombre de

doublement de population ainsi qu'un nombre de cellules STRO1+ plus élevé que les DPSC. De
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plus, leur capacité de régénération de tissus est plus grande. Les SCAP expriment la survivine (une
protéine anti-apoptotique) a un plus haut niveau que les DPSC et sont positives pour I'activité de la
hTERT (Human Telomerase Reverse Transcriptase) qui maintient la longueur des téloméres, qui est
habituellement négative dans les CSM. Ces éléments de preuve suggerent que les SCAP, issues
d'un tissu en développement, représentent une population de progéniteurs précoces, qui sont une
excellente source de cellules pour la régénération tissulaire. Ceci met en avant le fait que les tissus
en développement contiennent des cellules souches différentes de celles issues des tissus
matures.

Les SCAP expriment de nombreux marqueurs dentinogéniques apres isolation ex-vivo, mais
expriment les DSPP, les glycoprotéines de la matrice extra-cellulaire, TGF-B, FGFR3, MUC18 a un
niveau inférieur a celui des DPSC.

Les SCAP sont positives pour les marqueurs neuronaux tels que tubuline-Blll, acide
glutamique décarboxylase, CNPase (Cyclic-Nucleotide Phosphodiesterase). Le potentiel
neurogénique des SCAP viendrait du fait qu’elles dérivent embryologiquement des cellules des

crétes neurales.

Applications cliniques des SCAP :

) La papille apicale joue un réle dans la formation de la racine (Figure 23). Une expérience
sur une molaire de cochon miniature de 9 mois a été réalisée. La papille apicale de la racine distale
a été coupée. La pulpe est conservée. La racine distale a stoppé son développement au bout de 3

mois alors que les autres racines ont poursuivi un développement normal (Chueh et Huang, 2006).
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Figure 23. Photographie d’'une molaire immature de cochon miniature ; fleches noires : racine
distale dont le développement s'est arrété, 3 mois apres section de la papille apicale ; fleches
rouges : les autres racines ont poursuivi leur développement normal (Chueh et Huang, 2006).
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. Les SCAP sont impliquées dans le phénomene de « revascularisation » décrit par lwaya et
al. (2001) et par Banchs et Trope (2004). |l consiste a induire la formation d'un caillot sanguin au
sein du canal pulpaire préalablement désinfecté, en impliquant le recrutement de cellules souches
en cas de parodontite apicale ou d’abces sur des dents permanentes immatures (Simon et al.,
2013).

En général, une réponse négative a un test de vitalité de la dent avec la présence d'une
parodontite apicale est interprétée comme nécrose pulpaire et infection. Dans I’étude d'une dent
permanente immature en 2001, lwaya et al. ont rapporté que des zones de pulpe vitale
persistaient dans le canal, car le patient percevait l'insertion de la lime endodontique avant
d'atteindre I'apex. Trente-six mois aprés le traitement endodontique, la formation de la racine
s'est terminée et la dent a répondu aux tests de vitalité électriques. De méme, Chueh et Huang ont
rapporté quatre cas de dents permanentes immatures avec lésions péri-radiculaires ou le patient
sentait le passage de la lime dans la chambre pulpaire, ou alors une hémorragie pulpaire était
observée.

Ceci peut s'expliquer par le fait que I'apex ouvert permet une bonne communication de
I'espace pulpaire avec les tissus péri-apicaux. Il est possible pour une maladie péri-apicale de se
développer alors que la pulpe est seulement partiellement nécrosée et infectée. Les cellules
souches dans le tissu pulpaire et dans la papille apicale survivent probablement a l'infection et
permettent la régénération pulpaire et la maturation radiculaire. L'infection a pu se diffuser a
travers la pulpe survivante, atteignant le péri-apex. Une autre possibilité est que la résorption
osseuse est la conséquence de la libération de cytokines pro-inflammatoires depuis la pulpe
enflammée vers le péri-apex. Cependant, cette situation semble peu probable pour causer la
formation de fistules qui indiquent la présence d'un abces avec une infection sévére. Une infection
prolongée pourrait mener vers une nécrose totale de la pulpe et de la papille apicale ; a ce
moment, |'édification radiculaire deviendrait impossible.

En cas de nécrose pulpaire suite a un traumatisme sur dent permanente immature, la
technique de revascularisation implique le recrutement des SCAP et permet le maintien du
développement radiculaire et la régénération des tissus. Le protocole est le suivant (Cehreli et al.,
2012):

- irrigation du canal radiculaire avec de I’"hypochlorite de sodium,
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- mise en place d’hydroxyde de calcium en pate épaisse ou d’un cocktail d’antibiotiques
(mélange de ciproflaxine, de métronidazole et de minocycline) a l'intérieur du canal afin de le
désinfecter,
- scellement de la cavité d’accés avec un pansement type Cavit®,
- apres trois a quatre semaines, la pate intracanalaire est retirée,
- une lime manuelle de type K est passée au-dela de I'apex pour induire un caillot sanguin
dans le canal,
- mise en place d’une éponge de collagéne sur le caillot formé,
- mise en place d’'un matériau étanche et bioactif au-dessus de I'’éponge,
- obturation de la cavité par un composite collé.

En France, la mise en place d’un cocktail d’antibiotiques n’est pas autorisée. L'utilisation
d’hydroxyde de calcium reste la technique principale mais les résultats sont moins bons.

La présence des SCAP dans le caillot sanguin a été démontrée par Lovelace et al. (2011). Le
caillot sert de guide a la recolonisation cellulaire. L'objectif est de régénérer un tissu pulpaire

capable de permettre la poursuite de I'édification radiculaire.

