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REFLEXION

« Theory is when we know everything but nothing works.
Praxis is when everything works but we do not know why.

We always end up by combining theory with praxis : nothing works and we do
not know why. »

Albert EINSTEIN
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INTRODUCTION

Un alligator peut renouveler ses dents jusqu’a cinquante fois™. Et mieux que la queue
du lézard, la salamandre a la capacité de régénérer intégralement un membre amputé ou un
organe partiellement détruit’ !

L’Homme, quant a lui, baigne dans la science fiction depuis bien longtemps en s’implantant des
corps étrangers, qu’il qualifie de « biocompatibles », comme moyen de remplacement de ses
organes défectueux. Nous devenons des créatures cyborg et les enfants de demain récolteront
des coquillages ou des implants dentaires sur nos plages.

Cependant la régénération de I’'organe perdu a toujours exercé une profonde fascination au
point d’inspirer de nombreux mythes, parfois trés anciens, tels que le foie de Prométhée (le
prévoyant) qui repoussait chaque matin, puisque l'aigle du Caucase le lui dévorait toutes les
nuits®. Derriére ce désir de régénération pourrait bien se dissimuler un espoir d’immortalité.

Avant d’atteindre 'immortalité, notre ambition, plus modeste, serait de proposer a M. Dupont,
la régénération de ses défauts osseux, parodontaux et pulpaires par I'utilisation de matériaux
tamponnés du label 100% M. Dupont !

Une telle approche est a la base de cette nouvelle perspective nommée médecine
régénératrice ou ingénierie tissulaire.

La médecine régénératrice repose sur 'utilisation de cellules souches®. Ce sont des cellules
capables de donner naissance a différents types de cellules spécialisées, qui pourront réparer
des tissus endommagés ou malades, par un procédé que I’on appelle la différenciation.

Chez 'lhomme, les cellules souches mésenchymateuses les plus étudiées sont les cellules
stromales de la moelle osseuse®. Leur utilisation est cependant contrariée par les difficultés de
prélevement et leur nombre qui diminue rapidement avec I’age.

Il existe néanmoins des sites extra-squelettiques comme la peau, la pulpe dentaire, le ligament
parodontal ou le tissu adipeux ot I'on retrouve des cellules multipotentes’.

Longtemps considéré comme un tissu déplaisant et écarté de la recherche, le tissu adipeux est
en phase de devenir I’étoile montante de la médecine régénératrice en raison de I'abondance
de la source de tissu et de sa facilité de prélevement. Les cellules souches mésenchymateuses
du tissu adipeux (CSTA) qui résident dans son stroma ont une grande plasticité et leur nombre
est important et constant durant la vie.

L'objectif de notre étude sera d’analyser I'apport des CSTA dans 'ingénierie tissulaire, et
plus particuliérement dans la régénération de toutes les structures de la sphére orale®:
osseuse, parodontale, pulpaire, dentaire, gingivale, acineuse, chondrale ou encore post-
tumorale afin d’établir un protocole clinique simple, performant et peu colteux adapté
’'odontostomatologie.

Ce qui paraissait fantaisiste et inimaginable aux yeux de certains, s'avere aujourd'hui tout a fait
atteignable et pourrait révolutionner notre profession !
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PROBLEMATIQUE CLINIQUE

A. SPECIFICITES DU MASSIF CRANIO FACIAL

Dans la sphére orofaciale, de nombreux traumas, pathologies ou infections conduisent a des pertes de substance
osseuses, dentaires dont la guérison n’est pas spontanée.

Le massif facial dispose d’une architecture trés complexe, lui permettant a la fois d’assurer la vie sociale® du
patient a travers la phonation, ’esthétique du sourire et les expressions du visage ; la protection d’organes nobles
comme le cerveau ou les yeux et des fonctions vitales comme la respiration, la mastication ou encore la

déglutition.

Toute perte de substance intéressant ces espaces aura donc un retentissement important sur la vie du patient et
nécessitera une thérapeutique adaptée.

FIG 1: PRESENTATION DES DEFIS DE LA CAVITE ORALE

PARODONTAL

D’origines bactériennes, systémiques,
traumatiques, les maladies du systéme
d’attache entrainent I'inflammation des

tissus et la destruction de I’os

DENTINAIRE et PULPAIRE

Caries, restaurations et traumatismes
chroniques ménent a des inflammations
pulpaires dont la sanction est la
pulpectomie

OSSEUX

L’os alvéolaire est le seul os du corps
humain dont I'involution est totale dés
lors que I'organe qu’il soutenait (la dent)
vient a disparaitre.

IATROGENE

Une mauvaise répartition des contraintes
entre des implants et des dents
naturelles entraine une cratérisation des
supports environnants

GINGIVAL

La perte du support parodontal entraine
une dénudation radiculaire, a I’origine de
sensibilités dentinaires

OCCLUSO - ARTICULAIRE

L’absence de calage a 'origine d’'une
mastication unilatérale peut entrainer
une usure prématurée des condyles
(ostéophytes), qui peut conduire a terme
a une arthrose du condyle

* avez-vous trouvé I'apex résiduel ?




PROBLEMATIQUE CLINIQUE

B. DE LA CICATRISATION A LA REGENERATION

EVOLUTION DES CONCEPTS
Au fil des années, pour remédier aux pertes de substances, la dentisterie s’est basée sur les connaissances
scientifiques dans les domaines de la biologie et des biomatériaux.

Les traitements dentaires se sont tout d’abord basés sur les principes de la cicatrisation™, c’est a dire restaurer la
fonction des organes sans se soucier de I’architecture initiale du tissu. La cicatrisation est I’étape qui cléture la
réaction inflammatoire et correspond a une réparation des tissus endommagés. Cependant, elle est souvent
incompléte et peut laisser une cicatrice.

Avec I’évolution des biomatériaux, MURRAY ET AL." en 1957, ont pour la premiére fois mis en évidence le principe
de régénération tissulaire guidée, par la mise en place d’une barriére contre I'invasion cellulaire, empéchant ainsi
la compétition cellulaire et permettant la « reformation » du tissu.

On parlera donc de régénération, lorsque I'architecture normale et fonctionnelle des tissus sera rétablie ad
integrum™. Il s’agit d’un processus beaucoup plus complexe et difficile & obtenir en thérapeutique®. Certains
auteurs estiment méme que la régénération compléte des Iésions dans les tissus post-nataux est impossible sans
. . 14
cicatrice™.

FIG 2 : CICATRISATION VS REGENERATION

CICATRISATION REGENERATION

ETAT DES CONNAISSANCES ET CLASSIFICATION DE LA DENTISTERIE

La maladie carieuse ou les parodontopathies sont autant de processus pathologiques parfaitement
connus dans notre profession mais que nous sommes encore incapables de régénérer. Malgré les avancées
technologiques de la dentisterie et des biomatériaux, nos traitements consistent principalement a stabiliser les
pertes de substances, ou bien par fatalité a dépulper, extraire, combler, implanter.

A cejour, ces solutions ne donnent pas entiére satisfaction, ni aux patients, ni aux praticiens.

Ainsi, nous pouvons classifier la dentisterie moderne en 4 catégories : soustractive, additive, conductrice
et inductrice. Le nombre de recherches en ingénierie tissulaire augmente de maniére exponentielle et une
nouvelle dentisterie dite «régénératrice »” pourrait faire surface. Ces études se focalisent en particulier sur les
cellules emblématiques de I’éternelle jeunesse & savoir les cellules souches mésenchymateuses™. Il s’agirait donc
de réussir a allier leurs capacités a celles des biomatériaux, dans I'objectif de régénérer les tissus.

Nous pouvons résumer la dentisterie moderne et de demain selon une classification inédite :

FIG 3 : NOUVELLE CLASSIFICATION DE LA DENTISTERIE
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PROBLEMATIQUE CLINIQUE

C. CAHIER DES CHARGES D’UNE REGENERATION « AD INTEGRUM »

La médecine régénératrice a pour objectif de régénérer une Iésion ou un organe malade voire absent grace a
I’utilisation de cellules souches. Pour ce faire, les greffons utilisés devront répondre a des criteres bien
spécifiques :

IMPERATIFS BIOLOGIQUES :

Il est capital de proposer au patient une thérapeutique présentant une biocompatibilité optimale en termes de
toxicité et d'immunogénicité. Seul un transplant autologue définit cet idéal.

Le greffon implanté doit également étre bioactif, autrement dit, il doit étre I’acteur de la néoformation des tissus.
Il doit donc se différencier des biomatériaux, qui par définition sont des « matériaux non vivants utilités dans un
dispositif médical destiné a interagir avec les systémes biologiques » (Conférence Européenne de Consensus de
Chester 1986)". Cette néoformation doit obéir a la triade représentée par :
- LA GENESE : apport de cellules vivantes capables de régénérer le tissu cible,
- L’INDUCTION : le greffon doit étre capable de produire et de recruter des facteurs de croissance et de
différenciation afin d’orchestrer la régénération,
- LA CONDUCTION : il doit pouvoir agir comme un « échafaudage » pour guider la formation tissulaire, tout
en permettant la colonisation du greffon par les vaisseaux et les cellules du lit receveur.

IMPERATIFS CLINIQUES :

- Lamise en place du greffon devra étre aisée, reproductible et adaptée a toutes les situations cliniques

- Le greffon doit étre disponible en quantité, et facilement accessible,

- Lathérapeutique devra générer un minimum de douleur (suites opératoires minimes),

- Son prélevement, sa manipulation et sa réimplantation devront respecter des temps opératoires adaptés
a notre exercice,

- Le matériel requis devra étre minimal et facilement accessible par les praticiens,

- Lathérapeutique devra étre peu onéreuse pour le patient et le praticien.

IMPERATIFS BIOMECANIQUES :

La perte de substance se traduit par une déficience mécanique au niveau squelettique. La greffe (ou son substitut)
devra offrir aprés maturation une résistance mécanique adaptée au site et a la taille du défaut a réparer. D’autre
part, le greffon devra constituer une barriére physique contre le développement (par compétition cellulaire a
Pintérieur du défaut) de tissus voisins dont la vitesse de cicatrisation serait plus rapide que celle du tissu cible'.

FIG 4 : PRINCIPES DE LA REGENERATION TISSULAIRE
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PROBLEMATIQUE CLINIQUE

D. METHODOLOGIE

POURQUOI CETTE REVUE DE LITTERATURE?
Dépasser le domaine purement reconstructif de ’'odontologie restauratrice, endodontique, parodontale,
implantaire pour évoluer vers un concept de régénération cliniquement réalisable.

OBJECTIFS
- comprendre les principes de I'ingénierie tissulaire,
- découvrir le potentiel de croissance et la plasticité des cellules souches du tissu adipeux,
- analyser les premiéres applications cliniques,
- dégager des perspectives d’applications accessibles en odontostomatologie.

METHODE DE TRAVAIL

Pour remplir ces objectifs, notamment pour pouvoir analyser le potentiel de différenciation de ces cellules
souches, le travail de recherche s’est porté sur des essais cliniques randomisés. Dans ce type d’étude, les sujets
sont choisis au hasard pour recevoir un certain traitement ou un placebo. On évite ainsi les biais liés a la sélection
des patients (situation personnelle, historique médical...).

L’essai clinique randomisé posséde le plus haut niveau de preuve scientifique (Evidence Based Dentistry), sur
lequel se basent les institutions, notamment la Haute Autorité de Santé, pour publier des recommandations et
ainsi encadrer la profession.

CRITERES D’EXCLUSION
Les articles portant sur la manipulation de cellules souches embryonnaires ou d’autres souches de cellules
mésenchymateuses (moelle osseuse, ligament parodontal, pulpaire...)
- Les articles portant sur la performance des différents types d’échafaudages synthétiques a visée
commerciale,
- Les articles portant sur la chirurgie esthétique, qui utilisent le tissu adipeux comme matériau de
comblement (lifting, plastie mammaire, chirurgie reconstructrice),
- Lesarticles portant sur la différenciation adipogénique des cellules souches du tissu adipeux,
- Les articles portant sur I'utilisation des cellules souches hors de la sphére orale (ex: reconstructions de
fissure anale, ostéo-arthrose de la hanche).

LE TEMPS DES RECHERCHES
Les recherches ont eu lieu sur 4 mois et ont été effectuées sur la base de données PubMed, dans un premier
temps, sans restriction de langue ou de date de publication.

Dans un premier temps les MeSH Terms : « adipose-derived stem cell » ou « stromal vascular fraction » ont été
utilisés. 14 essais cliniques randomisés sont ressortis, portant sur les lipogreffes, ostéoarthrose articulaire,
cardiopathies ischémiques et les fistules anales ont été exclus.

Pour pouvoir répondre aux objectifs fixés, la recherche a été élargie aux essais cliniques contrélés, aux revues
systématiques de la littérature et a des rapports de cas. Dans I’essai clinique contr6lé, un groupe de sujets est
constitué pour servir de groupe contrdle et ne pas recevoir le traitement. Méme si le niveau de preuves
scientifiques de I’essai clinique contrélé est moindre que celui de I’essai clinique randomisé, il posséde un niveau
de preuve suffisant pour étayer une thése.

MeSH Terms utilsés :

* «tissue engineering » * «bone regeneration » * «gingival » * «odontolgy » ® «PRF», « PRP »
* «adipose-derived * «bone graft » * «mucogingival » * «teeth» * «scaffold »
stem cells », * «sinus lift » * «odontogenic » * «salivary » * «centrifugation »
* «buccal fat pad » ¢ « chondrogenic » * «dental * «oral ulcer» ¢ «IntelliCell »
¢ «stromal vascular * « temporomandibular regeneration » * «dental »
fraction » » * «dental pulp » * «implantology »
* «osteogenic » ¢ «periodontal » * «odontoblast » * «coleman technic »
CONCLUSION

Il n’existe pas encore suffisamment de preuves scientifiques pour recommander une approche thérapeutique de
I’utilisation des cellules souches du tissu adipeux par rapport a un autre procédé de régénération tissulaire. Mais
d’importantes pistes sont en cours d’approfondissement et le nombre d’essais cliniques contrélés chez ’Homme
croft de fagon exponentielle.
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L’INGENIERIE TISSULAIRE

A. DEFINITIONS ET PRINCIPES

« Il est dés maintenant possible d’observer in-vitro, dans les bouteilles de verre du laboratoire, les premiéres
étapes de la différenciation de cellules indifférenciées soumises aux inducteurs voulus. Il sera bientét possible d’aller
plus loin dans cette voie, d’obtenir des cellules, puis des organes hautement spécialisés, un foie, un cceur, un cartilage,
un os »

Pr Jean BERNARD, 1973, Grandeurs et tentations de la médecine™.

[l fallait une grande audace intellectuelle pour entrevoir, il y a plus de quarante ans, le domaine de la
reconstruction tissulaire que 'on nomme désormais le génie tissulaire. Ce qui illustre a quel point un esprit
clairvoyant peut voir au loin des perspectives extraordinaires la ou d’autres ne voient qu’une morne ligne

d’horizon sans relief.

En médecine et en chirurgie, de nombreuses stratégies sont employées a des fins régénératives telles que
les autogreffes et les allogreffes ainsi que I'utilisation de matériaux synthétiques. Cependant, leurs limites ont
poussé les chercheurs a se poser la question de la thérapeutique idéale pour le remplacement des pertes
tissulaires. C'est de I'idée de I'utilisation d’un tissu sain pour combler la perte tissulaire, qu'est né le concept
d’ingénierie tissulaire ou régénération tissulaire™.

En 1993, LANGER ET VACANTI"* définissent l'ingénierie tissulaire comme « un champ d’application
interdisciplinaire de I'ingénierie et des sciences du vivant visant au développement de substituts biologiques
pouvant restaurer, maintenir ou améliorer la fonction tissulaire ».

L’ingénierie tissulaire comme nouveau moyen thérapeutique est construite sur le biomimétisme et repose sur la
compréhension de l'interaction de trois éléments™ :
1. DES CELLULES, 2. DES SIGNAUX, 3. UN SUPPORT.

Le principe de I'ingénierie tissulaire est d'associer un biomatériau biocompatible (SUPPORT) ensemencé par des
CELLULES SOUCHES appropriées munies de molécules biologiquement actives (SIGNAUX) afin de favoriser la
différenciation et la maturation cellulaire vers le tissu a régénérer.

C'est la combinaison des différents outils de I'ingénierie tissulaire qui permet d'induire une régénération tissulaire
optimale™®.

Cette triade d'éléments constituant I'ingénierie tissulaire n'est pas sans rappeler la composition propre de
nos tissus et organes qui sont essentiellement constitués de cellules avec leur matrice extracellulaire (scaffold) et
du systéme de signalisation intercellulaire.

FIG 5 : LINGENIERIE TISSULAIRE

7 SUPPORT
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L’INGENIERIE TISSULAIRE

B. STRATEGIES DE L'INGENIERIE TISSULAIRE

Chacun des composants de [l'ingénierie tissulaire cités ci-dessus représente une approche différente,
respectivement: la transplantation cellulaire, la conduction et I'induction. Elles peuvent étre employées
individuellement ou en combinaison, afin d'améliorer la régénération du néo-tissu fonctionnel’®.

APPROCHE CONDUCTRICE

Elle fait appel a des biomatériaux utilisés de fagon passive. Leur réle est de faciliter la croissance ou la
régénération d'un tissu déja existant.