3.4.3.3. Les cellules souches issues du follicule dentaire (DFPC)

Le follicule dentaire est un tissu conjonctif d'origine ecto-mésenchymateuse qui se forme

autour de I'organe de I'émail et de la papille dentaire et qui I'entoure complétement (Figure 24).

Figure 24. Coupe d'un bourgeon dentaire ; A : organe de I'émail ; B : papille dentaire ; C : follicule
dentaire (Dozenist, 2005).
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Il contient les précurseurs de cellules qui vont former le parodonte, c'est-a-dire qu'il
évoluera en ligament parodontal, en os alvéolaire et en cément. Ses cellules progénitrices
découvertes en 2005 par Morsczeck et al. sont appelées DFPC (Dental Follicul Precursor Cells). Les
DFPC sont capables de se différencier en ostéoblastes, adipocytes, chondrocytes et
cémentoblastes selon le milieu de culture approprié (Yao et al., 2008). Les DFPC expriment des
marqueurs cémentoblastiques alors que les DPSC expriment des marqueurs odontoblastiques. Les
DPCS semblent avoir un potentiel de formation des tissus durs plus élevé que les DFPC, mais les
tissus durs comme la dentine n’ont pas été identifiés apres transplantation de ces cellules chez des
souris immunodéprimées (Yao et al., 2008). Apres transplantation in vivo, les DFPC sont capables

de recréer un nouveau ligament parodontal (Volponi et al., 2010).

4. Ingénierie tissulaire et applications des DPSC in vivo

4.1. Introduction

Les débuts de I'ingénierie tissulaire se font dans les années 1980 avec le chimiste Robert
Langer et les freres Joseph et Charles Vacanti. Selon eux, il est possible de régénérer un tissu en
cultivant des cellules spécifiques sur un matériau biodégradable.

La toute premiére opération a été publiée en 1991 avec Cima, Langer et Vacanti. Elle
démontrait la possibilité de régénérer un tissu cartilagineux en forme d'oreille humaine dans le
dos d'une souris (Simon et al., 2012). Grace a des biopolymeéres, Cima fabrique un moule parfait de
pavillon d'oreille humaine (Cima et al., 1991). Dans ce moule, Charles Vacanti introduit une sorte
de polyester poreux qu'il ensemence avec les chondrocytes vivants de veau. La structure est
ensuite implantée en sous-cutané, sur le dos d'une souris nue (Vacanti et al., 1992). Les jeunes
chondrocytes se développent et épousent la forme du moule avec, comme résultat, I'une des
images les plus mal comprises dans ['histoire de la biologie: une souris nue dotée d'une oreille
humaine... sur le dos. Depuis, les exemples de stratégies médicales visant a restaurer, maintenir ou
améliorer la fonction d'un tissu ou d'un organe ne cessent de croitre. La connaissance parfaite du
développement initial du tissu durant I'embryogenése est indispensable pour créer de nouvelles

thérapeutiques.

72



4.2. Les banques de cellules souches (DPSC et SHED)

Congeler et stocker des cellules souches pulpaires, comme il est déja possible de faire avec
les cellules issues du sang de cordon ombilical, des muscles et des nerfs, est le réve de tous ceux
qui ont foi dans les promesses des cellules souches.

Le principal obstacle est de se procurer ces cellules. Il ne s'agit pas de les prélever sur des
dents vivantes car |'opération les mutilerait. La mise en place de banques de stockage de ces
cellules souches reste la meilleure solution. Seraient utilisées : des dents de lait riches en cellules
souches et des dents de sagesses incluses extraites. Ces dernieres peuvent étre conservées jusqu'a
ce que le patient en ait besoin.

Cependant, tout ceci inquiete la communauté scientifique car il y a un risque de
commercialisation.

La premiére biobanque dentaire est née au Texas (Etats-Unis) avec la société BioEden.
Depuis, d'autres ont suivi, comme la société StemSave qui, dans le Colorado, rétribue méme les
dentistes (90 dollars) qui acceptent de récupérer les dents de leurs patients apres s'étre engagé a
faire partie des fournisseurs de StemSave. Le concept a également fait récemment son apparition
au Royaume-Uni et en Suisse avec Future Health Biobank, autorisant le stockage privé et payant : il
faut compter 1995 euros pour un stockage pendant 25 ans des cellules souches dentaires, et 3100
euros pour des cellules souches du sang et du tissu de cordon.

L'Institut Clinident BioPharma Swiss propose un service de préparation et de conservation
des cellules souches de la pulpe dentaire. L'Institut Clinident est une société francgaise spécialisée
en biologie cellulaire et moléculaire appliquée a la médecine orale depuis 2003. Grace au
développement des technologies sur les cellules souches, son antenne Institut Clinident
Biopharma Swiss est aujourd’hui capable de proposer un service de conservation des cellules
souches de la pulpe dentaire. Cet institut, installé a Bale, est une biobanque en charge de
la préparation et de la cryopréservation des cellules souches pluripotentes de la pulpe dentaire.
Cette biobanque est accréditée par Swiss Medic (I'agence de produits thérapeutiques Suisse) et

est certifiée GMP (Good Manufactoring Practices = Bonnes Pratiques de Fabrication).

Apreés extraction de la dent par le chirurgien dentiste, elle est placée dans un kit de collecte
et de transport UN3373 fourni par I'Institut Clinident BioPharma Swiss. Lors du déroulement de la

prestation, I'Institut Clinident BioPharma Swiss assure :
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- une information claire et globale et un support opérationnel,

- la signature d’un contrat pour le traitement et le stockage des dents,

- 'expédition du kit de collecte,

- le transport suivi vers le laboratoire de préparation,

- le traitement de I’échantillon dans des conditions réglementées, validées et controlées,
- le contréle qualité de I’échantillon,

- la cryoconservation pendant 20 ans en Allemagne chez BioKryo,

- I'envoi d’un certificat de conservation.