Dans I'exemple de la régénération tissulaire guidée (RTG), c'est I'utilisation de la membrane, afin de protéger le
caillot sanguin, source de cellules intervenant dans la cicatrisation parodontale, qui constitue le mécanisme
d'ostéoconduction®”?,

APPROCHE INDUCTRICE

Cette approche consiste a recruter et activer des cellules compétentes a proximité du déficit tissulaire par
I'utilisation de signaux biologiques spécifiques. L'origine de ce mécanisme vient de la découverte des Bone
Morphogenic Proteins (BMPs) et de leur effet « ostéoinducteur » permettant la formation d'os dans des sites
ectopiques a partir de poudre d'os déminéralisée. (URIST 1965°%3°).

TRANSPLANTATION CELLULAIRE

Deux choix s’offrent a nous :
- en1temps:les cellules sont prélevées et directement transplantées dans le tissu cible
- en 2 temps : aprés avoir été prélevées, les cellules sont multipliées selon les principes de la biologie
cellulaire, puis ensemencées sur un support afin de les réimplanter.

C'est la multipotentialité des cellules souches utilisées qui rend possible et efficace la transplantation
cellulaire. Cette approche refléte bien le caractére multidisciplinaire de I'ingénierie tissulaire®'.

FIG 6 : STRATEGIES ACTUELLES DANS L’INGENIERIE TISSULAIRE
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L’INGENIERIE TISSULAIRE

C. LES ACTEURS DE L'INGENIERIE TISSULAIRE

1. THERAPIE CELLULAIRE ET CELLULES SOUCHES :
LES CELLULES SOUCHES : DEFINITION ET PERSPECTIVES

Les cellules souches ont deux propriétés principales : Pautorenouvellement (elles se multiplient en
donnant de nouvelles cellules souches) et la différenciation (soumises a certains milieux, elles produisent des
cellules spécialisées, par exemple de foie, de pancréas, de peau, de muscle, etc.).

Apreés la fécondation de I’ovocyte, issu de I’ovaire, par un spermatozoide, les premiéres cellules embryonnaires qui
se divisent sont toutes identiques et dites « totipotentes ». Elles vont former I’embryon et le placenta.

Les cellules embryonnaires qui suivent ces premiéres divisions cellulaires ne sont pas encore différenciées ; elles
sont « pluripotentes » car capables de se multiplier en n’importe quel tissu de I’organisme.

Ce n’est qu’au fur et a mesure du développement de ’'embryon qu’elles deviennent de plus en plus spécialisées
pour former les différents tissus des organes.

Les cellules « multipotentes » peuvent former plusieurs types de cellules mais seulement dans un type de tissu
donné (par exemple les cellules du sang, cellules osseuses, épithéliales, adipeuses).

Les cellules souches «unipotentes » sont limitées a une lignée cellulaire (par exemple les cellules germinales,
ovocytes pour la femme et spermatozoides pour les hommes).

L’utilisation des cellules souches embryonnaires est totalement interdite en France par les lois de Bioéthique®, car
leur obtention nécessite de détruire un embryon ou de réaliser un clonage thérapeutique, ce qui souléve un
dilemme éthique. Rajoutons a cela tous les risques de rejet en raison de l'incompatibilité immunologique entre le
donneur et le receveur.

C’est en tentant de contourner ces limites, qu’en 2006 une derniére population de cellules souches a été
découverte, ou plutdt « induite », par un japonais Shinya YAMANAKA® : |a cellule « iPS » (pour Induced Pluripotent
Stem cell). Au sens strict, ce n’est pas une cellule souche : c’est une cellule adulte qui, modifiée génétiquement sur
quatre de ses geénes, remet son horloge a zéro : elle redevient presque une cellule souche embryonnaire.

Malgré les premiers essais infructueux, car I’'un des quatre génes pouvait initier un processus cancéreux, ce
chercheur recu le Prix Nobel de Médecine 2012 et 'autorisation d’effectuer des essais humains. A I’heure actuelle,
Iutilisation des cellules iPS est encore interdite en France par les lois de bioéthiques, mais elles représentent tout
de méme une avancée majeure de la biotechnologie. Le chemin est long.

CAHIER DES CHARGES DES CELLULES SOUCHES IDEALES EN ODONTOSTOMATOLOGIE

Ces cellules souches devront répondre a différents critéres®* :
e étre faciles a récolter : selon un acte simple, codifié, rapide, indolore et sans morbidité,
e é&tre faciles a préparer : isolement rapide, sans adjuvants étrangers,
*  étre faciles a transplanter : acte maitrisé, reproductible, indolore,
e avoir le plus large éventail de différenciation (plasticité) notamment ostéogénique, parodontale et
odontogénique,
e étre 100% compatibles avec le site receveur pour éviter les risques de rejet,
*  &tre maitrisables : écarter tout risque de prolifération non contrélée (type cancérisation),
* é&tre en mesure de faire la différence entre le tissu cible et I'organe.

Et en bonus, si ces cellules possédaient des propriétés immunomodulatrices (effet « antirejet » naturel), ce serait
I’apothéose !
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LES CELLULES SOUCHES CANDIDATES A LA REGENERATION INTRA-ORALE

Afin d’assurer la sécurité du patient, « primum non nocere », les cellules souches appropriées a la dentisterie
régénérative devront étre soumises a un contrdéle total depuis leur administration jusqu’a leur différenciation.

A cet égard, seules les cellules souches adultes, répondent a ce potentiel de contréle. Les cellules souches
mésenchymateuses sont parmi les cellules souches adultes les plus prometteuses pour les applications cliniques.

Elles sont localisées dans des microenvironnements spécialisés, appelés niches, qui régulent leur balance entre
quiescence, autorenouvellement, mobilisation et différenciation.

FIG 7 : NICHES DE CELLULES SOUCHES INTRA-ORALES

La niche la plus connue est la moelle osseuse présente
dans les os longs. Cependant, nous retrouvons des " DPSCs SHED
sous-ensembles  similaires de cellules souches
mésenchymateuses dans d'autres tissus adultes, y
compris le derme, le tissu adipeux et divers tissus
dentaires*?’,

Dans ce tableau sont repertoriées les différentes
niches, ainsi que leur potentiel de différenciation in-
vitro et in-vivo®®37 ;

CS: CELLULES ABREVIATION CAPACITE DE DIFFERENCIATION STRUCTURES FORMEES
SOUCHES ANGLOPHONE IN-VITRO IN-VIVO

CS DE LA MOELLE Ostéoblaste, chondroblaste, Os, muscles, cartilage,
BMSC . .
OSSEUSE myoblaste, adipocyte graisse
CS DE LA PULPE DPSC Odontoblaste, ostéoblaste, adipocyte, Dentine, pulpe, graisse,
DENTAIRE chondrocyte, myoblaste, neuronale muscle
€S DES DENTS SHED Shdoonnc;cl?obcla:;e%OSSET;ZLaE:St:;ZSEZT?;:, Dentine, Os, microvaissaux
LACTEALES EXFOLIEES yie, my ’ ' PO “
neuronale
CS DU LIGAMENT PDLSC Cementoblaste, ostéoblaste, Cément, Ligament
PARODONTAL adipocyte, chondrocyte, neuronale parodontal, Os alvéolaire
CS DU FOLLICULE DFSC Cementoblaste, ostéoblaste, Cément, ligament
DENTAIRE adipocyte, chondrocyte, neuronale parodontal, os alvéolaire
CS DU GERME DE LA TCPC Ostéoblaste, adipoqfte, endothéliale, Os, dent
DENT DE SAGESSE neuronale, hépatocyte
CS DE LA PAPILLE
APICALE DE LA RACINE SCAP Adipocyte, neuronale Dentine, Pulpe

EN FORMATION

Ostéoblaste, adipocyte, chondroblaste,
GMSC ou OESC neuronale, gliale, endothéliale
(intestinale, hépatique, pancréatique)

CS DU PERIOSTE PSC Ostéoblaste, adipocytes, Os cortical
chondrocytes, myocytes
CS DES GLANDES SESC Acini, adipocyte, ostéoblaste, Glande salivaire, canaux
SALIVAIRES chondrocyte collecteurs

Graisse, os, cartilage,

CS DES MUQUEUSES
ORALES

Os, Cartilage, Graisse,
Epithélium, tissu neural

Ostéoblaste, cémentoblaste, muscle, foie, coeur, dent
CS DU TISSU ADIPEUX CSTA chondrocyte, hépatocyte, myocyte, quasi intégrale (ligament
odontoblaste, fibroblaste parodontal, cément,

dentine, pulpe)

Avec leur potentiel parodontal et ostéogénique, les cellules souches du tissu adipeux sont d’excellentes
candidates & la régénération intra-orale®®.

CONCLUSION

L'utilisation de la thérapie cellulaire en ingénierie tissulaire, pour la régénération des déficits osseux intra-buccaux
consisterait donc a prélever des cellules souches mésenchymateuses (CSM) depuis la moelle osseuse, les germes
dentaires, ou mieux encore la graisse pour les ensemencer sur un « échafaudage » et induire leur croissance et
différenciation vers le tissu a régénérer avant de les réimplanter sur le site déficitaire®.
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2. LES SUPPORTS, ECHAFAUDAGES : « SCAFFOLDS »

Quelle que soit la stratégie utilisée, I'ingénierie tissulaire fait quasiment toujours appel a des biomatériaux.

CAHIERS DES CHARGES D’UN PARFAIT ECHAFAUDAGE EN ODONTOSTOMATOLOGIE

Les supports correspondent a un réseau tridimensionnel rappelant la matrice extracellulaire. Il s'agit donc de

structures poreuses résorbables servant de « base » (matrice) a la régénération des lésions tissulaires. Ils
constituent un réservoir d'eau, de nutriments, et de facteurs de croissance pour la prolifération cellulaire. Pour

cela, les scaffolds doivent satisfaire a des exigences particulieres

40,41, 42,43,

La biocompatibilité : ils doivent étre non carcinogénes, non immunogeénes, et entiérement résorbables
par des processus biologiques dans le cas de biomatériaux résorbables,

Avoir une structure interne (porosité et taille des pores) compatible avec I'attachement et colonisation
des cellules, leur prolifération (conductivité) ; ainsi que la production d'une nouvelle matrice
extracellulaire par ces mémes cellules,

2

La capacité a intégrer des facteurs inducteurs pour favoriser et diriger la croissance du néo-tissu
(ostéoinduction) sans perdre ses qualités architecturales,

Le support doit pouvoir transporter et délivrer ces morphogénes sans les dénaturer,

L'architecture et la composition du scaffold doivent permettre I'apport d'une néo-vascularisation pour le
transport de I'oxygéne et des biomolécules,

Avoir une forme adaptée au défaut et une résistance suffisante pour soutenir les tissus dans le but de
mimer au plus prés les propriétés physiques et biologiques du tissu remplacé,

Permettre le contréle, la prévisibilité et la reproductibilité du taux de dégradation. La vitesse de
résorption, les substances libérées lors de la dégradation du scaffold, leurs influences sur le milieu sont a
prendre en considération,

Enfin, le biomatériau doit étre fabriqué avec des matériaux agréés par les organismes nationaux et
internationaux de normalisation.

La grande difficulté de conception de ces supports réside dans la tentative d'intégration de I'ensemble de ces
exigences. Par exemple, I'apport de cellules et de biomolécules est maximisé en augmentant la porosité. Par
contre cette augmentation du nombre de pores peut diminuer les propriétés mécaniques de I'échafaudage.

GALENIQUE DES ECHAFAUDAGES

Comblement osseux, perte de tissus mous, atteinte pulpaire, fibrose d’une glande salivaire : en fonction de la taille
et du type de défaut, nous avons besoin d’échafaudages différents.

Voici quelques galéniques :

FIG 8 : GALENIQUE DES ECHAFAUDAGES
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L’INGENIERIE TISSULAIRE

Voici résumés les différents types de supports utilisés a ce jour **

CATEGORIE MATERIAUX ORIGINE AVANTAGES INCONVENIENTS cour | EXEMPLES
Autogénique
MATRICE Os Autogénique Autogénique gst?omdl.(ljcteur Morbidité site préleveur 10} (%)
OSSEUSE : . : Os:e,o.codn Lécteur —
SEHAOIRIND Os Allogénique (tét:;nfaélrr;eur) OthgLr;nchuS:;ur R?su ue de +:+ Ostéopure
ORGANIQUES quede
. (. . [ contamination .
Os Xénogénique Bovin Ostéoconducteurs | e+ Bio-Oss
pathogéne
H Apati - P
ydroxyApatite Minérale B!OCOn."Ipatlblllte 3 ++ Cerapatite
HA Bioactif Non malléables
CERAMIQUES A -I-B.-::?hlo:spheateB — Biomimétique Parfois non résorbables IngeniOs
riCalcique : B- inéra 3 i Lsi ++ ;
BASE DE chP Ssteoco.n.duct:yrs. Fa[ble l.'e5|st(ance (Zimmer)
PHOSPHATE DE . . omposition chimique mécanique (os
AT Biphasée : Minérale proche de la phase spongieux) " Easygraft
CALCIUM / HA-TCP minérale de I’os Ceraform
BIOVERRES Prop tensioactives Résultats souvent
Bioverres Minérale Trés bioactifs : Cesutars sod ++ Perioglass
. . inconstants
chimiotactisme ++
Biocompatible
. p PR Fragile dans des
. Porosité similaire a I’os .
Corail : . grandes restauration
Exosquelettes spongieux s [ . .
carbonate de L . Cinétique de résorption + Biocoral
. minéraux Résorbable . .
calcium . . variable en fonction du
Bonne résistance a la site
compression
Collagenes Derme bovin Biocompatibilité Risque de + Pangen
i i contamination
Acide Crétes de coq B!oacltlf I :
hyaluronique ou non animale Biodégradables pathogene LA Juvederm
Y g Possibilité d’affinité Non ostéoconducteurs
POLYMERES naturelle pour les
Colles/Gel de - . (
NATURELS . Autogénique facteurs de croissance Non ostéoconducteur (%] aPRF
fibrine : PRF - .
Bonne adhésion cellulaire
Impression 3D
Chitosan Animale Biocompatible ++ | Koyo Chem
o Faible résistance
Biodégradable i .
o P Dégradation lente
Capacité de chélation . L L.
Hvdroohil Dissolution imprévisible
AlginateAgarose Végétale ydrophiie in vivo + Algopore
Activité hémostatique
Bactériostatique
Platre: pl.atre de Minérale Bor'me résorbabilité (1-2 Non ostéoconducteur + Lifecore
Paris mois)
Ostéoconducteurs
Ci t téophil .
|rr’|en s . . Ostéop |.e Non résorbable ou tres Bioplant,
Polyméthyméta Synthétique Hydrophile +
, lentement HTR
crylates PMMA Bon support de molécules
comme ATB
POLYMERES oll-\lc:cjteis e Fermentation Synthéses reproductibles :)fdro.phobes . Sigma
SYNTHETIQUES poly q synthétique Non immunogénes . eactions . . &
PLLA . . inflammatoire due a
. Biocompatibles . .
Acide ! certains produits de
. - Malléables . . .
polyglycolique Synthétique A . dégradation + Sigma
Stérilisation facile
PGA i o Solvant ou agent de
P S Modifiable chimiquement o .
Polyéthyléne- Synthétique foncti lisati réticulation pouvant . Sigma
glycol PEG y q (fonctionnalisation) dénaturer les protéines &
Collagéne-TCP Mixte Avantage de chacun des N ++ -
MATERIAUX Collagene- Mixte constituants ;)./nthesde plus complexe " BIOO:]CO"a
(o))" [:o [ i35 hydroxyapatite Biocompatibles sque de . gen
MIXTES Bonnes propriété contamination faible Biostite,
TCP-cellulose Mixte . ,S P . P s mais non nul ++ Pepgen
biomécaniques

*  Cout approximatif € : + (1-50), ++ (50-100), +++ (100-200), ++++ (300-500)
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L’INGENIERIE TISSULAIRE

3. LES SIGNAUX, FACTEURS DE CROISSANCE

GENERALITES :
Troisieme acteur de I'ingénierie tissulaire : les facteurs de croissance et de différenciation cellulaires ont
été utilisés pour favoriser I'intégration tissulaire des matériaux implantés.

Leur réle est de permettre le recrutement, la prolifération et la différenciation des cellules souches environnantes.
Une des principales limites de ['utilisation de ces facteurs de croissance est qu'ils pourraient entrainer une
prolifération cellulaire non contrélée si leur diffusion n'était pas limitée*’. Pour éviter cet inconvénient, des
systémes de couplage et de libération contrdlée ont ainsi été mis au point®.