Apres la signature du contrat, le kit de collecte est expédié au cabinet du praticien ou au
domicile du patient. A l'intérieur, les instructions de stockage du kit avant utilisation sont
détaillées. Sa prise en charge vers le laboratoire de préparation, une fois la dent prélevée, est
organisée par l'Institut Clinident BioPharma Swiss dans les plus brefs délais.

La dent est traitée dans le laboratoire de préparation selon un protocole validé et
une procédure qualité stricte permettant de préserver I'intégrité des cellules souches de la pulpe
dentaire. Les tubes de conservation, identifiés par un numéro a code-barres unique, propre a
I’échantillon, sont amenés a une température finale inférieure a -130°C (azote liquide en phase
gazeuse) garantissant des conditions de stockage et de sécurité maximales pendant 20 ans (et plus

si reconduction du contrat).

La voie semblait donc toute tracée pour que la France se dote a son tour d'une telle
structure. En juin 2011, I'Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé
(ANSM) avait méme donné son feu vert a l'institut Clinident BioPharma Swiss, avant de revenir sur
sa décision a l'automne, estimant que les travaux étaient trop préliminaires et contraires au
principe de non-patrimonialité du corps humain reposant sur lI'anonymat et la gratuité. Une

exception frangaise qui a enclenché une bataille judiciaire, toujours en cours.

Les banques de SHED :

Les SHED sont complémentaires aux cellules souches contenues dans le sang de cordon,

mais le colt de stockage est moindre.

74



Protocole :

. lere étape : récupération des dents temporaires exfoliées avec pulpe vitale, sans lésion
péri-apicale ni kyste.

. 2éme étape : elles sont placées dans un récipient contenant une solution saline tamponnée
au phosphate hypotonique pour prévenir du dessechement.

. 3éme étape : le récipient est placé dans un second récipient en métal et doit parvenir a la
banque de cellules souches dans les 40 heures qui suivent I'extraction.

. deme étape : lorsque la dent arrive dans la banque, les cellules souches sont isolées et
mises en culture en accord avec le protocole décrit précédemment.

. 5éme étape : pour la cryoconservation, les cellules sont mises en suspension dans un
milieu contenant 20% FBS, 70% DMEM et 10% diméthylsulfoxide (DMSO) avec 5.10° cellules/mL et
la température est diminuée d'un degré Celsius chaque minute jusqu'a -70°C (Saha et al., 2011).
Sous l'effet du froid, I'’eau contenue dans le cytoplasme des cellules géle et risque de les faire
éclater. Le DMSO est un cryoprotecteur. |l permet au réseau d’eau de cristalliser différemment, ce
qui est moins délétere pour la cellules.

. 6eme étape : les cellules sont transférées dans de l'azote liquide a -196°C. Les cellules
peuvent étre cryoconservées pour une longue période et si besoin, peuvent étre décongelée dans
un bain a 37°C pendant 2 minutes, rincées deux fois avec du 20% FBS et du 70% DMEM et placées
en culture (Kerkis et al., 2006).

La pulpe extraite de dents temporaires exfoliées peut aussi étre conservée en bloc. Elle est
mélangée a un milieu pour la cryoconservation (10% DMSO et 90% FBS a 4°C), gardée la nuit a -
80°C puis transférée dans de I'azote liquide et conservée pendant 25 a 30 mois.

Pour simplifier le protocole de conservation initial, une nouvelle méthode permettant de
conserver les SHED au sein de la dent sans la fracturer est proposée (Gioventu et al., 2012). La
dent est percée au niveau de la jonction couronne-racine avec un laser Nd/YAG pour faire des
micro-tunnels pour permettre a la solution de cryoconservation d'atteindre la pulpe. Puis la dent
est placée dans un milieu avec du DMSO a -80°C (Yamaza et al., 2010). L'analyse in vitro montre
gue la morphologie, le phénotype immun, les taux de viabilité et de prolifération des SHED sont
similaires pour les dents préservées par percage laser que celles extraites. A l'inverse, les SHED
extraites de dents cryoconservées sans percage laser montrent une perte significative des taux de

viabilité et de prolifération (Gioventu et al., 2012).
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4.3. Applications des cellules souches pulpaires in vivo

4.3.1. Introduction

Lors d’utilisation de cellules souches, les trois principaux risques sont le rejet
immunologique du greffon, le développement d’un cancer et la transmission d’agents infectieux.
Comme pour les greffes, le systéme immunitaire du receveur ne peut pas accepter les cellules
souches provenant du donneur. La meilleure méthode est donc d’utiliser les propres cellules
souches du patient. C’est ainsi que la découverte des iPSC a suscité I'espoir de traiter un patient
tout en évitant le risque de rejet immunitaire. Utiliser des cellules propres au patient serait une
solution au probléme d’immunocompatibilité. Les applications in vivo des cellules souches
pulpaires portent toutes a ce jour sur des modeles animaux immunodéprimés afin d’éviter les
rejets. De plus, un cancer peut se former si la multiplication des cellules n’est pas minutieusement
controlée. Les cellules souches sont proches des cellules cancéreuses. Les techniques actuelles
concernant les iPSC font appel a des modifications génétiques des cellules qui peuvent conduire a
la formation de tumeurs.