Parmi les facteurs de croissance, nous citerons :

FACTEUR DOMAINE D’ACTION STRUCTURE

* Puissant promoteur de MEC

e * Pouvoir mitogéne modeste
CI « Stimule:
= o lecollagéne type1,
o labiosynthése de fibronectine et d'ostéonectine %

o ladépose de matrice osseuse
* Pouvoir de chimiotactisme
* Diminue la destruction de la matrice du tissu conjonctif en régulant a la baisse la
synthése d'activateur de métalloprotéinase et de plasminogéne
* Inhibe la formation d'ostéoclastes mais favorise la résorption osseuse par un
mécanisme induit par la prostaglandine

TRANSFORMING
GROWTH FACTORS

BETA OU TGF-B

* Mitogénique de:
o MSC, précuseurs ostéoblastiques, précurseurs chondrocytaires
* Induit ’expression du phénotype :
o ostéoblastique en augmentant I’activité de la phosphatase alcaline (ALP)
dans les cellules osseuses
o chondrocytaire dans le cadre d'une ossification endochondrale
* Régule:
o lattache cellulaire ancrage-dépendant (fibronectine)
o ladifférenciation ostéoblastique
o IPactivité ALP, la synthése ostéocalcine/minéralisation
o l'apoptose cellulaire
* Serait responsable de I'initiation de la cémentogénése et de la régulation de
I’assemblage fonctionnel du ligament alvéolodentaire
* Role dans la morphogéneése dentaire :
o BMP-2,-7,-4 sont exprimés dans I’épithélium dentaire
o  BMP-3, -7 sont exprimés dans le développement ligamentaire
o  BMP-2 est exprimé lors de la morphogénése de la racine
o  BMP-3 aurait un réle dans la lignée cémentoblastique
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* FGF2: Puissant mitogene des MSC

* Dans les phases précoces de la cicatrisation :
E. o il favorise la prolifération, la migration, la différenciation du ligament
. o il diminue la différenciation cémentoblastique et ostéoblastique limitant la

formation de tissu dur
* Dans les phases tardives de la cicatrisation :
o il contribue a la formation de la matrice extracellulaire et I’angiogénése,
facilitant la formation de ligament parodontal
o Réle dans la morphogénése embryonnaire

FIBROBLAST
GROWTH FACTORS
OU FGF

* Homodimeére au grand pouvoir
o  Mitogene
o de chimiotactisme envers les cellules ligamentaires
o de biosynthése de la matrice extra-cellulaire
o promoteur de I'angiogénése
e Stimule:
o laformation de tissu conjonctif : il agit a un stade précoce de la réparation,
en remplissant et en stabilisant la plaie.
o Lasynthése des fibroblastes gingivaux : un prérequis pour la formation de
larges agrégats de protéoglycanes qui fournissent la trame nécessaire pour
la MEC.

PLATELET DERIVED
GROWTH FACTORS OU




L’INGENIERIE TISSULAIRE

o  Synthétisé par les ostéoblastes, il jouerait un role autocrine dans la
formation osseuse
il stimule :
= lamitogénése
= labiosynthése des matrices de cartilage, d'os, de tendon et de
cellules musculaires
= |aprolifération des cellules ostéoclastiques multinucléées

62,63

o

o Le plus abondant facteur de croissance dans la matrice osseuse

o Produit par les ostéoblastes, il stimule la formation osseuse en induisant :
= |a prolifération et la différenciation des cellules osseuses
= labiosynthése de collagéne type 1

LES INSULIN-LIKE GROWTH
FACTORS OU IGF

* Semble avoir trés peu d’effets sur : la prolifération des cellules ligamentaires, leur
mitogénése, le chimiotactisme, la synthése de la matrice ligamentaire

* Cependant, il jouerait un réle de stabilisateur du phénotype fibroblastique, sa
diminution entraine la différenciation des cellules en ostéoblastes ou
cémentoblastes.

GROWTH
EGF*+%

FACTOROU

EPIDERMAL

* Source de molécules signalantes
e Contient:
o unevariété de facteurs de croissance: PDGF, TGF, ILG, FGF, EGF, VEGF
o des fibrinogenes qui sont scindés en fibrine pour accélerer la cicatrisation
de la plaie
* Augmente le recrutement, la prolifération et la différenciation des cellules
impliquées dans la régénération tissulaire
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e Extrait de la matrice d'émail porcine

* Elle est composée :

o d'amélogenine, protéine de la matrice de la GEH, qui joue un réle dans la
cémentogénese

o d'autres protéines de la matrice, de facteurs de croissance tels que BMP-2,-4
,TGF-B ainsi que de molécules toujours inconnues.

* Régule: la prolifération, la migration, I'adhésion, ’expression génique et la
production de cytokines, de pré- ostéoblastes, de fibroblastes parodontaux et de
fibroblastes gingivaux

* Des études in vitro récentes ont tenté de recencer les activités biologiques de EMD
essentielles a la régénération parodontale a savoir :

o lastimulation du chimiotactisme, de la prolifération et de la différenciation
des cémentoblastes, des ostéoblastes et des cellules ligamentaires
o l'induction de I'angiogénése.

ENAMEL MATRIX DERIVATIVE

STRATEGIES D'UTILISATION

L'effet de tous ces facteurs de croissance sur la formation et la réparation osseuse dépend de plusieurs
critéres : le choix de la protéine, la dose appliquée, et le mode d’application.

Ces facteurs de croissance étant rapidement éliminés par I'organisme, ils nécessitent la mise en ceuvre d'un
systéme de libération qui permettrait de potentialiser leur activité biologique de facon locale, contrélée et durable
au niveau du site de réparation. Ce systeme de libération doit également permettre de limiter la quantité de
protéine implantée, réduisant ainsi sa diffusion systémique et les risques d'effets indésirables. On distingue 2
modes d’application”"”*
- Pinjection in-situ de facteurs de croissance sur le site
- la thérapie génique: elle consiste a insérer un géne dans les cellules souches pour augmenter leur
efficacité face a un environnement hostile et pour sécréter un nombre important de facteurs trophiques.
o In-vivo lorsque le géne est délivré directement sur le site,
o Ex-vivo, lorsque les cellules sont modifiées génétiquement lors d’une étape laboratoire.

4. CONCLUSIONS:

La combinaison de I'ensemble de ces techniques pourrait répondre au désir de créer des solutions plus
biologiques a I'implantation permanente de biomatériaux inertes.
Ces techniques permettent, par la compréhension et le contrdle des interactions entre les molécules de la matrice
extracellulaire et des cellules souches compétentes, modifiées génétiquement ou non pour favoriser I'expression
de certains génes tels que les BMPs, et amenées sur le site via un support adapté, d'aboutir a la différenciation et
la croissance du néo-tissu désiré dans le but de régénérer une Iésion osseuse.
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LE TISSU ADIPEUX, UNE SOURCE DE CELLULES SOUCHES

Longtemps considéré comme un simple tissu de stockage, puis impliqué dans les dysrégulations
endocriniennes et métaboliques, le tissu adipeux gagne actuellement une image beaucoup plus positive comme
réservoir abondant de cellules pour la thérapie régénératrice. Présentons ce tissu «trésor» de l'ingénierie
tissulaire.

A. LES DIFFERENTS TYPES DE TISSU ADIPEUX ET LEURS FONCTIONS

Chez les mammiféres, nous retrouvons deux types de tissu adipeux distincts dont les réles métaboliques sont

distincts et complémentaires”.

TISSU ADIPEUX BLANC

Deux types pour deux fonctions :
- Tissu adipeux sous-cutané : réparti en 2 couches superficielle et profonde
o Role de stockage/structure
- Tissu adipeux viscéral : intrapéritonéal (omental, mésentérique, périgonadal) et rétropéritonéal
o Roéle endocrinien

Le tissu adipeux blanc assure plusieurs fonctions. Tout d’abord, la fonction métabolique: I’homéostasie
énergétique. Il représente la principale réserve énergétique de I'organisme. Il est capable de stocker I’énergie
sous forme de triglycérides durant les périodes d’exceés calorique et de la libérer sous forme d’acides gras libres en
période de jeline ou lorsque les dépenses énergétiques sont supérieures aux apports. Les adipocytes possédent
les voies métaboliques et les protéines de régulation associées aux processus de synthése des triglycérides
(synthese de novo a partir de glucose, la lipogenese, ou bien a partir d’acides gras captés dans la circulation
sanguine) et de lipolyse”. Ces processus sont régulés par des hormones, des cytokines et d’autres facteurs
impliqués dans le métabolisme énergétique.

Le tissu adipeux a aussi une fonction sécrétoire et endocrine qui participe de maniére tres active au maintien de
plusieurs fonctions vitales de I’organisme. Le tissu adipeux sécrete avant tout des acides gras en quantité majeure,
qui sont des substrats énergétiques pour divers organes. Il sécréte également des peptides bioactifs, appelés
adipokines, qui vont agir au niveau local par une action autocrine et/ou paracrine (cytokines, facteurs de
croissance) ou au niveau systémique par une action endocrine (libération d’hormones, la leptine par exemple).

Par ses propriétés sécrétoires, le tissu adipeux blanc participe activement a ’homéostasie énergétique de
I’organisme, mais il est aussi impliqué dans d’autres fonctions comme les fonctions neuroendocrines, immunité””
77 et inflammation.

FIG 9 : COUPE TRANSVERSALE DU TISSU ADIPEUX BLANC EN MICROSCOPIE OPTIQUE, COLORATION HES
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LE TISSU ADIPEUX, UNE SOURCE DE CELLULES SOUCHES

TISSU ADIPEUX BRUN

Sa principale fonction est d'assurer, grace a la lipolyse de ses adipocytes, la thermogenése chez les
animaux qui hibernent’®™® et les nouveau-nés car ils ne sont pas encore capables de frissonner®*®. Cependant sa

présence chez ’lhomme adulte a suscité de nombreux débats.
FIG 10 : TISSU ADIPEUX

En 2007, Iéquipe suédoise du Dr. NEDERGAARD®* s’est penchée sur de BRUN SUR TEP

mystérieuses taches apparues sur certains clichés d'imagerie par tomographie a
émission de positons. Destinés a visualiser des tumeurs, métaboliquement plus
actives que les tissus sains, ils montraient parfois des zones actives la oU, pourtant,
n'existait aucune tumeur. En compilant ces données et ils ont suggéré que ces
zones correspondraient a du tissu adipeux brun. Aprés marquage de la protéine
UCP-17 caractéristique de cette graisse, trois équipes leur ont donné raison et ont
montré clairement la présence de tissu adipeux brun le long de la colonne

vertébrale et sous les clavicules.

Contrairement aux adipocytes blancs qui contiennent une gouttelette lipidique unique, les adipocytes bruns
contiennent de nombreuses gouttelettes plus petites et un nombre beaucoup plus élevé de mitochondries,
donnant au tissu sa couleur brune. Ces mitochondries sont caractérisées par la présence d’une protéine UCP-1
(UnCoupling Protein) encore appelée thermogénine. Enfin, ce tissu contient plus de capillaires que la graisse
blanche car il a un besoin d'oxygéne plus important que la plupart des tissus.

FIG 11 : COUPE TRANSVERSALE DU TISSU ADIPEUX BRUN EN MICROSCOPIE OPTIQUE, COLORATION HES
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TISSU ADIPEUX BEIGE ?

Récemment, des adipocytes beiges®® ont été découverts dans le tissu adipeux blanc en particulier
inguinal. Les adipocytes beiges ont les caractéristiques des deux adipocytes bruns et blancs. lls contiennent a la
fois de grandes et multiples petites vacuoles lipidiques uniloculaires. Ils assurent la thermogenése adaptative : en
réponse a l'exposition au froid, les cellules beiges se transforment en cellules qui ont des caractéristiques
communes avec les adipocytes bruns, comme ['expression de UCP-1 et de petites vacuoles lipidiques. L’origine de
ces adipocytes beiges est encore controversée : résultent-ils de la transdifférenciation des adipocytes blancs de
novo ou de I'adipogenése d’un sous-groupe de cellules précurseurs® ?

FIG 12 : LES DIFFERENTS TYPES ADIPOCYTAIRES ET LEUR CONTENU
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LE TISSU ADIPEUX, UNE SOURCE DE CELLULES SOUCHES

B. ORIGINE, DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DU TISSU ADIPEUX

ORIGINE

WASSERMAN®, en 1964, introduit le concept d’ «organe adipeux », sur la base de I'observation
anatomique de son développement embryonnaire. Le tissu adipeux, comme les muscles et les os, est
généralement décrit comme étant dérivé de cellules souches mésenchymateuses issues du feuillet mésodermique
de I'embryon.

Jusque la, il était admis que les adipocytes bruns et blancs provenaient du méme progéniteur mésenchymateux
puisque la différenciation de ces deux types cellulaires nécessitait I'intervention du méme facteur de transcription
PPAR-y®°.

Head WAT

Cependant, les fonctions distinctes du TA brun et blanc FIG 14 : RAPPELS DES STRUCTURES

suggerent que ces deux tissus pourraient provenir de précurseurs 6 EMBRYOLOGIQUES
différents. C’est ce que I’équipe du Dr. CHRISTIAN DANI®"** (iBV Newial o™
INSERM Nice) a démontré en 2008 dans une étude sur la génése e S

des adipocytes en utilisant des cellules souches embryonnaires Intermediate

Mesoderm

génétiquement modifiées. Ainsi, ils ont observé que dans la

région céphalique, les cellules précurseurs proviennent des crétes

neurales (neurectoderme) alors que dans le trong, ils dérivent du

mésoderme. De ce fait, le tissu adipeux du segment céphalique, / /0 ;
) )

/
/

dériverait du méme feuillet neurectodermique que les os du
crane, de la face, les cartilages et le derme facial !

Lateral Plate
Mesoderm

Notochord
Cette information est cruciale dans le domaine de Ia
reconstruction dento-faciale, les cellules souches du segment y
céphalique représentent la clé de voite de la reconstruction parmal i Whit
dento-faciale. e) s

) Fat blood vessel

Les différences d’origine et de développement du tissu adipeux Demam{)mmﬂ Sclerotame
pourraient ainsi expliquer les variations fonctionnelles qui ;o
existent entre®: J
——
TISSU ADIPEUX ORIGINE EMBRYOLOGIQUE —
Tissu adipeux blanc de la téte Crétes neurales Skeletal 8 Adipose Tssu e
Tissu adipeux brun Mésoderme para-axial : somites
WAT, White Adip
Tissu adipeux blanc du corps Mésoderme latéral BAT, Brown Adip

DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE

Le corps adipeux buccal (Boule de Bichat) est la premiére structure graisseuse a apparaitre chez le foetus
dés la 11°™ semaine in utéro sous forme indifférenciée jusqu’a la 20°™ semaine, alors que la graisse n’apparait en
moyenne qu’entre la 22°™ et la 30°™ semaine.

Au méme titre que d’autres organes, POISSONNET et AlI°* décrivent 5 stades dans la morphogénése du tissu
adipeux:

- STADE 1: les tissus adipeux émergent de groupes cellulaires primitifs clairement individualisés et localisés
dans les sites des futurs dép6ts adipeux.

- STADE 2: Des cellules mésenchymateuses proliféerent autour d’'un bourgeon vasculaire. Les capillaires se
développent pendant que certaines cellules mésenchymateuses se détachent de ces capillaires pour
donner naissance a des pré-adipocytes étoilés. Ceux-ci commencent alors a accumuler des lipides. Les
cellules les plus avancées dans la différenciation sont celles qui sont les plus éloignées des capillaires. La
vascularisation joue un role primordial dans le développement du tissu adipeux : la densité des adipocytes
est corrélée a la densité des capillaires sanguins.

- STADE 3: développement des lobules mésenchymateux, contenant une constellation de cellules
mésenchymateuses appelée pré-adipocytes sans goutellette lipidique.

- STADE 4 : apparition de lobules de graisse primitive. Le stockage de graisse devient visible.

- STADE 5: apparition des lobules graisseux définitifs séparés entre eux par les septas du tissu conjonctif.

e

yte
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LE TISSU ADIPEUX, UNE SOURCE DE CELLULES SOUCHES

C. POPULATIONS CELLULAIRES DU TISSU ADIPEUX

Un dépot de tissu adipeux contient :

* les adipocytes, cellules différenciées
qui accumulent au sein de leur
cytoplasme une énorme gouttelette
lipidique,

* des cellules précurseurs: pré-
adipocytes, cellules souches d’aspect
fibroblastique,

* des capillaires sanguins: cellules
endothéliales, péricytes, cellules
musculaires,

* des macrophages,

* des terminaisons nerveuses,

e du tissu conjonctif, matrice

extracellulaire.

FIG 15 : POPULATIONS CELLULAIRES

Extracellular matrix

Adipocyte

Blood
vessel
lumen

Vascular smooth
muscle cell

IFibroblast

cell

D. SITES DE PRELEVEMENT

Le tissu adipeux sous-cutané est retrouvé dans l'ensemble de I'organisme, ubiquitaire, sauf au niveau des
extremités du scalp, du pavillon de I'oreille, des narines, des paupieres®, des organes génitaux externes et du
mammelon. Chaque localisation adipeuse se singularise par son développement et sa capacité de réponse a des

stimuli nutritionnels ou hormonaux.

En général, on distingue deux grands types de localisations adipeuses®® : sous-cutanées (superficielles ou sus-

fasciales) ou profondes (sous-fasciales), qui différent de facon notable par leurs capacités métaboliques.

Cette distinction entre les deux couches du tissu adipeux peut avoir de l'importance dans le choix du site de

prélevement de la graisse :

SITES SOUS-CUTANES

* Région abdominale

* Région périmammaire

* Région de la face
postérieure du bras en
regard du triceps

* Région cervicale sous-
mentonniére

* Région sus-pubienne chez
la femme

* Région pelvienne postéro-
laterale

* Face antérieure des cuisses

* Région inguinale

* Région du genou et de la
jambe

¢ Nuque

* Joues

FIG 16 : SITES DE PRELEVEMENT SITES PROFONDS

* aires périrénales et
retro-péritonéal

* médiastin, mesos,
épiploons

* espaces peri-
vasculaires profonds
du trong, du cou, de la
téte et des membres

* loges orbitaires

* moelle des os longs,
canal vertébral

* Boule de Bichat
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LE TISSU ADIPEUX, UNE SOURCE DE CELLULES SOUCHES

RICHESSE EN CELLULES SOUCHES

De nombreux auteurs ont étudié le nombre de ces cellules en fonction de leur localisation anatomique.
- JURGENSY et AL. ne trouvent aucune différence,
- PADOIN®® et AL. trouvent un nombre plus élevé en région abdominale et dans intérieur de la cuisse.

De plus, BAKKER” et AL. ont montré qu'aucune différence n'existe dans le nombre de cellules souches en

fonction de l'dge et de l'index de masse

corporelle.

Tres récemment, en mars 2015, une étude
publiée dans I’Aesthetic Surgery Journal par
du
compare la quantité de cellules souches et la
fraction de stroma-vasculaire obtenue a partir
de 3 régions: axillaire, abdominale et des
hanches. Le résultat est sans appel : la région
permet
significativement plus de cellules souches et
de précurseurs mésenchymateux.

I’équipe  américaine

abdominale

Dr. IYYANKI™,

de récolter

nb cellules/ml

FIG 17: NOMBRE DE CELLULES SOUCHES EN FONCTION DU SITE
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E. TECHNIQUES DE PRELEVEMENTS ACTUELLES

De nombreuses études démontrent que la quantité et la viabilité des cellules prélevées dépend fortement de la
méthode de récolte. Il est largement admis que les méthodes moins traumatiques entrainent une désorganisation
moindre des agencements cellulaires.

AU FIL DES SIECLES, NOUS AVONS VU APPARAITRE 3 TECHNIQUES :

TECHNIQUE MATERIEL PROTOCOLE AVANTAGES INCONVENIENTS
* Asepsie stricte
* Antiseptique local . asi
. p q . .AnestheSI.e 101 . e Geste invasif
N * Lidocaine 1% non intradermique ¢ Conservationde | | Délicat
= adrenalinée * Incision cutanée de 1,5 I’architecture du L.
z EXCISION * Bistouri Lame 15 cm de long tissu * Unelégere
& | CHIRURGICALE . . - i . hémorragie peut
0 * Pince, ciseau de dissection |* Exposition de la graisse |* Collecte de tous éner la biopsie
= * Matériel de suture et fil et section au ciseau les éléments g, . P R
, . ) ¢ C(icatrice possible
résorbable * Hémostase soigneuse
et sutures 2 points
. . * Désinfection cutanée . .
LIPOSUCCION |+ Antiseptique local . Anesthési * Risque de léser
par le vide * Lidocaine 1% non Anesthesie 101 o des structures
3’; fcani . intradermique ¢ Automatisation
A mecanique ou adrenalinée « Aspiration mécanique | Indolore nobles
Ay ultrasonique * Seringue assistée par vide - P -antd . * Matériel couteux
~ . 4 o . en transcutané suivant |® Peu traumatique ,
o instauree par 750mmHg et 100% pression . .. |* Nepréserve pas
) S des mouvements de va- |* Aucune cicatrice R .
Dr.Yves-Gerard négatice a bout mousse et . . I’architecture du
102,103 [ et-vient selon un trajet .
ILLOUZ'®*> ouverture latérale . tissu
tangentiel
* Antiseptique local
e Lidocaine 1% non * Désinfection cutanée e Simple e |’architecture du
= LIPOASPIRATION adrenalinée * Anesthésie * Matériel minime tissu n’est pas
O} établie par * Seringue vissée LuerLock intradermique'™’ * Asepsie totale conservée
= Svdne de 20mL munie d’un * Aspiration manuelle par | du préléevement |e Destruction des
a COLEX/IAN%‘“"G bloqueur insertion de I'aiguille’® |* Indolore fibres de la
&] * Aiguille @2-3 mm, longueur en transcutané suivant |¢ Peutraumatique | matrice
4-15 cm a bout mousse et un trajet tangentiel ¢ Aucune cicatrice extracellulaire
ouverture latérale

De nos jours, la technique de Coleman est la plus utilisée’ par le corps médical notamment en chirurgie
esthétique. Accessible, rapide et efficace, elle permet de récolter de 0,2 a 2,0 g de tissu adipeux par minute et
permet d’éviter toute exposition des cellules a I’air
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FIG 18 : LIPOASPIRATION / LIPOSUCCION

ANESTHESIE LOCALE LIPOASPIRA
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PURIFICATION

De nombreux auteurs ont tenté d’améliorer cette technique en y ajoutant des étapes de purification, par lavage,
décantation ou de centrifugation.

- LAVAGE : Certains auteurs’®"® lavent leur prélévement au sérum physiologique, pour débarrasser celui-
ci du sang résiduel. En effet, la présence de sang pourrait stimuler une réaction macrophagique
importante, délétére pour le greffon™. D’autres™"™ utilisent le lavage au Ringer-lactate®. CHAJCHIR ET
BENZAKEN'™, au contraire, pensent que le lavage change la morphologie des adipocytes et entraine une
perte de fibrine. Cette derniére améliorerait, d’apres eux, I’adhésion du tissu greffé. D’autres estiment
que ce sont les traumatismes mécaniques et osmotiques qui sont délétéres aux adipocytes.

- DECANTATION"™"": Le but de la décantation est de séparer les débris cellulaires : I’huile issue de la
destruction de certains adipocytes, le sang et le tissu adipeux purifié. Ce dernier est la partie utile pour le
transfert. La décantation permet de réaliser cette séparation sans traumatiser les adipocytes. Cependant,
elle allonge considérablement le temps de 'intervention. De plus, elle augmente le risque d’oxydation des
adipocytes par contact avec ’air ambiant.

- CENTRIFUGATION : Les seringues de 10 ou 20 ml sont obturées a I'aide de bouchons, le piston est retiré et
les seringues sont entreposées dans un rack stérile avant que leurs contenus soient introduits dans la
centrifugeuse. Elle constitue un point important pour Sydney COLEMAN™. Il a repris la description
d’ASKEN"® qui a été le premier a avoir utilisé la centrifugation dans le but d’obtenir une graisse purifiée.
Plusieurs auteurs ont étudié la centrifugation afin de trouver le meilleur compromis entre temps, vitesse
de centrifugation, et survie des adipocytes. BOSCHERT'" estime que le meilleur compromis est une
centrifugation a 50 g pendant deux minutes. Cependant, en 2004, ROHRICH"™, ne retrouve pas de
bénéfice a la centrifugation, en terme de viabilité des adipocytes.

Al'issue de cette centrifugation, le contenu de la seringue est séparé en trois phases :
o le surnageant, huileux, est fait de triglycérides issus des adipocytes abimés et constitue la partie
la moins dense,
o lapartie intermédiaire : c'est dans cette partie que I'on trouve les adipocytes,
o la partie basse de la seringue contient essentiellement les produits sanguins et les débris
d'origine hématique avec le reste du produit d'infiltration.
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FIG 19 : PURIFICATION DES LIPOASPIRATS

Adipocytes

Produits sanguins

QUELLE TECHNIQUE CHOISIR?

Voici une étude récapitulative menée par le Dr. IYYANKI™ qui analyse de facon quantitative la fraction

stomavasculaire (FSV) et les cellules souches du tissu adipeux (ASC) récoltées au niveau de la hanche en fonction
de la méthode de prélévement :

FIG 20 : QUANTIFICATION DES POPULATIONS CELLULAIRES EN
FONCTION DE LA METHODE DE PRELEVEMENT
160000 1
140000 |
120000 |
-E- 100000
2
= 80000 1 M ASC
S
2 60000 M SVF
40000 |
20000 1
R ﬁ
Lipoaspiration Lipoaspiration Excision Liposuccion
Coleman sans  Colemanavec  chirurgicale mécanique
centrifugation centrifugation

De cette étude, nous tirons 3 enseignements :

- L’excision chirurgicale permet d’obtenir significativement 2 a 3 fois plus de précurseurs et de cellules
souches,

La lipoaspiration par technique de Coleman a donné significativement plus de cellules que la liposuccion
mécanique,

La purification par centrifugation permet d’obtenir plus de précurseurs, mais pas de fagon significative.
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F. LA BOULE DE BICHAT, UNE SOLUTION DE CHOIX EN ODONTO-
STOMATOLOQOGIE :

PRESENTATION

HEISTER"“™' en 1732 n’y voyait qu’une glande salivaire. En 1801, BICHAT™ a remarqué que le
développement de ces sites profonds se faisait plus tard que celui de la graisse sous-cutanée chez I’enfant. Il
décrivit au niveau de la joue un site profond placé entre le masseter et le buccinateur. De plus, il remarqua que ce
tissu adipeux résistait aux grandes périodes de je(ines, contrairement au tissu adipeux sous-cutané de la joue.
Cette localisation est depuis connue sous le nom de Boule de Bichat.

122

PARTICULARITES

Le coussinet adipeux buccal ou « Buccal fat pad » est la premiére structure graisseuse a apparaitre chez le
foetus dés la 11°™ semaine in utéro.
Tissu adipeux blanc ou brun? Ce n’est qu’en 2014 qu’une équipe américaine' a tranché sur le sujet, en affirmant
qu’a la naissance la boule de Bichat est constituée de tissu adipeux brun, mais qu’aprés quelques semaines, il se
convertit en tissu adipeux blanc.
Sa particularité réside dans son origine embryologique. En effet, contrairement aux autres masses graisseuses, la
boule de Bichat a une origine neurectodermique (crétes neurales) et non mésodermique.

ANATOMIE
Localisée dans la loge manducatrice, entre le tendon du muscle temporal et le processus coronoide, elle
pése en moyenne 9,7 grammes et correspond a un volume de 10 cm’.
Constituée d’un corps se prolongeant par 4 extensions :
- extension ptérygopalatine - extension temporale
- extension ptérygoide - extension buccale (la plus superficielle,
située sous le canal de la parotide).

FONCTION

Deux fois plus grande chez le nourrisson, la boule de Bichat a pour fonction de faciliter la succion chez le
foetus et le nourrisson et de renforcer les capacités du muscle buccinateur et des autres muscles de la mastication.
Plus tard, sa fonction sera d’augmenter le mouvement intermusculaire™ durant la mastication et de contribuer
aux contours des tissus mous du visage.

UTILISATION ACTUELLE EN CHIRURGIE

L'utilisation du coussinet adipeux buccal a gagné en popularité au cours des dernieres années en raison de
sa fiabilité, facilité de récolte, et de faible taux de complications.
Il a été utilisé comme :

*  Greffon pédiculé dans les procédures *  Membrane de fermeture aprés élévation sinusienne
d'augmentation/reconstruction du visage™ " par voie latérale, ou directement au contact de la
* Réparation des fistules oro-antrales persistantes membrane sinusienne en cas de perforation
aprés extractions dentaires*™, *  Recouvrement de récessions classe IV Miller™
*  Traitement des fibrosis oraux sous-muqueux¥3%, e Traitement atteinte furcation de classe Il
*  Greffon pédiculé pour reconstruire des défauts
maxillaires aprés résection d'une tumeur'53
FIG 21 : ANATOMIE DE LA BOULE DE FIG 22 : LOCALISATION DE LA BOULE DE BICHAT

BICHAT
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AVANTAGES DE LA BOULE DE BICHAT PAR RAPPORT AU TISSU ADIPEUX SOUS-CUTANE

*  Facilement accessible : procédure micro-invasive, préléevement directement dans la cavité orale au cours
de la séance,

* Sécuritaire : Indolore et sans suite opératoire,

* Tissu adipeux constant au cours de la vie, peu importe la corpulence de la personne, il résiste méme au
jeline,

* Capacité d’adhérence aux structures osseuses, au ligament parodontal, aux membranes de collagéne, au
titane qui induisent la différenciation des cellules souches (sans stimuli chimique),

* Excellent potentiel de différenciation des cellules souches: ostéogénique, chondroblastique,
parodontale comparable au tissu adipeux sous-cutané.

De plus, les cellules souches du corps adipeux de la joue présentent une interaction avec les amélogénines 18
(protéines dérivées de la matrice de I’émail - Emdogain Straumann) qui semblent agir comme un puissant facteur
ostéo-inducteur. Ce qui le rend trés intéressant pour une régénération parodontale.

Cet effet a été démontré in-vitro par Dr. BROCCAIOLI®®'° et AL. qui ont ensemencé des cellules stromales de la
boule de Bichat avec des amélogénines et ont observé au 7°™ jour, une augmentation de la sécrétion de la
protéine ALP de 220%, et donc une élévation de la production de collagéne de 32,5%.

Ainsi, le corps adipeux de la joue rempli tous les critéres du greffon idéal, promettant des résultats trés
encourageants en odontostomatologie.

FIG 23 : PRELEVEMENT VIDEO

TECHNIQUE DE PRELEVEMENT

* Désinfection de la cavité buccale

*  Anesthésie par infiltration locale dans le fond du vestibule
enregard des molaires maxillaires

* Incision dans le sillon gingivobuccal sur 2 cm (au dessous de
I’orifice de la parotide)

* Passer a travers les fibres du buccinateur a I'aide des
ciseaux de Metzenbaum

* Disséquer sans crainte jusqu’a découverte de la graisse
jaune-orange

* Inciser la capsule mince de la boule graisseuse

* Tirer la boule graisseuse a I’aide d’une précelle

* Clamper la boule graisseuse au dela de 2 cm

* Sectionner la boule a I’aide de ciseaux

* Sibesoin, cautériser la partie graisseuse restante

e Suturer le fond du vestibule par une série de points simples

résorbables.

Suivi post op : antibiothérapie et autres conseils : ne pas souffler, cracher, se moucher trop fort, ni boire a la paille,
ne pas monter en altitude, ni plonger, ne pas fumer.

FIG 24 : PRELEVEMENT DE LA BOU‘L DE BICHAT

INCISION DISSECTION SECTION SUTURE / CAUTERISATION
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LES CELLULES SOUCHES DU TISSU ADIPEUX

A. PRESENTATION

En 2001, ’équipe américaine dirigée par le Dr.PATRICIA ZUK""'* a été la premiére a découvrir que les
préadipocytes étaient en fait des précurseurs multipotents capables de se différencier non seulement en
adipocytes mais aussi en une multitude de populations cellulaires. Les préadipocytes ont alors été rebaptisés
cellules souches du tissu adipeux : CSTA (ou ASCs pour Adipose-Derived Stem Cells) puis cellules stromales du tissu

adipeux.
FIG 25 : IMMUNOFLUORESCENCE

CSTA

CELLULE SOUCHE OU STROMALE?

Une cellule souche est définie par deux criteres: une capacité a
engendrer des cellules spécialisées par différenciation cellulaire et une
capacité a se maintenir dans I'organisme : 'auto-renouvellement. Dans le
cadre du tissu adipeux, la capacité d’auto-renouvellement n’a pas été
définitivement établie. Ainsi, en accord avec I'International Federation for
Adipose Therapeutics and Science (IFATS)'™, il semble actuellement
préférable d’utiliser le terme de « cellule stromale » au lieu de souche.
Cependant, dans la rédaction de cette thése d’exercice, les termes « cellules
souches » semblaient plus accessibles, et accrocheurs pour les chirurgiens
dentistes.

20 Microns

UNE TERMINOLOGIE ALAMBIQUEE
Pour compliquer les recherches, nous avons recensé prés de dix termes différents pour caractériser ces cellules :

¢ adipose-derived adult stem (ADAS) cells  préadipocytes

¢ adipose-derived adult stromal cells * processed lipoaspirate (PLA) cells

¢ adipose-derived stromal cells (ADSC) * adipose-derived stromal/stem cells (ASCs)
¢ adipose stromal cells (ASC) * lipoblast

* adipose mesenchymal stem cells (AdMSC) * péricyte

De plus, une autre difficulté réside dans le fait que le terme CSTA est aussi utilisé dans la littérature pour la
fraction stromale vasculaire brute. Cette fraction est fortement hétérogene et contient plusieurs sous-populations
cellulaires incluant les CSTA natives, des cellules endothéliales et des cellules hématopoiétiques, ces derniéres
représentant une grande partie de la fraction. De notre point de vue, le terme CSTA devrait étre limité aux cellules
stromales multipotentes purifiées.

Pour résumer'*:

FRACTION STROMA frazagc‘n?:nfc?lslcljllzclarf)ar Fraction hétérogene exI)cIil;?;;e:ri‘;:;;;i]aeteioza;u
VASCULAIRE (FSV) . : N :
centrifugation liposuccion.
CELLULES SOUCHES / Population issue de la Dérivées de la FSV
STROMALES DU TISSU culture de cellules Fraction homogene .
ADIPEUX (CSTA) adhérentes propagée dans la culture.

FIG 27 : SEPARATION DES FRACTIONS CELLULAIRES DU TISSU ADIPEUX

TISSU ADIPEUX FRACTION SVF RECOLTE DES CSTA
(CD34, CD1057)

/’ ‘/7 '\57

Pericytes

|
Pre-adipocytes

Processing A © In vitro expansion
—_—
Stromal cells- / Haematopoietic
ASC (CD34", CD105) cells
Endothelial rEn:r?ittl.lo(:‘?ell Is
cells kg
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B. LES DIFFERENTES FRACTIONS CELLULAIRES DU TISSU ADIPEUX

Le tissu adipeux présente une grande hétérogénéité cellulaire. Outre les adipocytes matures qui sont la
composante cellulaire majeure, le tissu adipeux renferme une fraction non-adipocytaire nommée la fraction
stroma-vasculaire (FSV). La FSV correspond a la population cellulaire trés hétérogene entourant les adipocytes
dans le tissu gras.