Le rat est le mammiféere le plus fréquemment utilisé en expérimentation animale. Environ
90% des génes du rat sont partagés avec 'homme (Gibbs et al., 2004). Tous les génes humains
connus pour étre associés a des maladies ont des équivalents dans le génome du rat (Gibbs et al.,

2004). De plus, les réactions inflammatoires chez I’humain et le rat sont proches.

Il existe deux types de régénération pulpaire :

) La régénération partielle se base sur le fait qu'au début de l'inflammation pulpaire, seule
une partie du tissu est infectée. L'inflammation est compartimentée avant de se diffuser a
I'ensemble du tissu pulpaire (Huang, 2009). Le principe est que la pulpe saine préservée sert a
régénérer le tissu éliminé par l'inflammation (Huang, 2009). Aprés pulpotomie, un dispositif
médical inductif ou une pulpe artificielle composée de DPSC est implanté(e) dans la dent. Ces
matrices implantées sont constituées de collagénes de type | ensemencé de DPSC. La
vascularisation assurée par le foramen apical et existant déja dans le parenchyme pulpaire
préservé sain permet la survie des matrices. Le but est de créer un tissu conjonctif fonctionnel,

vascularisé et innervé.
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. La régénération totale de la pulpe pourrait sembler simple étant donné le faible volume de
tissu a régénérer (environ 10-100uL) par rapport a un organe ou un tissu. Cependant plusieurs
probléemes se posent : la situation du tissu dans une cavité dont la vascularisation est compliquée
I’étroitesse du foramen apical et la composition de ce tissu par différentes cellules souches et

différentes couches.

4.3.2. Régénération in vivo d'un tissu qui s'apparente au complexe dentino-pulpaire : étude de

Prescott et al. (2008)

4.3.2.1. Matériel et méthode

La présence d'une perforation compromet le résultat d’un traitement endodontique. Une
des utilités de la thérapie régénérative endodontique est de réparer les perforations des canaux
radiculaires. En plus des nutriments et des interactions systémiques in situ, les trois composants
essentiels pour la régénération tissulaire sont : les cellules souches, un support et les facteurs de
croissance. Cette étude enquéte sur le role de chaque composant de la triade de régénération
tissulaire dans I'organisation et la différenciation des DPSC. Les chercheurs ont utilisé un modéle
de perforation au niveau de la furcation de dents de sagesses humaines replacées dans un modele
murin. Le collagéne sert de support et le facteur de croissance est le DMP1. Le MTA (Mineral

Trioxide Aggregate) est le matériau de controle.

L'expérience utilise vingt dents de sagesses humaines extraites. La pulpe camérale est
retirée. La couronne et la racine sont sectionnées avec un disque de fagon a ne conserver qu'une
tranche de dentine qui correspond au plancher de la chambre pulpaire. Une perforation d'1mm de
diametre est faite avec une fraise a travers I'épaisseur de dentine. Les tranches de dentine sont
ensuite passées a l'autoclave.

Les vingt tranches de dentine sont réparties en cinq groupes de quatre de facon aléatoire,
selon le matériau utilisé pour combler la perforation.

J Groupe 1 : seul du MTA gris est placé dans la perforation de maniere a |'obturer
complétement.
. Groupe 2 : un support de collagene de type | et de poudre de céramique, humidifié avec du

PBS est placé dans la perforation.
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J Groupe 3 : un support de collagene imprégné avec le DMP1 lyophilisé a concentration de
1,2mg/mL est placé dans la perforation.
. Groupe 4 : un support de collagéne imprégné avec le DMP1 et une pastille de 5.10° de
DPSC humaines cultivées auparavant.
. Groupe 5 : un support de collagéne avec une pastille contenant 5.10° DPSC est placé dans
la perforation.

Chaque échantillon est implanté en sous-cutané dans le dos de souris immunodéprimées
(Figure 25). A six semaines, les animaux sont sacrifiés et les sites de perforation sont analysés au

microscope optique et par coloration histochimique.

Figure 25. Souris immunodéprimée avec l'implant sous-cutané dans la partie dorsale (Prescott et
al., 2008).

4.3.2.2. Résultats

) Groupe 1 : le MTA apparait gris, sa couleur d'origine. Quelques globules rouges sont

visibles en périphérie du site de perforation (Figure 26).

) Groupe 2 : le trichrome de Masson colore le support de collagene en bleu. Le support est
en train de se dégrader et des tissus de remplacement ne sont pas présents. Des globules rouges

et des cellules nucléées sont dispersées (Figure 26).

. Groupe 3 : dans ce groupe, de nombreuses cellules viables sont présentes. La matrice de
collagene est formée en périphérie mais il n'y a pas d’apposition au centre du site de perforation.

Le support de collagéne a commencé a se dégrader et quelques cellules ont rempli partiellement
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les vides. Une coupe améliorée des vides montre la présence de débris et le manque

d'organisation cellulaire (Figure 26).

. Groupe 4 : ce groupe montre plusieurs signes de régénération tissulaire. Alors que le
support de collagene commence a se dégrader, des cellules présumées fibroblastes de par leur
morphologie et des cellules endothéliales débutent |'apposition d'une matrice. Des vaisseaux
sanguins et une matrice de collagene sont visibles dans le tissu du site de perforation. Des zones
autour du site de perforation montrent une prolifération cellulaire indiquant la progression de la

régénération tissulaire dans ces secteurs (Figure 26).

. Groupe 5 : les résultats sont semblables au groupe 2 (support de collagéne seul). Quelques
globules rouges sont visibles, quelques cellules nucléées et les restes de I'effondrement du

support de collagéne. Aucune matrice ne s'est formée ni aucun infiltrat cellulaire (Figure 26).