Ces deux fractions peuvent étre séparées, apres digestion a la collagénase (1%) et centrifugation a 1000 tours/min,

grace a la différence de densité entre les adipocytes qui sont gorgés de lipides et remontent a la surface et les
autres types cellulaires qui sédimentent, notamment des cellules souches du tissu adipeux : CSTA.

C. LA FRACTION DE STROMA-VACULAIRE (FSV)

POPULATION CELLULAIRE RESIDANT DANS LA FSV :

% Total des cellules nuclées
Cellules progénitrices <0,1%
| 10-15 %
CELLULES HEMATOPOIETIQUES Granulocytes 015 25-45%
Monocytes 5-15 %
Lymphocytes 10-15 %
CELLULES ENDOTHELIALES 10-20%
PERICYTES 3-5%
CELLULES SOUCHES 15-30 %
FIG 28 : ELEMENTS DE LA FRACTION STROMA-VASCULAIRE (FSV)
A Components of Lipoaspirate
— Discard
— |
= - Qil
E —Adipose Tissue
e
= — Infranatant
— Blood & Local Anaesthetic ) Collagenase Digestion
B & Centrifugation
—SVF Pellet
By Pericytes
B  Components of Adipose Tissue + CD140b*, CD146*, NG2* C Components of SVF Pellet
= (D31, CD34, CD144", vWF' o

5=
O Adipocytes

~®> Adipose Derived Stem Cells
+ CD13%, CD29%, CD34*, CD44*, CDI0*, CD104a*
= (D14, CD31, CD45, CD106, CD144
2 CD146, aSMA°

@=D Pre-Adipocytes

©> Endothelial & Progenitor Cells
+ D31+, CD34-, CDI0*, CD1467, VWF*
= (D45

x% Haematopoetic Cells
Monocytes/Macrophages

Tissue Culture Cell-Assisted Lipotransfer

CSTA
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FSV ET REGENERATION, PREMIERS ESSAIS CLINIQUES

La fraction stroma-vasculaire a été isolée pour la premiére fois par RODBELL in 1964 en utilisant des
enzymes protéolytiques et une centrifugation.

Contrairement au prélevement de moelle osseuse, la possibilité d’obtenir de maniere extemporanée cette
fraction «au lit du patient » présente un avantage considérable, de par sa souplesse d’utilisation et sa rapidité de
mise en ceuvre. Un autre intérét vient des effets synergiques existant entre les différentes populations cellulaires
de cette fraction. Ces avantages sont cependant contrebalancés par I'hétérogénéité de cette fraction et
'impossibilité, dans le bref temps imparti, de définir des contréles qualité pour évaluer réellement ce qui est
injecté. La composition cellulaire pouvant varier de maniére considérable selon les patients (effets de I’age, du
sexe, de I’état métabolique, etc.).

En 2003, au CHU de Toulouse dirigé par le Dr. COUSIN'®, la premiére expérience de régénération in-vivo
fructueuse fut réalisée sur une souris irradiée, dans le but d’une reconstitution hématopoiéitique. De maniére
spectaculaire, I'injection intraveineuse de la fraction stromale s’est avérée aussi efficace qu’une greffe de moelle
osseuse. Cette régénération pourrait étre due a une population de cellules souches hématopoiétiques présente
dans le tissu adipeux et reconstituant le compartiment hématopolétique détruit, mais aussi a un effet stimulateur
des CSTA sur I’lhématopoiese endogéne des souris irradiées.

Chez ’lhomme, la premiére étude réalisée par le Dr.LENDECKEL'® a décrit Iutilisation de cette fraction
cellulaire pour traiter un défaut osseux massif au niveau cranien. Trois mois apres I'application de la fraction
stromale brute mélangée avec une colle constituée de fibrine, une néoformation osseuse et une reconstitution
presque compléte de la vo(te cranienne étaient observées. Malheureusement, aucune autre publication n’a suivi
ce rapport.

En outre, une étude chez ’Homme réalisée par le Dr. GUVEN'" et AL. note I'efficacité des cellules de Ia
FSV a générer des constructions 3D ostéogéniques, par rapport aux CSTA, soutenant I'idée que les progéniteurs
vasculaires dérivés des cellules de la FSV humains accélérent la prise de la greffe, ce qui aboutit a I'amélioration de
I'efficacité et de 'uniformité de la formation de tissu osseux.

COMPARAISON FSV ET CSTA CULTIVEES

FRACTION STROMALE BRUTE CSTA CULTIVEES
TEMPS DE Extemporané a quelques heures In vitro : Plusieurs jours
PREPARATION
TAILLE DU Dépendance stricte du nombre de Plus réduit car expansion possible par la
PRELEVEMENT cellules nécessaires culture
QUANTITE DE CELLULES |  Fonction de a taille du prélevement | |onction dela taille du prélevement et des

temps de culture

HETEROGENEITE

Forte

Limitée

CARACTERISATION
PHENOTYPIQUE

Impossible a faire dans les délais de la
préparation

Facile a effectuer

D’autant plus important que la culture est

EFFET DE LA CULTURE Absent
longue
PRECONDITIONNEMENT Limité Possible
CONTROLES DE N I
QUALITE Limités Fortement facilités

REGLEMENTATION

Actuellement, pas d’agrément
nécessaire si la préparation des cellules
s’effectue dans le bloc opératoire

Agrément obligatoire, tous les produits de
culture doivent étre validés comme
produit annexe de thérapie cellulaire
(norme PTA)
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D. CARACTERISATION DES CSTA

142

FIG 29 : CSTA EN M.O.

Les travaux du Dr. Patricia ZUK** sont semblables a la
pierre de Rosette de la médecine régénérative. Ils ont été publiés
en 2001 au moment ou la communauté scientifique se passionnait
pour les cellules souches adultes et leur possible plasticité. Ces
résultats furent d’autant plus remarqués que le tissu adipeux est
abondant, facile a prélever et permet en quelques passages de
culture d’obtenir de grandes quantités de cellules stromales.

Placées en milieu de culture liquide, certaines cellules de
la fraction stroma-vasculaire (FSV) vont adhérer au support de
culture, proliférer et donner lieu en quelques jours a une
population cellulaire plus homogéne appelée Adipose-Derived
Stromal Cells ou cellules stromales du tissu adipeux (CSTA).

Une fois une culture primaire établie, les CSTA sont facilement et rapidement cultivées ex-vivo™®. La
fréquence moyenne des CSTA dans un lipoaspirat traité est de 2% de cellules nucléées. Le rendement des CSTA est
d'environ 5.000 fibroblastes unités par gramme de tissu adipeux formant des colonies (CFU-F). Par rapport aux
estimations d'environ 100-1000 CFU-F par millilitre de moelle osseuse, cela en fait un excellent candidat pour la
thérapie régénérative.

FIG 30 : EXPANSION D’UN LIPOASPIRAT (LIPOGEMS) SUR UN MILIEU DE CULTURE

Day 4 " Day 6 Day 12

FIG 31: DU PRELEVEMENT A LA REIMPLANTATION, ISOLEMENT DES CSTA

DEPOT DE LA FSV
SUR BOITE

LIPOSUCCION

&_.,/

CULTURE PRIMAIRE

ASC REIMPLANTABLES

-

EXPANSION
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E. PROTOCOLES D’ISOLEMENT DES CSTA

Depuis la description de RODBELL' des pré-adipocytes isolés du tissu adipeux, une variété de méthodes ont

été développées™®.

ISOLEMENT ENZYMATIQUE DES CSTA

Aujourd'hui, la plupart des laboratoires utilisent plusieurs étapes communes pour traiter les cellules du tissu
adipeux. Voici le protocole opératoire d’isolation manuelle en 4 étapes décrit par Patricia ZUK™' en 2001 :

- Lavage: Les lipoaspirates sont lavés avec une solution de PBS (Phosphate-buffered saline) pour éliminer
les cellules sanguines contaminantes et les anesthésiques locaux.

- Digestion enzymatique : les aliquotes sont digérées par voie enzymatique a 37°C pendant 30 minutes avec
0,075% de collagénase type IA comme la trypsine (Sigma, St. Louis, MO, USA) dans du PBS en agitant
constamment. Puis filtrées par une membrane Nylon 0.2 um.

- Lyse des globules rouges : par une solution de NH4Cl, KCO3, EDTA. Pour réduire le temps d’isolement,
cette étape peut étre omise car elle semble avoir une influence négative sur la croissance de CSTA.

- Centrifugation : Les lipoaspirates digérés sont centrifugés a 1 200-1500 g pendant 5 a 10 minutes, et le
culot peut étre remis en suspension et passé a travers un filtre a mailles de 100 um (tamis cellulaire,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) pour enlever les débris.

FIG 32 : PROTOCOLE D’EXTRACTION ENZYMATIQUE

M EL PROTOCOLE VIDEO

PBS 0,075-0,1% Filtre stérile - Milieu de controdle :

Stérile Collagenase 1A Collagenase Sol'n DMEM,
ISOLEMENT DES CSTA Lavage avec PBS

Verser dans une solution de

Aspiration du sous-nageant
b & Collagenase IA Séparation post-digestion

Répéter si nécessaire

Décantation

DIGESTION
37°C
30 min

ras T
It 3t

Prélever le sous-nageant
Inactiver la collagenase par Centriguger 10 min 4 couches
le milieu de controle 1500 RPM max post-centrifugation
1)Couche d’huile
2)Adipocytes

» RETIRER LES
COUCHES1a3

3)Collagenase/Milie
u de controle
4)Culot de SVF
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ISOLEMENT MECANIQUE DES CSTA:

La technique décrite par Leandra BAPTISTA®>™3 en 2011 est composée de 2 étapes :
- dissociation mécanique du tissu adipeux et lyse concomittante des cellules rouges du sang
- centrifugation a 9oog pendant 15 minutes

Le lipoaspirat est
transféré dans un tube
avec une solution de lyse
des érythrocytes

Le tube est agité au moins
60 secondes, a trois
reprises par un
équipement vortex

Incubation a 37°C pendant
15 minutes

Centrifugation a 9oog
pendant 15 minutes

ISOLEMENT PAR PROCEDE LIPOGEMS® :

La méthode LIPOGEMS®™* mise au point par ’équipe italienne des Drs. TREMOLADA et VENTURA™ se
compose d'un kit a usage unique pour la lipoaspiration, le traitement et I'isolement des CSTA. Elle présente de
nombreux avantages :

- L'ensemble du processus s’effectue en une seule étape opératoire directement au bloc opératoire,

- Technique non enzymatique, aucun risque de transmission,

- 100% autologue, aucun additif,

- Manipulation minime, sans centrifugation, non traumatique™® : ’ensemble du processus est effectué par
immersion dans une solution saline qui permet de minimiser tout traumatisme des produits cellulaires,

- Conserve 'ensemble des niches stromales vasculaires contenant les cellules mésenchymateuses et les
péricytes,

- Dispositif stérile fermé, aucun contact des lipoaspirats avec I’air ambiant,

- Procédé facile, rapide (5 min), peu coliteux, matériel minime.

FIG 33 : KIT LIPOGEMS

Présentation du dispositif : Il s’agit d’un dispositif médical de classe Il a
usage unique composé d’un cylindre en plastique transparent muni de 2
filtres (bleu et gris) et de 5 billes d’acier. Les filtres sont équipés de
connecteurs Luerlock pour y fixer les seringues et les lipoaspirats
récoltés. Un tube d’entrée sert a remplir le cylindre d’eau saline et
I’autre permet I’élimination des déchets dans une poche. La solution
saline doit étre fixée a un gras et la poche au sol afin de profiter de la
gravité.

Protocole opératoire™’ :
1) Lipoaspiration classique type Coleman

2) Transfert des lipoaspirats dans I’enceinte par le filtre large (bleu)

3) Agiter I’enceinte, les billes d’acier vont induire des micro-fractures du tissu adipeux jusqu’a obtention
d’une solution claire. Les traces de sang, d’huile et de solution saline se déversent dans la poche par la
gravité.

4) Connecter une seringue 10 ml et transférer le substrat

PROTOCOLE VIDEO

O
| Y

FIG 34 : PROCEDE LIPOGEMS
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ISOLEMENT PAR PROCEDE ADIPREP® FIG 35 : ISOLEMENT PAR

ADIPREP

La société américaine HARVERST propose une solution simple et
rapide pour [lisolement des fractions cellulaires des lipoaspirats. Les
lipoaspirats prélevés sont transférés dans une seringue munie d’un « disque de
barriere lipidique » jouant le r6le de membrane semi-perméable qui isole
proprement la fraction lipidique.

Avantages :
- ldentiques au procédé Lipogems : seule étape opératoire directement
au bloc opératoire, technique non enzymatique, aucun risque de
transmission, 100% autologue, aucun additif, manipulation minime,

Huile et lipides

sans centrifugation, non traumatique, conserve I’ensemble des niches Disque semi-
stromales vasculaires contenant les cellules mésenchymateuses et permeable
péricytes, dispositif stérile fermé, procédé facile, rapide (4 min), peu

colteux, matériel minime SVF

- Elimination facile du surnageant par le disque semi-perméable

- Maintien de la fraction stromavasculaire dans son intégrité (matrice +
cellules) qui garantit la viabilité cellulaire de 78 a 95% selon les données
du fabricant™®,

- Composants du FSV isolé :

= 444 000 cellules nucléées par ml

Produits sangui

ns

= 160 000 CSTA par ml.
Voici le protocole :

Transfert dans la . Centrifuger 4
. i . . Placer la seringue ) R Recolter le culot
Lipoaspiration seringue munie du . minutes a 1000¢g .
disque dans la centrifugeuse dans une seringue

ISOLEMENT PAR PROCEDE INTELLICELL® :

Systéme d’extraction de la FSV mis au point par I’entreprise BIOSCIENCES utilisant les ultrasons pour
séparer le réseau de capillaires des adipocytes. Durée de I'isolement : 1h.

Protocole:
- lipoaspiration classique et lavage avec solution stérile
- cavitation ultrasonique : casse les liaisons entre les adipocytes par création de bulles d’air
- filtration puis centrifugation a faible vitesse
- recueil du culot de FSV

Les premiers essais cliniques employant ce procédé sont apparus dans des études surl’ostéoarthrose, les
blessures sportives, le traitement des brilures profondes de la peau, la chute capillaire, ou encore les récessions
gingivales™ ! (Détaillé dans le chapitre VI.C).

FIG 36 : PROCEDE INTELLICELL
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LES CELLULES SOUCHES DU TISSU ADIPEUX

ISOLEMENT PAR PROCEDE ADISTEM® :

La firme ADISTEM a développé une méthode d’isolement et d’activation des cellules souches du tissu

adipeux en 2 étapes : centrifugation et photo-activation'.

Une philosophie en 3 concepts:
- les cellules n’ont pas besoin d’étre expansées™™
- lelipoaspirat est mélangé avec du PRP (plasma riche en plaquettes) qui apporte de nombreux facteurs de
croissance
- une étape de photoactivation par lumiere monochromatique
fonctionnalité des cellules souches.

162

(LED Technology Adilight2) augmente la

Nous avons trés peu de détails sur le procédé de photoactivation, encore mis sous silence par la firme. Cependant,
des résultats prometteurs sont annoncés par des essais cliniques de phase | et Il dans les domaines du diabéte de
type Il, de la reconstruction mammaire post-tumorale, de la ibrose pulmonaire idiopathique, de I'ostéoarthrose,
du choc emphyséme, des problemes cardiaques, de la maladie de Parkinson, de la régénération capillaire, etc.

FIG 37 : PROCEDE ADISTEM PROTOCOLE VIDEO

Harvest Separate == Activate

oF

-

~ B

ISOLEMENT AUTOMATISE CELUTION® :

Les CSTA ont été de plus en plus utilisées dans la chirurgie réparatrice (cicatrices’63, cardiovasculaire,
reconstructions mammaires'®, Iifting“’s) mais le protocole de séparation enzymatique devenaient trop long et
trop rigoureux. C’est pour cela que la société Cytori Therapeutics Inc. a développé un systéme fermé appelé
CELUTION'®®"®” pour isoler et concentrer automatiquement les cellules souches et les cellules régénératives du
tissu adipeux. La séparation des CSTA peut etre réalisée en 1h30, ce qui représente un avantage énorme lors de
chirurgies. Le systeme Celution est le premier appareil médical validé et approuvé par les autorités réglementaires
internationales. Mais évidemment, derriere toute technologie de pointe se cache un co(t pharaonique de
I’appareil et un colt non négligeable de 1950% pour chaque kit d’utilisation a usage unique. Ce qui limite son
utilisation dans le domaine dentaire.

FIG 38 : ISOLEMENT AUTOMATISE CELUTION

o LIPOSUCTION 9 ADRC INJECTION

9 ADRC PREPARATION

PROTOCOLE CELUTION

Adipose
(fat) tissve

[m] 0% [m]
s O

cellular material
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QUEL PROCEDE UTILISER EN ODONTOSTOMATOLOGIE ?

Bien que majoritairement représentée dans la littérature, la technique d’isolement enzymatique présente de

nombreux inconvénients :

- nécessite une phase laboratoire longue et coliteuse

- culture dans un milieu non stérile : le lipoaspirat est au contact de I’air

- risque de transmission allergénique : elle utilise des enzymes collagénases d’origine animale et un milieu

de sérum foetal bovin (FBS).

- difficulté a maintenir les cellules souches mésenchymateuses (CSM) en culture car il contient des
facteurs de croissance qui poussent les cellules a se différencier. Le développement d’anticorps au FBS
s’est déja produit et a entrainé la mort cellulaire aprés transplantation in-vivo. Ainsi, il serait essentiel de
développer un systeme de culture xéno-libre. L’utilisation de sérum allogene humain (HS) ou d’une
culture sérum free (SF) résoudrait ce probléme.

De ce fait, nous orienterons notre choix vers les procédés LIPOGEMS® ou ADIPREP® en raison de leur simplicité et

de leur rapidité d’exécution, de leur matériel et de leur cot moindre. Une étude du Dr. Francesca BIANCHI
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(2013), analyse le potentiel des lipoaspirats issus d’une digestion enzymatique et du systeme LIPOGEMS, voici ses

conclusions :

LIPOGEMS

DIGESTION ENZYMATIQUE

Architecture du FSV

Préservée intégralement

Désorganisée

Nombre de péricytes et CSTA

Haut rendement

Rendement plus faible

Détections des marqueurs

Tres importante

Moins importante

Possibilité de prélevement post-
mortem pour étude

Oui

Rare

Possibilité d’utilisation allogénique
par cryopréservation

Oui

Non

Réponse aux facteurs de croissance

Remarquable

Plus faible comparativement

Risque de transmission

\ Non Oui
d’allergenes
Colt Minime Elevé : cliniquement inconcevable
Durée 5 minutes directement apres le Plusieurs heures, au laboratoire

prélevement au bloc

nécessité de différer 'opération

F. COMPARAISON AVEC LES CELLULES SOUCHES DE LA MOELLE

OSSEUSE

Bien que proches, les CSTA et les BMSC présentent un certain nombre d’avantages par rapport aux BMSC quant a

leur éventuelle utilisation clinique.

CSTA

cSMOo

SITE DE PRELEVEMENT

Graisse sous-cutanée

Moelle osseuse : os Iliaque

TYPE D’ANESTHESIE

Anesthésie locale

Anesthésie générale

CARACTERE INVASIF

Léger : aspiration sous-cutanée

Trés invasif : forage osseux

MORBIDITE DU SITE PRELEVEUR

Se comble facilement (Gimble 2003)

Se régénere difficilement

DOULEURS POST-OPERATOIRES Rares Importantes (antalgique palier 2)
COMPLICATIONS EVENTUELLES Rares Nombreuses
NOMBRE DE CELLULES / 30cm? 12.10° 10°

PLASTICITE e+ +++

QUANTITE SUFFISANTE POUR
APPLICATION CLINIQUE

Oui toujours

Pas toujours, nécessite parfois de
réintervenir

PLATEAU TECHNIQUE

Ambulatoire : Seringue
d’anesthésie, seringue de
prélévement, pansement

Hospitalier : Bloc opératoire,
matériel de chirurgie, trépan
osseux, matériel de réanimation

COUT DE L’OPERATION

++++

DUREE DE L’OPERATION

+H+++

TECHNIQUE DE PRELEVEMENT
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G. IMMUNOPHENOTYPAGE DES CSTA

Apreés leur isolation, les cellules sont étalées dans des bofites de culture de 10 cm de diamétre, a une densité de
5x10° cellules, dans un milieu essentiel minimal de Dulbecco (DMEM) avec une faible concentration de glucose,
contenant 10% de sérum bovin fcetal (FBS) et des antibiotiques (100 U / ml de pénicilline G et 100 ug / ml de
streptomycine). Tous les deux jours, le milieu est changé pour éliminer les cellules non adhérentes. Les cellules
adhérentes sont ainsi cultivées pendant sept jours, puis trypsinisées, comptées et analysées.

Le typage cellulaire ou immunophénotypage repose sur |'existence, a la surface des cellules ou dans leur
cytoplasme, de molécules spécifiques appelées antigénes de différenciation. Ces molécules sont identifiées par le
biais d’anticorps monoclonaux regroupés en classes (ou clusters) de différenciation, les CD.

La caractérisation de 'immunophénotype correct des CSTA a été controversé pendant une longue période. De
nombreuses études ont tenté de caractériser les CSTA par un marqueur cellulaire unique, mais sans succes pour
I’heure. Dans cette incertitude la Fédération Internationale des Thérapeutiques adipeux et de la Science (IFATS) et
la Société Internationale de Thérapie Cellulaire (ISCT) ont tenté de clarifier la situation en définissant les critéres
minimaux pour l'identification des CSTA™® :

FIG 39 : IMMUNOPHENOTYPAGE

FVS
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LES CELLULES SOUCHES DU TISSU ADIPEUX

De nombreuses études ont tenté de caractériser le contenu en cellules souches des lipoaspirats par des approches
biochimiques et moléculaires. Toutes ont démontré que les molécules de surface exprimées par les CSTA sont
nombreuses et que leur nombre évolue dans le temps, en fonction du nombre de passages et de I'adhérence du
plastique.

GIMBLE ET GUILAK"® ont révélé que les CSTA et les CSMO ont un profil immunophénotypique quasiment
identique (a 90%). Les deux populations présentent la méme adhérence, une matrice extracellulaire (MEC), des
récepteurs, des enzymes, des protéines cytosquelettiques, une histocompatibilité et des antigénes dans leur
stroma.

Ce tableau révéle donc I’hétérogénéité des résultats de la fraction de stroma en raison de sa richesse cellulaire.
Nous pouvons remarquer qu’en comparaison aux CSM, les CSTA sont positives au CD36 et négatives au CD106. Les
résultats du cluster CD34 sont encourageants car ils révélent une grande capacité de prolifération (CD34+) ainsi

gu’une grande plasticité (CD34-)"".

H. LOCALISATION DES CSTA

Les similitudes entre les CSTA et les CSMO peuvent amener certains a conjecturer que les CSTA sont des
CSMO de la circulation qui se seraient infiltrées dans le compartiment adipeux a travers la paroi des vaisseaux. Une
autre étude affirme que ces cellules souches sont en réalité des péricytes a la surface des micro-vaisseaux.

Enfin, LI et AL. en 2008 qui n’arrivent pas a localiser les mémes marqueurs des CSTA sur les péricytes,
affirment que les CSTA sont issues de la méme niche que les péricytes mais représentent une entité bien distincte.

La localisation des CSTA dans le tissu adipeux n’est pas encore totalement clarifiée,
- Pimmunophénotype localise les CSTA dans le systéme vasculaire du tissu adipeux'”’,
- l'analyse histologique” a également suggéré que les CSTA résident dans les tissus adipeux dans un
endroit périvasculaire.

TRAKTUEV et AL."”? ont conclu que I'emplacement des CSTA dans le tissu est a I'interface entre I'endothélium
et les adipocytes. Les CSTA ont une capacité a la fois de structuration du support vasculaire et de génération des
adipocytes.

FIG 40 : LOCALISATION DES CELLULES SOUCHES DU TISSU ADIPEUX
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A. ADIPOCYTES
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CELLULAIRE
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LES CELLULES SOUCHES DU TISSU ADIPEUX

. LES CSTA SECRETENT DES FACTEURS DE CROISSANCE

Peu apres la transplantation, a cause de la privation du systeme vasculaire initial, les tissus et les organes

a

transplantés sont exposés a une hypoxie et peuvent rapidement se nécroser”*.

Les CSTA sont considérées comme un médiateur de la régénération des tissus par la sécrétion de facteurs solubles

spécifiques. Elles sécrétent plusieurs facteurs de croissance', y compris :

NOM COMPLET ROLE
facteur de croissance Stimule "angiogenése, interaction avec les ostéoblastes par liaison avec
bFGF basique des BMP4, role de conservateur des cellules souches (niches), favorise la
fibroblastes formation du ligament parodontal
. Stimule la vasculogénése (systeme vasculaire chez I’embryon) et
facteur de croissance I’'angiogenése (réparation, nouveaux vaisseaux)
VEGF de Pendothélium oo anBlog paration, "
. Il induit la migration et la prolifération des cellules endothéliales : apport
vasculaire - . .
vasculaire sur le lit de la plaie
insuine-like growth . . . el
IGE-1 factor 1gou Stimule la croissance du cartilage des os longs, prolifération des
(g chondrocytes, allongement des os, limite la perte osseuse liée a I’age
somatomédine C
. Régule la croissance, la mobilité et la morphogénése des hépatocytes
facteur de croissance . o . . A
HGF X Facteur capital de I'angiogénése car son action est paracrine, son inhibition
des hépatocytes, s . e
réduit les capacités des CSTA et ralentit I'angiogénése
. Hématopoiese, différenciation endothéliale, contréle du systeme
facteur de croissance . e . [ . . e
TGF-B1 immunitaire, stimule les ostéoblastes, chimiotactisme prolifération et
transformant re s L . .
différenciation : induction du remodelage osseux
Stimulation de la phase de réponse aigue (rubor, calor, dolor, tumor),
INF-a facteur de nécrose chimiotactisme et adhérence des neutrophiles, activation des macrophages :
tumorale stimulation de la phagocytose, production d’IL1, d’oxydants, lipides pro-
inflammatoire, prostaglandine
Facteur de
stimulation des . . .
. Stimule les cellules souches pour produire des granulocytes (neutrophiles,
GM-CSF colonies de . . .
éosinophiles, basophiles) et monocytes/macrophages
granulocytes/
macrophages
. Peut inhiber la réaction immunologique cellulaire et réduire 'immunogénicité
PGE2 Prostaglandine 2 &9 &
des CSTA
IL6 : Réle anti-inflammatoire, en relation avec le TGF-B : différenciation des LT
naifs en LTh17
IL-6, 7, 8, 11 Interleukine 6, 7, 8, 11 IL7 : survie, développement, homéostasie des cellules B, T, NK
IL 8 : chimiotactisme des neutrophiles
IL11: induit la phase de réaction aigue
. Contrdle de la satiété, induit une lipolyse, et puissant inhibiteur de la
LEPTINE Leptine - POIysE€, €t puissan
formation osseuse : stimule la résorption
Anti-diabétique magique : Effets anti-athérogéniques (inhibe la formation de
AdipoQ Adiponectine plaque d’athérome, supprime le LDL) et effets insulino-sensibilisateurs

(diminue la glycémie en captant le glucose dans le muscle et le foie)

ANGIOTENSINE

AGloull

Vasoconstriction : maintient de la pression artérielle via la volémie
plasmatique

Présentation de I’antigene aux cellules compétentes du systéme immunitaire

CTSD CathepsineD . I
9 P (histocompatibilité type II)
PENTRAXIN Pentraxine Défense de I’h6te contre les bactéries pathogénes, contréle de I'immunité
Protéine de zone de . )
PZP Composant du sérum en fin de grossesse
grossesse
Protéine de liaison au . . P c
RBP rétinol Modulation de I’expression génétique et développement de I’embryon
- Régule avec une capacité inégalée le recrutement et la survie des cellules
Stromal Cell-derived . . . . . .
CXCL12 [ SDF-1 factor 1 progénitrices, assure I’orientation, la migration des cellules circulantes et
I’infiltration des cellules inflammatoires dans les tissus en régénération
) Angiogenése : facteur pro-inflammatoire, convertit I'acide arachidonique en
COX-2 Cyclooxygénase-2 glog P ; 9
prostaglandine H2
MMP-2 Matrice Angiogenése, réparation tissulaire, embryogenése ou encore cicatrisation

métalloprotéinase-2

cutanée




LES CELLULES SOUCHES DU TISSU ADIPEUX

L’expression de ces cytokines fait des CSTA une thérapie prometteuse pour la transplantation, l‘intégration de
greffons et le contréle de l'ischémie chez les patients.

REHMAN ET AL."”® ont rapporté une guérison totale de I'ischémie des membres postérieurs chez la souris par la
sécrétion de VEGF et HGF issus des CSTA. Thérapeutique qui sera transférée chez ’homme par LEE ET AL."’ en
2012.

En plus de la sécrétion de facteurs de croissance, les CSTA réagissent a d’autres facteurs de croissance, le bFGF qui
renforce la prolifération ou le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF). Le bFGF est libéré d'une matrice
extracellulaire blessée”®. Le PDGF est libéré par des plaquettes activées sur le lieu du saignement. Lorsque les
CSTA sont exposées aux facteurs de croissance, les tissus peuvent étre régénérés de facon plus efficace.

Les CSTA possedent des caractéristiques paracrines uniques. Elles sécrétent des facteurs de croissance qui
stimulent la réparation des tissus endommagés. En outre, les CSTA expriment plusieurs types de récepteurs de
facteurs de croissance et subissent leurs influences.

Nous pouvons donc conclure que les CSTA entrainent la régénération tissulaire.

J. POTENTIEL IMMUNOSUPPRESSEUR

Il apparait désormais évident que lefficacité de I'injection de CSTA dans différents modeles de lésions
tissulaires et de maladies dysimmunitaires serait essentiellement due a un effet paracrine au cours duquel les
cellules souches mésenchymateuses produiraient pendant une période courte des molécules anti-inflammatoires
et immunosuppressives favorisant, en lien avec des facteurs trophiques, la régénération du tissu de I’héte.

Les CSTA se sont révélées étre un site immunitaire privilégié, afin de prévenir la réponse de I’héte contre le
greffon apres des procédures de transplantation. Plusieurs études ont montré que les CSTA pouvaient améliorer la
prise de différentes greffes, limitant le recours a des médicaments immunosuppresseurs.

En outre, les CSTA semblent agir également en tant que modulateurs du systéme immunitaire.
Cependant, les cellules souches mésenchymateuses ne sont pas constitutivement immunosuppressives mais
acquiérent ces propriétés apres stimulation par des signaux inflammatoires du microenvironnement tels que les
cytokines inflammatoires IFN-g ou TNF-a.

Nous avons ainsi résumé les effets immunosuppresseurs des CSTA?

FIG 41: POTENTIEL IMMUNOSUPPRESSEUR DES CSTA
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V. ETUDE DE LA DIFFERENCIATION DES
CSTA IN-VITRO



ETUDE DE LA DIFFERENCIATION DES CSTA IN-VITRO

MATERIEL ET METHODE

MESH TERMS CRITERES CRITERES NOMBRE DE ARTICLES
MOTS-CLES D’INCLUSION D’EXCLUSION PUBLICATIONS RETENUS
« adipose derived stem Os, parodontal,
cells » pulpaire, Etudes commerciales 181
« exvivo differentiation » odontogénique

A. PRESENTATION

Les CSTA, comme les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse, ont la capacité de se
différencier en cellules mésodermiques, telles que les fibroblastes, les adipocytes, les myocytes, les chondrocytes
et les ostéocytes, dans un processus appelé différenciation spécifique de lignée.

La preuve croissante de la capacité des CSTA a se différencier en cellules d'origine non mésodermique telles que
des neurones, des cellules endocrines pancréatiques, des hépatocytes, des cellules endothéliales et des myocytes
cardiaques, est surprenante. Ce processus est appelé « cross-différenciation » : différenciation croisée.

La différenciation spécifique de lignée peut étre suivie au niveau moléculaire par I'expression de facteurs
de transcription essentiels des tissus matures. Les premiers stades de la différenciation, nommés « attribution »
ou « engagement », affectant les CSTA dans une lignée spécialisée ne sont pas encore complétement connus.

In-vitro, la différenciation des cellules multipotentes en un phénotype cellulaire souhaité peut étre obtenue par
leur stimulation au moyen d’agents de différenciation et par 'utilisation de conditions de culture appropriées ou
d’un support : un « échafaudage » simulant ainsi un « micro-environnement ».

CONDITIONS DE CULTURE

De fagon générale, les CSTA sont maintenues dans un milieu contenant :
- une solution de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) : acides aminés, sels, glucose, vitamines
- 10% de FBS : sérum bovin foetal
- 1x pénicilline / streptomycine (GibcoBRL, Rockville, MD, USA)

Le mélange est déposé dans une boite type plastique maintenue dans un incubateur humidifié a 37°C/ 5% de CO2.

Le milieu a été changé deux fois par semaine et les cellules ont été passées avec 0,25% de trypsine [ EDTA a 0,1%
(Gibco BRL) apres avoir atteint 9o% de confluence.