Figure 26. Coupes observées au microscope optique. A : groupe 1, MTA uniquement (10x10) ; B:
groupe 2, support de collagéne uniquement (10x20) ; C: groupe 3, support de collagéne et DMP1
(10x10) ; D : groupe 4, support de collagene en présence de DMP1 et DPSC, présence de vaisseaux
sanguins et début de régénération tissulaire (10x10) ; E : groupe 5, support de collagéene et DPSC
uniquement (10x40) (coloration a I’hémalun-éosine) (Prescott et al., 2008).
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4.3.2.3. Discussion

D'autres facteurs de croissance comme les BMP peuvent induire la différenciation des
DPSC (Hao et al., 2004), mais le DMP1 a été utilisé pour cette expérience car il peut induire la
différenciation des cellules souches en odontoblastes et stimuler la formation de tissus minéralisés
(Narayanan et al., 2001). De plus, I'apposition de minéraux est dix fois meilleures en présence de
DMP1 (He et al., 2003).

Le MTA est un excellent matériau de réparation des perforations. Cependant, il ne se
dégrade pas et ne permet pas au tissu naturel de se développer pour le remplacer. En fait, la
capacité du MTA a résister a sa dégradation in vivo est considérée comme un de ses avantages.
D'un autre c6té, le support de collagene se dégrade naturellement pour permettre la régénération
tissulaire. Le support utilisé est volontairement fait de collagéne car sa manipulation est tres
simple. De plus, il possede de nombreuses similarités avec le collagene le plus retrouvé dans la
pulpe saine de dents humaines, le collagéne de type I.

Des souris immunodéprimées sont nécessaires pour éliminer le risque de rejet immunitaire
envers les DPSC. Récolter et utiliser des cellules autologues est une solution au probléme

d'immunocompatibilité.

Dans le groupe 1, le MTA est le seul matériau visible parmi tous les échantillons. Aucune
cellule, ni matrice de collagéne, ni vaisseaux ne sont présents. La formation de tissu calcifié n'était
pas attendue car I'expérience n'a duré que six semaines. La formation de tissu dur autour du MTA
a été rapportée aprées de plus longues périodes (Yaltirik et al., 2004). Dans le groupe 2, il n'y avait
gue le support dégradé en partie, aucune présence de tissu calcifié.

Dans les groupes 3 et 5, il manquait a chaque fois un des composants de la triade de
régénération tissulaire (les DPSC et le DMP1 respectivement). Bien que les deux groupes aient
montré des étapes initiales d'organisation tissulaire, ils n'avaient pas une organisation assez
importante pour permettre la croissance des tissus. Cependant dans le groupe 3, il y a une
infiltration de cellules nucléées. Leur identité et origine sont inconnues. Ces cellules sont
supposées étre des fibroblastes de par leur morphologie. Le groupe 3 posséde un plus grand
nombre de cellules nucléées que les autres groupes excepté le groupe 4.

Dans le groupe 4, les trois composants de la triade de régénération tissulaire sont présents

(DPSC, support de collagéne et DMP1). Ce groupe montre une organisation tissulaire précise. La
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coloration au trichrome de Masson démontre la néo-formation d'une matrice de collagéne. Des
parties de |'échafaudage sont visibles mais I'essentiel a été dégradé et les fibroblastes produisant
du collagene ont pris sa place. Il n'y a pas de formation de tissu dur ce qui est normal a six
semaines. |l est intéressant de noter que des vaisseaux sanguins se sont formés au niveau du site
de perforation. Or, I'angiogenése est le précurseur de la réparation tissulaire. Elle permet aux
nutriments et aux facteurs de croissance d'atteindre le site endommagé. Une étude de Roberts-
Clark et Smith a conclu que la matrice dentinaire contient des facteurs de croissance
angiogéniques et que leur libration depuis la matrice apres une blessure pouvait contribuer a la
réponse de réparation du complexe dentino-pulpaire (Roberts-Clark et Smith, 2000).

Pour conclure, le groupe 4 montre le stade initial de régénération tissulaire. En I'absence
de DMP], il n'est pas possible de démontrer une organisation tissulaire ou une différenciation
cellulaire. Ainsi, DMP1 induit la différenciation des cellules pulpaires indifférenciées en cellules
synthétisant de la matrice.

Cette étude confirme I'utilité de la triade DPSC-support-DMP1 pour explorer les
mécanismes de régénération tissulaire avec pour but ultime la formation de tissu dur au niveau du

site de perforation.

4.3.3. Régénération dentinaire aprés exposition pulpaire sur un modeéle de rat : étude de JB

Souron, 2013

Il s'agit d'une expérience de régénération partielle de la pulpe. Dans un premier temps, il

faut fabriquer la pulpe artificielle. Dans un deuxieme temps, il faut l'implanter dans la dent in vivo.

4.3.3.1. Matériel et méthode

4.3.3.1.1. Fabriquer la pulpe artificielle

La pulpe de dents de sagesse humaine extraites chez des patients agés de 18 a 30 ans est
isolée en blocs de 1 a 2mm de large. Elle est cultivée selon le protocole de Gronthos et al.
(Gronthos et al., 2000). De la méme maniere, la pulpe de dents de rats agés de 5 jours est prélevée
et mise en culture selon le méme protocole. Les milieux de culture sont renouvelés deux fois par

semaine (Figure 27). Dans cette étude, les cellules pulpaires ne sont pas triées au préalable ; la
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population pulpaire hétérogéne est utilisée dans sa totalité. En effet, le but n'est pas d'implanter
dans la dent uniquement des cellules souches car cela ménerait a la minéralisation de la chambre

pulpaire.

Figure 27. Cellules pulpaires de rat en culture (A) et cellules pulpaires humaine (B) (Souron, 2013).

Par la suite, des matrices supports des cellules pulpaires sont créées. Du collagéne de type |
est prélevé sur des tendons de queue de rat et polymérisé selon le protocole de Bell et al. (1979).
Le collagéne va pouvoir imiter le micro-environnement pulpaire. Les cellules cultivées sont
ajoutées au collagene de type | jusqu'a obtenir une concentration de 2 millions de cellules par
millilitre. Une matrice est un mélange de DMEM, de bicarbonate de soude et de DMEM sans
sérum contenant les cellules pulpaires (8.10° cellules par matrice). Les matrices représentent les
« pulpes artificielles » qui seront placées dans un incubateur de 4 a 24 heures avant leur
implantation.

Les DPSC contenues dans les matrices sont marquées radioactivement a I'oxyne-indium
111, ce qui permet de les localiser grace aux méthodes de scintigraphie. Ce marqueur n'est pas
cytotoxique. Il n'affecte pas la prolifération ni la survie des cellules marquées (Aicher et al., 2003).

Le groupe de contrdéle est constitué par des cellules marquées puis lysées avant le mélange

avec le collagene.

4.3.3.1.2. Implantation des pulpes artificielles

Dans un premier temps, des matrices sont implantées de maniéere ectopique dans le dos de
6 rats immunodéprimés anesthésiés (Figure 28). D'un c6té du dos, des matrices avec cellules sont
implantées et de I'autre c6té des matrices sans cellules. Puis 3 rats sont sacrifiés au bout de 15

jours et les 3 autres au bout de 30 jours.
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Figure 28. Coupe d'une matrice cellularisée implantée en sous-cutané chez le rat immunodéprimé,
coloration a I'némalun-éosine. La matrice est bien intégrée aux tissus environnants car difficile a
localiser et sans inflammation ; m : matrice implantée ; D : derme (Souron, 2013).

Dans un second temps, les matrices sont implantées dans des dents de rat anesthésiés

ayant subi une effraction pulpaire (Figure 29).

E ) .

Figure 29. Observation au miscrocope optique de I'implantation des matrices dans la premiére
molaire de rat ; A : premiére molaire de rat ; B : pulpotomie ; C : mise en place de la matrice dans
la chambre pulpaire apres hémostase; D : matrice implantée; E : mise en place du ciment
biocompatible : silicate de calcium ; F : mise en place du composite (Souron, 2013).

-
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Au total, 10 rats supplémentaires sont utilisés : 5 avec implantation de matrices avec cellules
lysées et 5 avec matrices contenant les cellules entieres. La dent choisie est la premiére molaire
maxillaire avec pulpotomie. Apres hémostase, les matrices sont implantées dans la chambre
pulpaire. Le tout est étanchéifié avec un ciment biocompatible tel que la Biodentine®
(Septodont™) puis recouvert d'une couche de composite photopolymérisable pour résister a

['abrasion.

Au bout d'un mois, les rats sont sacrifiés. Les maxillaires sont récupérés et déshydratés
avant inclusion dans la paraffine. Des coupes longitudinales de 7um d'épaisseur sont réalisées,
puis déparaffinées et réhydratées avant coloration.

Les cellules marquées sont observées par scintigraphie grace au systéme nanoSPECT/CT©
de Bioscan™. La coloration a I'hémalun-éosine va permettre d'observer les tissus dentaires et
péridentaires. La coloration au trichrome de Masson permet I'étude des tissus du dos du rat. La
technique d'immunohistochimie est employée pour détecter la formation de vaisseaux sanguins et
de fibres nerveuses. L'immunohistochimie permet de localiser la présence d'un anticorps qui se lie
spécifiguement a I'antigene recherché. L'anticorps anti-facteur de Willebrand et I'anticorps anti-

CGRP sont mis en place dans les cultures de cellules.

4.3.3.2. Résultats

4.3.3.2.1. Suivi des cellules marquées radioactivement

L'analyse des cellules marquées se fait au SPECT+CT (Figure 30). SPECT (single photo
emission computed tomography) désigne la tomographie par émission monophotonique. Cette
technique d'imagerie médicale permet de réaliser des images et des reconstructions en trois
dimensions grace a un ensemble de gamma caméras qui tournent autour de la zone étudiée. CT
(computed tomography) désigne la tomodensitométrie, aussi appelée scanographie. On parle de
SPECT+CT lorsque les deux types de scanners sont utilisés et que les deux images sont fusionnées.

Le scanner obtenu donne des informations plus précises sur la zone étudiée.
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Figure 30. Analyse au SPECT+CT d'une matrice cellularisée implantée dans la premiere molaire de
rat a JO, J7, J14 et J21: la matrice est restée en place car le méme signal est retrouvé (fleche
rouge) (Souron, 2013).

Les cellules sont restées implantées dans la chambre pulpaire car I'ensemble du corps a été
scanné avec le SPECT/CT et aucun autre signal n'a été détecté. Durant les 3 semaines de
visualisation, aucun signal radioactif n'a été visualisé dans le corps a part dans les premieres
molaires des rats. |l n'est pas possible de les visualiser plus longtemps car le signal radioactif
diminue au cours du temps. A l'avenir, les techniques de visualisation par IRM seraient plus
appropriées.

L'intensité du signal est liée a l'intégrité des cellules. Il est 5 fois plus fort chez les cellules

entieres que chez les cellules lysées.