FIG 42 : VOIES DE DIFFERENCIATIONS DES CSTA

o

- ODONBLASTIQUE’&'
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B. PLASTICITE DES CSTA : POTENTIEL DE DIFFERENCIATION

VOIE DE DIFFEREN- MILIEU DE FACTEURS DE
GENES EXPRIMES
CIATION CULTURE DIFFERENCIATION
HCG-DMEM * Isobutylméthylxanthine Pparyz,
(high glucose) | | bexamethasone Leptine,
ADIPOGENIQUE™ | - 10%FBS rame Hason AP,
¢ Indométhacine
. Glucose,
¢ Insuline
Transporteur de type 4
LG-DMEM (low . o Phosphatase alcaline,
glucose) ¢ 1,25-dihydroxyvitamine D3 R
Collagéne de type |,
10% FBS ¢ Ascorbate-2-phosphate o .
steoponin,
* BMP-2 ) .
Ostéocalcine,
OSTEOGEN|QUE141 ou Sialoprotéine osseuse,
Runx-2,
* Dexamethasone Emgi’
e B-glycérolphosphate o
gy phosp Récepteur de I'hnormone parathyroidienne,
¢ Ascorbate-2-phosphate )
Récepteur de BMP 1 et 2
Scaffold : PGA : TnGszI?r:e Collagéne de type Il,
CHONDRO- 3D ’ Collagéne de type IV,
181 HG DMEM * Dexaméthasone, Aggrécane, prolylendopeptidase-like
GENIQUE 5 ) * Mg L-Ascorbate-2-phosphate 88 ’F,) y pep ’
1% ITS + Premix Sulfate protéoglycanes
* BMP-6
PARODONTALE DMEM e PRP
DSPP
DMEM * BMP2 Enamelysin
PULPAIRE HEPES e L-ascorbic acid-2 phosphate SMP1 Y
3D pellet ¢ Penicilline-streptomycine Col-alpha-1
DMEM * BMP-2 DSPP
HEPES ¢ Glycérophosphate Enamelysin
ODONTO GENIQUE NaHCO3 ¢ Acide ascorbique-2-phosphate SMP1
CaCl2, NaOH * MIP-3-alpha Col-alpha-1
* LG-DMEM
182 LG-DMEM ¢ 5-azacytidine
MYOGENIQUE FBS . FCF N.R.
* Amphotericin B
VASCULAIRE D’V‘;’V‘I F”BSI « Lglutamine VEGF
ENDOTHELIALE memyiceliios 1. (vear) PDGF
HGF
CANALAIRE
PBS CSTA directement VEGE
ACINEUSE Cox-2
MM-2
e FGF e TGF-B
TENDINEUSE N.R. * PDGF-BB e IGF-1 N.R.
* EGF * BMPs
¢ Acide butyl BHA . - . ]
« Acide valproique Nestine-positives * Protéine acide
NEURONALE183 HG-DMEM e Forskolin Marqueurs de fibrillaire gliale
20%FBS . cellules de Schwann | ¢ Récepteur du NGF
¢ Hydrocortisone
' S100 P75
¢ Insuline
¢ Activine A * HGF .
PANCREATIQUE N-R. ¢ Exendine4 * Pentagastrine Insuline
¢ Transferine
184 ¢ IL3-6
CARDIAQUE N.R. . VECF N.R.
* TGFB
* Hef L'albumine et alpha-feetoprotéine expressio
HEPATIQUE™® N.R. + Oncostatine m aumifie € @ Plaemroproteine expression
L et la production d'urée
* Diméthylsulfoxyde
EPITHELIALE N.R. * N.R N.R.
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Au fil des années, la recherche a adopté les CSTA dans de vastes domaines. Des essais cliniques ont été
proposés afin d'étudier le potentiel thérapeutique et la pertinence de ces cellules en fonction de l'induction de
leurs propriétés afin de les comparer aux cellules souches de la moelle osseuse. De grandes connaissances
concernant la récolte, la caractérisation et la transplantation de CSTA ont été développées.

Cependant, la littérature actuelle ne dispose pas encore de preuves solides sur leur potentiel clinique. Cela
peut étre di au caractére hétérogéne des fractions stromales affectant leur pureté et leur phénotype moléculaire
rendant ainsi de nombreux rapports et résultats incertains.

- Le manque de normalisation dans la définition des CSTA, puisque les deux FSV et CSTA peuvent étre
utilisées, ce qui limite I'interprétation clinique'®,

- La régénération tissulaire par transplantation de CSTA est-elle le résultat de leur mécanisme de
transdifférenciation ou de leurs effets paracrines en sécrétant de nombreuses cytokines et facteurs de

croissance ?

Ainsi, la standardisation d'une méthode et I'amélioration des données précliniques actuelles pourraient
permettre une comparaison directe des différents résultats ainsi qu'une meilleure définition du potentiel clinique
des CSTA.

PRINCIPES DE LA MANIPULATION MINIMALE

Lors d'une tentative de traduire des preuves précliniques dans le domaine clinique, la manipulation des
tissus humains, tels que les CSTA ou la FSV doit étre considérée comme un dispositif thérapeutique soumis aux
Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF).

Les organismes nationaux de réglementation (par exemple, la Food and Drug Administration aux Etats-
Unis et I'Agence européenne des médicaments dans I'UE) fournissent les regles officielles et les lignes directrices

qui garantissent des procédures sires et controlées™.

Par exemple, la fraction stoma-vasculaire ne subit qu’un nombre de manipulations minimales'®®, et son
isolement ne nécessite pas d'ensemencement et de culture. Inversement, toutes les procédures impliquant des
cultures de cellules mésenchymateuses sont des thérapies cellulaires avancées et doivent se conformer aux regles
de BPF institutionnelles pour les manipulations des cellules, qui doivent étre réalisées dans une «usine de
cellules » d'un établissement certifié.

RECUEIL DES DONNEES

La stratégie de recherches d’études cliniques a été réalisée par I'intermédiaire de la base de donnée électronique
PubMed (Medline), en voici les critéres généraux :

NOMBRE DE ARTICLES

?
CRITERES D'EXCLUSION PUBLICATIONS RETENUS

CRITERES D’INCLUSION

MOTS-CLES

Etudes commerciales
* Bone marrow stem cell
* Regeneration du tissu

* «adipose derived mise en place in vivo
stem cells » * nombre de spécimes
clairement indiqué

} e adipeux
* «stroma vascular ¢ études de 'utilisation des « Etudes dont p>0,05 (non
fraction » CSTA avec ou sans signiﬁcatifs) p>0,05
biomatériaux 62 2
‘ . . e Utilisation de facteurs de > 35
e évaluation histo et/ou croissance seuls
® «invivo» radiologique I ) .
‘ ’ 8 . e Utilisation de biomateriaux
* Etudes sur le potentiel de seuls
* «differentiation » réparation de structures du ¢ Etudes sur les régénérations
massif facial
en dehors du massif facial
N ANANANNANNAANANANANANANANNAN ANNANNANANNANANNANNANNANNANNANANNNAN ANANNANANNANNANN

Pour chaque domaine d’étude suivant, des mots-clés spécifiques («bone regeneration »,
« periodontal regeneration » ... ) ont été ajoutés afin d’orienter les résultats vers le site a régénérer.
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A. ETUDE DE LA REGENERATION OSSEUSE

MOTS-CLES AJOUTES NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

« bone regeneration », « osteogenic », « osteogenesis » 154 76

Avec plus de 3 millions de greffes osseuses dans le monde chaque année, I’0s est bien le tissu le plus souvent
transplanté.

ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

* La greffe osseuse autologue a depuis toujours été considérée comme le «gold standard » car elle
combine tous les composants essentiels a la croissance osseuse et a la régénération: des cellules
ostéogéniques, des facteurs de croissance et une matrice osseuse de support. Cependant, la disponibilité
limitée des sites donneurs et les morbidités associées (hématome, douleurs, injections) contre-indiquent
souvent ce type de greffe.

* Les greffes osseuses allogéniques et xénogéniques contournent ces complications mais n’ont aucun
potentiel ostéogénique, ce sont de bons matériaux ostéoconducteurs mais rarement ostéoinducteurs. De
plus, elles présentent de nombreuses zones d’ombre : la compatibilité tissulaire, le risque de transmission
de germes, la variabilité du lot, le risque de rejet.

*  L’industrie a également mis sur le marché des matériaux alloplastiques : synthétiques ou naturels. Ce
sont des matériaux slrs et immunologiquement inertes, mais souvent trés fragiles et purement

ostéoconducteurs.
POTENTIEL OSTEOGENIQUE OSTEOINDUCTEUR OSTEOCONDUCTEUR
Autogreffes + + +
Allogreffes - 3 +
Xénogreffes - - +
Substituts Alloplastiques - - +

Les limites des greffes osseuses peuvent étre surmontées par les moyens de I'ingénierie tissulaire. Dans cette
approche, un apport de cellules souches a potentialité ostéogénique apporterait le chainon manquant a ces
structures inertes. De plus, de part leur potentiel sécréteur-ostéo-vasoinducteur, la triade est assurée:
ostéogénése <> ostéoinduction <> ostéoconduction.

Contrairement aux matériaux d'échafaudages purement ostéoconducteurs, le principal mécanisme de la
régénération osseuse n’est pas par interposition de cellules résidentes, mais par la formation d’os « de novo » par
les cellules ostéogéniques implantées.

CAHIER DES CHARGES DU GREFFON IDEAL

Le matériau implanté devrait étre ostéoactif, autrement dit, permettre la néoformation osseuse au sein du
greffon.
L’ostéoactivité doit répondre a plusieurs critéres :

- OSTEOGENIQUE : apport de cellules souches capable de se différencier en ostéoblastes fonctionnels,

- OSTEOCONDUCTEUR: un échafaudage stable capable de fixer les cellules et de guider leur
différenciation. Structure poreuse tridimensionnelle munie de tunnels interconnectés capable de résister
aux contraintes mécaniques et masticatoires. Il devra étre résorbable afin d’étre remplacé par de I'os
nouvellement formé,

- OSTEOINDUCTEUR : apport ou production de cytokines pouvant améliorer la prolifération cellulaire et le
recrutement des facteurs nécessaires a leur différenciation et a la production d’une matrice osseuse,

- ANGIOGENIQUE : élément clé, production et/ou activation de la formation d’un réseau vasculaire,

- BIOCOMPATIBLE : non toxique et non immunogene, dégradable a souhait pour assurer le remodelage
osseux,

- CLINIQUE : facile a prélever, facile a manipuler, reproductible et peu onéreux.

- BIOMECANIQUE : adaptée a I’environnement buccal, aux contraintes masticatoires.

1 Un potentiel inducteur existerait pour les allogreffes, mais ceci est tres discuté. Il peut varier en fonction des différents grades, des
différentes banques d’os, de 'dge du donneur et de la technique de préparation et de stérilisation. Pour le DFDBA, la partie minérale est
enlevée, provoquant l'exposition du collagene et probablement des BMPs ce qui aménerait a un potentiel inducteur. Il dépendrait de la
quantité et de la qualité de la matrice osseuse de la greffe et de la banque. Avec les nouvelles techniques de stérilisation, les protéines
morphogénétiques seraient préservées. Pour d’autres auteurs ce potentiel ne concerne pas les allogreffes. SIMPSON ET AL, démontrent in-
vitro qu'il y a croissance des cellules osseuses dans les échantillons prélevés apreés une quarantaine de six mois.
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UNE APPROCHE OSTEOGENIQUE ET ANGIOGENIQUE

Depuis la derniere décennie, d’importantes recherches ont été menées sur l'utilisation des cellules
stromales du tissu adipeux dans la régénération osseuse.

Leur potentiel de cicatrisation osseuse a été démontré in-vitro par la différenciation en ostéoblastes matures et
I’observation des effets paracrines qui facilitent la migration et la différenciation des précurseurs ostéogéniques
et angiogéniques. A ces effets, nous pouvons ajouter I'importance des facteurs endocriniens contenus dans la
FSV'891%° et les CSTA'"'9 couplant ainsi une activité angiogénique au remodelage osseux'"'%,

Plus précisément, le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), joue un réle important dans la réparation
de fractures ou défauts osseux. Le VEGF est capable d'activer la formation d'un nouveau réseau de capillaires
sanguins, jouant ainsi un role direct dans le recrutement de cellules souches hématopoiétiques conduisant a la
formation d'un nouvel 0s'*'?’.

UNE APPROCHE OSTEOINDUCTIVE

L'une des taches les plus difficiles pour le développement de substituts de greffe osseuse est de produire des
échafaudages possédant des propriétés ostéoinductives. Ce potentiel fait appel a I'application de molécules
biologiquement actives.

La formation osseuse est un processus de développement cellulaire orchestré et contrélé par des facteurs de
croissance’®. Leur utilisation dans les échafaudages d'ingénierie tissulaire est évidente lorsque I'intégrité de I'os
est compromise et que le tissu osseux doit &tre réparé'®?*°°, Cela vise a accroitre la présence locale d'ostéoblastes,
en attirant les cellules sur le site de réparation ou en induisant la prolifération des cellules précurseurs

indifférenciées locales, suivie par la transformation de cellules précurseurs dans un phénotype ostéoblastique®'.

L'introduction de biomolécules spécifiques a été montrée dans des modeles animaux afin d'améliorer les
difficultés de cicatrisation osseuse, comme une fracture qui ne guérit pas par elle-méme apres plusieurs mois.

Les BMP sont les facteurs ostéo-inducteurs les plus étudiés®® >, car ils sont de puissants inducteurs de la
mitogéneése et de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses et autres ostéoprogéniteurs. Ce sont
des candidats tres prometteurs pour le traitement des maladies osseuses et des défauts. De plus un certain
nombre d'essais expérimentaux et cliniques démontrent leur innocuité et leur efficacité®’ .

Dernierement, plusieurs nouveaux facteurs de transcription impliqués dans le processus ostéogénique ont été
signalés, y compris Runx2, facteur de croissance vasculaire endothéliale (VEGF), la protéine de minéralisation LIM
(LMP), Sonic Hedgehog (SHH), et Nell-1"°7,

e Dans une étude réalisée par LEE ET AL.*", les protéines BMP-2 et RunX2 ont été co-exprimées dans des
CSTA, démontrant une augmentation significative de la formation de I'os en comparant CSTA et BMP2-
CSTA.

e Récemment, ZHANG ET AL.*® ont étudié la différenciation ostéogénique des CSTA en présence de VEGF,
BMP-6, ou VEGF + BMP-6, qui montre que la combinaison de VEGF et BMP-6 améliore significativement
I'expression de génes de ostéospecifiques comme DIx5 et Osterix et suggérant des similitudes entre VEGF
et voies de signalisation BMP-6 au cours de la différenciation ostéogénique des CSTA.

*  Enfin, deux cytokines pro-ostéogéniques, Sonic Hedgehog (SHH) et Nell-1, ont été étudiées par JAMES ET
AL révélant les effets additifs de SHH et NELL-1 sur la différenciation ostéogénique des CSTA.
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UNE APPROCHE OSTEOCONDUCTIVE

L'os est constitué de cristaux d'hydroxyapatite Ca,, (PO,4)s (OH), répartis dans une matrice organique ; la porosité
et le pourcentage de minéralisation varient selon les différents types d'os. Les échafaudages utilisés comme
support de ['ostéogenése doivent imiter la morphologie osseuse afin de fournir un microenvironnement
approprié pour ’adhérence des cellules, leur prolifération et leur différenciation.

De multiples études décrivent la combinaison des CSTA avec des autogreffes, xénogreffes, des échafaudages
céramiques (1ére génération), ou encore des échafaudages composites (2-3eme génération).

Il est généralement convenu que les biomatériaux céramiques utilisés dans ce contexte devraient imiter le plus
fidelement possible I'architecture de I'os naturel pour assurer la fixation des cellules et leur migration dans les
porosités.

Récemment, plusieurs études in-vitro et in-vivo ont mis en évidence le rbéle ostéoinducteur des matrices
biomimétiques sur les CSTA. En particulier, ’étude réalisée par MARINO ET AL.*" révéle que la matrice B-TCP seule
est suffisante pour déclencher la différenciation des CSTA vers un phénotype ostéoblastique, indépendamment du
fait que les cellules sont cultivées dans un milieu de prolifération ou de différenciation.

Aussi, LIAO ET AL™®, ont comparé le potentiel ostéogénique des CSTA porcines parmi trois échafaudages afin de
trouver ’échafaudage optimal pour l'ingénierie tissulaire osseuse :

1) Polycaprolactone : PCL 2) PCL-BTCP 3) PCL-BTCP-COLLAGENE
L'étude in-vitro a démontré que les CSTA affichent le meilleur taux de différenciation ostéogénique sur
’échafaudage PCL-BTCP-COL, comme en témoignent l'activité de I'alkaline phosphate et I’expression de
I’ostéocalcine (marqueur de la minéralisation).

Ce résultat a été confirmé in-vivo sur une population de souris nudes, I’os obtenu sur la matrice de PCL-TCP-COL
présentait une meilleure architecture et une vascularisation accrue par rapport au groupe PCL. Ainsi la présence
de collagéne augmente le potentiel inducteur ostéogénique.

Par ailleurs, ARRIGONI ET AL.*" ont comparé les tissus osseux néoformés obtenus par le traitement de défauts du
tibia critiques avec un échafaudage d’hydroxyapatite (HA) ensemencé de CSTA autologues par rapport a un
échafaudage d’hydroxyapatite seul en comparant leurs propriétés histomorphométrique, immunohistochimique,
et les propriétés biomécaniques. L'étude montre que les défauts du tibia traités avec des échafaudages de
CSTAontHA a montré un processus de guérison améliorée par rapport a ceux traités avec des échafaudages nus.

L’akermanite Ca,MgSi,0,, est une matrice assemblée qui montre de meilleures propriétés mécaniques et des taux
de dégradation supérieurs aux autres biocéramiques®°™?. Elle renforcerait I'engagement ostéogénique des
cellules souches mésenchymateuses. LIU ET AL.*** ont montré in-vitro que la fixation des CSTA sur I'lakermanite
présentait la méme cinétique que sur le -TCP, cependant I’akermanite permettait une meilleure différenciation
ostéogénique aprés 10 jours de culture.