4.3.3.2.2. Analyse histologique

Cette analyse des tissus est réalisée apres le sacrifice des rats, un mois aprées le début de
I'expérience et va permettre de connaitre la composition et la fonctionnalité du tissu formé.
La coloration a I'hémalun-éosine met en évidence des cellules dans les matrices pourvues

de cellules entieres alors que les matrices qui avaient recu les cellules lysées sont dépourvues de
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cellules. Dans les matrices contenant les cellules vivantes, des fibroblastes sont retrouvés (Figure

31).

Figure 31. Coupes des matrices au bout d'un mois (m : matrice ; d : dentine ; fleches : fibroblastes),
coloration a I'némalun-éosine ; C : matrice ayant recu des cellules lysées qui est dépourvue de
cellules ; D : matrice pourvue de cellules ou des fibroblastes sont visibles (Souron, 2013).

La technique d'immunohistochimie permet de mettre en évidence des éléments
vasculaires grace a l'anticorps anti-facteur de Willebrand. Les vaisseaux sont situés a coté des
matrices ayant recu les cellules entieres. Grace a l'anticorps anti-CGRP (le Calcitonin Gene Related
Peptide est un neuropeptide), des éléments nerveux sont visibles. De plus, des cellules marquées
immunologiquement par le PCNA (agent de prolifération nucléaire) sont retrouvées, ce qui indique
une activité mitotique des cellules fibroblastiques retrouvées.

L'analyse au micro-scanner permet de mettre en évidence une apposition de dentine dans
la molaire qui a recu la matrice portant les cellules entieres, ce qui n'avait pas été observé

histologiquement (Figure 32), ainsi qu’une fermeture apicale des racines.

Lysed cells

Figure 32. Visualisation de la molaire de rat par technique de micro-scanner au bout d'un mois ;
m : emplacement des matrices ; A : matrice avec cellules lysées ; B : matrice avec cellules vivantes :
apposition dentinaire et fermeture apicale (Souron, 2013).
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4.3.3.3. Limites de I'expérience

Cette expérience montre que la « pulpe artificielle » est capable de régénérer la pulpe.
Cependant, d'un point de vue clinique, les pulpes artificielles devraient étre intégrées dans des
pulpes inflammatoires et non saines comme décrit précédemment. Le but de ces recherches étant
de les intégrer a la clinique humaine en cas de carie ou de traumatisme avec effraction pulpaire
afin de régénérer le tissu pulpaire et la matrice dentinaire.

De plus, I'animal utilisé est le rat, ce qui pose des problemes d'échelle et anatomique. Afin
d'évoluer vers la clinique humaine, des expériences sur des mini-porcs sont souhaitables car ces
derniers présentent deux dentures comme chez I'homme et une physiopathologie comparable a

celle de I'homme.

4.3.4. Reprogrammer des DPSC en cellules souches pluripotentes induites (iPSC)

En 2012 les chercheurs Gurdon et Yamanaka recoivent le prix Nobel de médecine pour
avoir découvert que «les cellules matures peuvent étre reprogrammées pour devenir
pluripotentes ». Les DPSC, ainsi que les SHED et les SCAP peuvent étre reprogrammeées en iPSC
(Yan et al., 2010). Les tissus dentaires proviennent de |'ecto-mésenchyme et contiennent des
cellules progénitrices mésenchymateuses. Afin de reprogrammer les DPSC, 4 facteurs (c-
Myc/KIf4/Oct4/Sox2) transportés par des vecteurs viraux sont utilisés. Les résultats montrent des
cellules ayant une morphologie semblable aux CSE humaines en culture et exprimant les
marqueurs des CSE (SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-80, TRA-2-49, Nanog, Oct4, Sox2) (Yan et al., 2010).
La conclusion de I'étude de Yan et al. (2010) est que les cellules d'origine ecto-mésenchymateuses
sont une excellente source de cellules pour générer des iPSC.

Depuis I'émergence des iPSC en biologie cellulaire, la question est de savoir s'il est
nécessaire de reprogrammer les cellules au stade de cellule souche pluripotente pour la thérapie
régénérative dentaire. La pluripotence ne devrait pas étre un pré-requis pour générer certains
types de cellules différenciées. Faire revenir en arriére ces cellules vers un progéniteur commun de
base (cellules ecto-mésenchymateuses/cellules des crétes neurales?) permettrait d'ouvrir des
voies vers la spécification cellulaire.

Un autre moyen d'utiliser les iPSC obtenues a partir de DPSC serait de mimer les

interactions épithélio-mésenchymateuses. Les DPSC peuvent se différencier en cellules
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épithéliales (Nam et Lee, 2009). Aprés dissociation des fractions épithéliales et
mésenchymateuses, ces cellules peuvent étre reprogrammées en iPSC-épithéliales et iPSC-
mésenchymateuses. Ces deux populations de cellules pluripotentes peuvent étre co-cultivées avec
un support biomimétique entre elles, de sorte a obtenir des interactions épithélio-

mésenchymateuses (Figure 33).

Dental Pulp (DP) |

v

DP mesenchymal cells (DPMes) DP epithelial cells (DPEp)

J

DPMes iP5 cells

/
=

Conditions de culture appropriédes

Figure 33. Une hypothese de travail sur les interactions épithélio-mésenchymateuses
reprogrammer des cellules épithéliales et mésenchymateuses en iPSC et les cultiver ensemble
avec un support (double fleche noire) pour mimer le développement dentaire.

En conclusion, la fabrication d’une pulpe artificielle afin de régénérer partiellement la

pulpe est possible chez le rat. Dans le futur, I'objectif est d’étendre cette possibilité a la dent
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humaine. Ainsi, la pulpe |ésée serait remplacée par la pulpe artificielle issue de cellules souches
pulpaires afin d’éviter le traitement endodontique qui est actuellement la thérapeutique

préconisée.
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CONCLUSION

Actuellement, les thérapeutiques pour pallier aux pertes de substances dentaires sont des
moyens artificiels faisant appel a des restaurations coronaires directes (résine, amalgame, ciment-

verre-ionomere...), ou indirectes (céramique, or...).

La découverte de cellules souches résidant au sein du tissu pulpaire en 2000 par I'équipe
de Gronthos a permis d’étudier la possibilité de régénérer du tissu pulpaire et dentinaire
naturellement lors d’altérations irréversibles de substance minérale de la dent. Les cellules
souches issues de la pulpe dentaire sont recrutées en cas d’agression (carie, traumatisme) et sont
impliquées dans la réparation dentinaire. Des chercheurs ont pu les isoler et les cultiver. Les
expériences actuelles sont réalisées sur des dents de rat ou de cochon miniature car ces derniéeres
sont proches des dents humaines (mémes réactions inflammatoires, nombreux genes partagés

avec ’lhomme...).

Il a été montré qu’en associant la triade cellules souches — support de collagene — facteurs
de croissance (DMP1), il était possible d’obtenir une organisation tissulaire et une angiogeneése,

précurseur de la réparation tissulaire.

Dans un futur proche, le but est d’étendre ces recherches a la clinique humaine tout en
maitrisant les risques inhérents de rejet, d’inflammation et de dégénérescence mitotique. Les
premiers essais cliniques sur les CSE démarrent a peine. Les iPSC sont tres utiles dans le domaine
de la recherche, mais il reste beaucoup a faire avant de pouvoir envisager leur utilisaiton

thérapeutique.

Le clonage a but thérapeutique est interdit en France pour éviter tout risque de dérive. Une
seule dérogation a été accordée aux chercheurs pour qu’ils travaillent sur les embryons
surnumeéraires. La communauté scientifique est plutét favorable aux recherches sur les cellules
souches. Mais au-dela du probleme éthique se pose le probleme médical. La capacité des cellules
souches a se diviser indéfiniment les rend trés proches des cellules cancéreuses. Cependant,
certaines expériences ont montré qu’il y avait un risque de les voir se transformer en tumeur

bénigne ou méme maligne (Zhu et Yuan, 2015).
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FGFR3 Fibroblast Growth Factor Receptor 3

GAD Glutamate décarboxylase

Facteur de croissance granulocytaire et des macrophages (Granulocyte

GM-C5F Macrophage Colony-Stimulating Factor)

GDNF Glial cell line Derived Neurotrophic Factor

HA/TCP HydroxyApatite/Tri-Calcium-Phosphate

hTERT Human Telomerase Reverse Transcriptase

IBMX IsoButylMethylXantine

ICA Cellules des ilots pancréatiques (Islet-like Cells Aggregates)

IGF Facteur de croissance apparenté a l'insuline (Insulin-like Growth Factor)
IL InterLeukine

iPSC Cellules souches pluripotentes induites (Induced Pluripotent Stem Cells)
LPL LipoProtein Lipase

MEC Matrice Extra-Cellulaire

111



MMP
MTA
MUC
NGF
OPN
PCNA
PCR
PDLSC
PPAR
SCAP

SHED

SHH
SPECT
STRO1
TGF
TNF

VEGF

Métalloprotéinase matricielle (Matrix MetalloProteinase)

Mineral Trioxide Aggregate

Marqueur de mucosécrétion

Facteur de croissance des nerfs (Nerve Growth Factor)

Ostéopontine

Agent de prolifération nucléaire (Proliferating Cell Nuclear Agent)
Réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction)
Cellules souches du ligament parodontal (PerioDontal Ligament Stem Cells)
Peroxysome Proliferator Activated Receptor

Cellules souches de la papille apicale (Stem cells from the Apical Papilla)
Cellules souches de dents déciduales exfoliées (Stem cells from Human
Exfoliated Deciduous teeth)

Sonic HedgeHog

Single Photo Emission Computed Tomography

Marqueur stromal

Facteur de croissance transformant (Transforming Growth Factor)
Facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor)

Facteur de croissance de I'’endothélium vasculaire (Vascular Endothelial
Growth Factor)
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La dent est sujette a de nombreuses agressions qui entrainent des altérations irréversibles de sa
substance minérale, parfois accompagnées de processus inflammatoire et/ou infectieux qui, sans
traitement, peuvent aboutir a la perte de la dent.
Les alternatives actuellement utilisées sont des moyens artificiels tels que les restaurations
coronaires et prothétiques qui remplacent le tissu |ésé mais qui ne restaurent pas son intégrité ni
sa fonction propre.
Depuis 2000, des études ont permis de mettre en évidence la présence de cellules souches dans
la pulpe dentaire :
- cellules souches issues de la pulpe dentaire des dents permanentes DPSC (Dental Pulp
Stem Cells)
- cellules souches issues de la pulpe de dents temporaires exfoliées SHED (Stem cells from
Exfoliated Deciduous teeth)
Dans le futur, avec I'aide de la bioingénierie tissulaire, la thérapeutique vise la mise au point de
nouvelles stratégies de réparation/préservation basées sur une approche naturelle d'auto-
réparation de la dent.
L'objectif de ce travail est de décrire les bases fondamentales amenées a révolutionner notre
comportement clinique dans un futur proche.
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