Récemment, ZANETTI ET AL.**' (2015) ont observé que les CSTA cultivées pendant 21 jours dans un milieu
ostéogénique avant d'étre ensemencées sur des échafaudages d’akermanite produisaient plus de dépots de
calcium et présentaient des taux d'ostéocalcine plus élevés par rapport aux cellules ensemencées sur B-TCP et
PCL.

Les progrés de l'ingénierie tissulaire au cours de la derniere décennie ont fourni une pléthore de matériaux qui
peuvent étre appropriés pour la guérison des défauts cranio-faciaux.

ANALYSE DES ETUDES PRE-CLINIQUES

Une grande quantité de données dans la littérature démontrent I'efficacité des approches fondées sur CSTA pour
induire la régénération osseuse [ guérison in-vivo.

A l'heure actuelle, les études d'ingénierie tissulaire combinées avec des CSTA peuvent généralement étre divisées
en deux catégories :
* DES ETUDES IN-VITRO de caractérisation du potentiel ostéogénique des CSTA sur de nouveaux
échafaudages ou des échafaudages disponibles dans le commerce.
*  DES ETUDES IN-VIVO chez les rongeurs qui analysent le potentiel de régénération osseuse sur des défauts
fémoraux, craniens ou sur la formation d’os ectopique sous-cutanée.
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RESUME DES ETUDES PRECLINIQUES SUR LE POTENTIEL CSTA OSTEOREGENERATIVE

MODELE

D’EXPERIMENTATION ESPECE ECHAFAUDAGE ADDITIONNELS REFERENCE
Rat PLGA Alendronate 2
Lapin HA-PLGA, éponge collagene BV-BMP2/TGF B3 26
Souris PLGA Dura mater 2
Rat B-TCP Lenti-miR31 28
Souris « Custom scaffold » NOGGIN shRNA-Knockout 229
Dog HA-PLGA Aucun 230
Souris Injection systémique Aucun >3
Souris Injection locale Aucun 23
Rat DBM, PLA Aucun =
Rat MAP-coated CL/PLGA Aucun 34
Rat HA-B-TCP Aucun 35
CALVARIA - P 236
Rat PLGA Aucun/milieu ostéogénique
Chien Corail Induction ostéogénique 37
Chien Corail Induction ostéogénique 38
Cochon Eponge collagene Induction ostéogénique 239
Rat DBX Induction ostéogénique 240
Rat PCL-PLGA-B-TCP InductlonHolj:/eEngemque + 241
Souris pDA-PLGA rhBMP2 242
Lapin Eponge collagéne rhBMP2 43
Souris HA-PLGA SonicHe.dgeho'g signaling 244
induction
Rat Injection locale VGEFa 245
Souris PLGA BMP2/RUNX2 bicistronic vector 246
Souris PRP + alginate microsphére Aucun 247
Souris B-TCP Aucun 248
FORMATION D’0OS Rat HA Aucun 9
ECTOPIQUE Rat Matrigel Induction ostéogénique 50
Rat DBM Induction ostéogénique »!
Souris Nanotubes de carbone rhBMP2 252
Rat PLDA rhBMP2 3
Lapin Injection locale BMP bovines 24
Rat Matrice Fibrine rhBMP2 25
Rat B-TCP Lenti-BMP2/7 256
Lapin PLA/PCLp;;/iZSSi:Iearisation Ad-Cbfal 257
DEFAUT Lapin HA-PLA-COL Ad-hBMP2 258
SEGMENTAIRE Souris Injection systémique Aucun 246
Rat Gel collagéne Aucun 9
Lapin PLGA Aucun [ Milieu ostéogénique 260
Chien B-TCP Aucun 261
Lapin HA Aucun 62
Lapin Céramique, matériau biphasique Aucun 263
Souris Injection locale rhBMP6 nucléofection 264
DEFAUT VERTEBRAL/ Rat Lyophilized human cancellous Gal-KO + induction 265
FUSION bone ostéogénique
Rat Gel fibrine rhBMP6 nucléofection 266
DEFAUT Cochon Injection locale Aucun 267
MANDIBULAIRE Rat HA/COL Aucun 268
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INTERPRETATION DES RESULTATS : DEUX ASPECTS SE DEMARQUENT

D'un point de vue général, le nombre de données publiées obtenues a partir de modeles animaux utilisés
pour étudier les propriétés curatives de CSTA sur la régénération osseuse est en constante augmentation.

Cependant, l'interprétation des résultats est laborieuse. En cause : un manque de standardisation des
techniques appliquées (population cellulaire, type d'échafaudage, préléevement, culture cellulaire, technique de
transplantation, préparation chirurgicale...). La multiplicité des paramétres complexifie la catégorisation
exhaustive et systématique de toutes les publications. Ce manque de lignes directrices engendre des problémes
de sécurité, ce qui ralentit les essais cliniques et la traduction clinique de I'utilisation des CSTA.

* CHOIX DE L'ECHAFAUDAGE : les échafaudages composites se sont révélés avoir de meilleures propriétés
mécaniques et biologiques que les échafaudages céramiques. Et leur totale inocuité, retire tout risque de
transmission immunogénique attribuée aux matrices allogéniques et xénogéniques.

* CHOIX DE LA POPULATION CELLULAIRE : Il est a noter que de bons résultats, en terme de cicatrisation

osseuse, sont obtenus dans différents modeles animaux, en utilisant soit des CSTA non
différenciées??3%?34236,242,247,249,257,259,261,262,267269. (531 axemple, en I'absence d'une induction in-vitro
ostéogénique) ou directement la fraction stroma-vasculaire FSV*3>%°.
L'isolement des CSTA ou leur différenciation in-vitro ne serait pas indispensable. Grace aux cellules de la
FSV, plusieurs études ont présenté une vascularisation accrue et une meilleure répartition de I'os
nouvellement formé dans les échafaudages. Par conséquent, en raison de la facilité de traitement, des
colts moindres et des résultats des études pré-cliniques, la fraction FSV représente I'avenir de
l'ingénierie tissulaire osseuse.

ANALYSE DES ETUDES CLINIQUES EN ODONTOSTOMATOLOGIE

Malgré la quantité croissante de données scientifiques sur les CSTA et un nombre tres large d'études
précliniques confirmant leur potentiel de régénération osseuse in-vivo, peu d'essais cliniques controlés ont été
conclus et publiés. Ils visent dans un premier temps a évaluer I'efficacité et la sécurité des CSTA chez les patients
souffrant de troubles d'origine osseuse™**”".

Les divers essais cliniques en cours sont consultables sur le site de I'US National Institutes of Health,
http://www.clinicaltrials.gov. De bons résultats ont été obtenus dans des essais distincts utilisant des CSTA
autologues pour la reconstruction osseuse cranio-faciale®*™”>,

Parmi ces études, nous en avons sélectionné quelques unes :

e LENDECKEL ET AL.”’* (2004) ont utilisé les CSTA pour la reconstruction d'un grand défaut pédiatrique de
la volite cranienne post-traumatique. Les reconstructions craniennes sont trés rares, il n'existe aucune
méthode optimale. Dans ce cas, I’équipe chirurgicale pluridisciplinaire a implanté un feuillet macroporeux
résorbable en tant qu’échafaudage des CSTA combiné d'une autogreffe d'os spongieux. Ces procédures
complexes ont donné une greffe ostéo-stable qui a montré une ossification marquée au 3%™ mois.

y PREMIER CAS DE RECONSTRUCTION D’UN GRAND DEFAUT DE LA VOUTE
oAl S AL CRANIENNE POST-TRAUMATIQUE
Détail sur la patiente | Fille agée de 7 ans
(] Préléevement adipeux | Technique : excision, Site de prélevement : Région fessiére
6' Pré i Préparation type « Patricia Zuk» (durée : 2h directement au bloc opératoire) :
8 isole:::::il(;:z’STA hachage, digestion enzymatique, filtration, centrifugation, mise en culture,
= récupération des CSTA adhérentes
8 Choix de Mélange des CSTA avec une colle de fibrine et de I'os autogénique (iliaque) +
Q. I’échafaudage membrane résorbable Macropore
Transplantation Injection des CSTA au sein du magma d'os, recouvert de la membrane pinsée
FIG 43 i
4 i B
E Radiographiques A §i &%
=) préop puis a 3 mois ! %' i i
v T3 .
Conclusion Formation d'os spongieux a 3 mois, suites opératoire simples

e THESLEFF ET AL.*”? (2011) renouvellent I'expérience sur 4 patients adultes en compilant des CSTA avec un
échafaudage alloplastique de B-TCP et ont obtenu une bonne reconstruction de la vo(te cranienne.
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*  MESIMAKI ET AL.>”® (2009) ont utilisé des CSTA autologues ensemencées sur un échafaudage de B-TCP
dopé de BMP-2 pour traiter un grand défaut maxillaire résultant d'une résection de tumeur bénigne chez
un patient adulte. Ils ont obtenu des résultats satisfaisants : huit mois aprés la chirurgie, il ont constaté
I'acquisition d’un nouvel os, stable, mature, vital, et vascularisé, possédant une bonne ostéo-intégration.

OBJECTIF DE L’ETUDE

PREMIER CAS DE RECONSTRUCTION D'UN GRAND DEFAUT HEMI-MAXILLAIRE
PAR GREFFE ECTOPIQUE MICRO-VASCULAIRE

e . . Homme de 65 ans ayant subi une hémimaxillectomie suite a un kératokyste, traité
Détail sur le patient R . .
par prothése maxillofaciale avec un obturateur
Prélevement adipeux | Technique : excision, Site de prélevement : abdominal sous cutané
_':'_l" Préparation Préparation type «Patricia Zuk» (3 semaine ex vivo) : hachage, digestion
(@) isolem:nt des C,STA enzymatique, filtration, centrifugation, mise en culture sur BTCP puis
8 différenciation a I'aide de rhBMP2 et récupération des CSTA adhérentes
= Echafaudage B-TCP + CSTA enchassés dans une cage de titane faconnée a la taille du défaut
©) . . Implantation dans le muscle rectus abdominis du patient 8 mois avant I'opération
(05 Mise en nourrice . N .
o et perfusion par une branche de I'artére épigastrique
. Transplantation de la greffe au sein du maxillaire et anastomose a I'artére et veine
Transplantation .
faciale
Suivi Suivi et implantation 4 implants a 4 mois (excellente stabilité primaire)
FIG 44 :
wn ] .
= Radiographiques
E préop puis a 3 mois
—l
>
2] i
Ll — |
o« Succes de l'ostéointégration, de la vascularisation et de la cicatrisation gingivale.
Conclusion Les analyses histologiques et immunohistochimiques confirment la différenciation
ostéoblastique des CSTA

e SANDOR, WOLFF ET AL.”>”’® ont publié la reconstruction réussie de grands défauts antérieurs
mandibulaires en utilisant des CSTA ensemencées sur B-TCP prémoulées par une armature titane.

OBJECTIF DE L’ETUDE

RECONSTRUCTION GRAND DEFAUT MANDIBULAIRE PAR GREFFE ARMEE TITANE

Population cible Hommes de 43-55 ans possédant un défaut de type améloblastome de 10 cm
'j Prélevement adipeux | Technique : excision, Site de prélevement : abdominal sous cutané
8 T, Préparat.ion type. « P?tricia Zuk.» 3 _semain.es ex vivo) : hachage, digestio.n
o isolement des CSTA enzymatique, filtration, centrifugation, mise en culture sur BTCP puis
= différenciation a I'aide de rhBMP2 et récupération des CSTA adhérentes
2 Echafaudage B-TCP + CSTA enchassées dans une cage de titane fagonnée sur un modele
o Transplantation Transplantation de la greffe au sein de la symphyse mentonniére
Suivi Suivi et implantation 6 implants a 10 mois
A ) ks X
FIG 45 :
wn 5 ’
adiographiques
= Radiographiq
E préop puis a 10 mois
=l
=
(%2}
Ll
(45
e 15 [
CSTA en combinaison avec des B-TCP et BMP-2 offrent un produit d'assemblage
Conclusion prometteur sans la nécessité de la formation d'os ectopique et permettant la
réhabilitation par des implants dentaires sans modifier le profil du patient

Les inconvénients des procédés expérimentaux de reconstruction partielle de I'os a partir des CSTA sont
représentés par la nécessité de développer des cellules ex-vivo pendant deux a trois semaines afin d’atteindre le
rendement cellulaire approprié pour l'implantation. De plus ils impliquent des interventions chirurgicales

multiples.
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ANALYSE D’UNE ETUDE PARALLELE

Dans I’attente de la publication d’autres études concernant les cellules souches adipeuses, nous pouvons étendre
notre recherche sur d’autres cellules mésenchymateuses afin d'observer leur utilisation in-vivo et de dégager les
possibles domaines d’utilisation.

Nous avons vu précédemment que les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse
présentaient une plasticité comparable aux cellules souches adipeuses, voici une étude paralléle :

° FARRE GAUSCH ET AL.*” réalisent des élévations du plancher sinusien en combinant des cellules
mésenchymateuses issues de la moelle osseuse pelvienne a de I’'os xénogénique type Bio-Oss, I’étude a
été réalisée en Split-Mouse Randomisée chez 12 patients :

o Coté test : cellules mésenchymateuses + Bio-Oss
o Coté témoin : Bio-Oss + os autogéne (région tubérositaire)

OBJECTIF DE L’ETUDE SINUS LIFT EN COMBINANT CSTA ET BIO-OS
w Population cible 12 patients de 48 a 69 ans
8 Prélévement adipeux | Technique : aspiration, Site de préléevement : os pelvien
solement des oncentration et sélection des cellules souches mésenchymateuses
o Isol t des CS C tration et sélection d Ilul h ssenchymat 78
(®) Echafaudage Bio Oss 0,25-1 mm : origine xénogénique (bovine) et membrane collagéne BioGuide
(o) Transplantation Ostéotomie par abord latéral sinusien, mise en place du matériau de comblement
(2’4 P enrichi des cellules mésenchymateuses
i Suivi Suivi et implantation entre 2 et 3 mois (excellente stabilité primaire)
n Radiographiques Augmentation significative de la hauteur et de la largeur d’os :
= préop Euispé 3qmois Coté test : augmentation de 17,7 % £7,3
E Coté témoin : augmentation de 12,0 % 6,6
5' Les cellules souches mésenchymateuses ensemencées sur des particules de BioOss
7, Conclusion induisent un volume suffisant d’os dans un laps de temps comparable aux greffes
'6':-' autogéniques, cette technique pourrait étre une alternative a lutilisation des
autogreffes.

CONCLUSIONS

Plus de 3000 publications s’interrogent sur I’efficacité et la sécurité de I'utilisation des CSTA en médecine
régénérative. La régénération osseuse est actuellement le domaine le plus prometteur pour I'application clinique
de ces protocoles expérimentaux. Cependant, une nécessité de standardisation des protocoles est nécessaire.

De plus, il faut privilégier les applications directes des lipoaspirats, en minimisant les manipulations
(procédés Lipogems, Adiprep...).

Des recherches sont conduites dans le but de développer des dispositifs ad-hoc afin d’isoler rapidement la
fraction stoma-vasculaire des lipoaspirats de tissu adipeux dans I'optique d’effectuer des greffes sans culture ni
manipulation préalable™. Le développement de ces dispositifs peut permettre de surmonter les risques et de
mettre en ceuvre la récolte de graisse pour I'isolement des CSTA visant a une chirurgie reconstructive.
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B. ETUDE DE LA REGENERATION D’UN DEFAUT PARODONTAL

MOT-CLE AJOUTE NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

* «periodontal regeneration » 17 15

ETUDE DU POTENTIEL DE REGENERATION PARODONTALE

Le systeme d’attache de la dent est constitué de deux tissus minéralisés : le cément et I'os alvéolaire.
Entre ces tissus s’interpose un tissu conjonctif vasculaire de composante fibreuse et cellulaire, appelé ligament
alvéolo-dentaire. La maladie parodontale peut conduire a la destruction du parodonte, y compris I'os alvéolaire, le
cément, le ligament parodontal et la gencive. Les tissus parodontaux se régénerent de facon naturelle, cependant
en cas de maladie parodontale la vitesse de destruction est supérieure a la vitesse de régénération, et le systéeme
est dépassé. Il est donc nécessaire de développer des thérapeutiques pour aider ce systéme a se régénérer’’°.

Plusieurs méthodes, telles que la régénération tissulaire guidée®®®, les greffes osseuses et les
protéines de matrice de Pémail’®**%, ont été étudiées pour la régénération du tissu parodontal dans un contexte
clinique. Cependant, I'efficacité de ces traitements reste limitée?**%, car ils ne possédent pas les facteurs clés
pour recruter les bonnes cellules sur le site de la [ésion. Ce recrutement est I’étape critique qui garantit la réussite
de la régénération du systeme d’attache.

Pour surmonter ces limites, les cellules souches mésenchymateuses ont été adaptées pour la

régénération de structures complexes, tels que les tissus parodontaux, et ont donné des résultats prometteurs®?”
296

Plusieurs cellules sont candidates dans la régénération parodontale :

CELLULE SOUCHE
EMBRYONNAIRE

CS DU LIGAMENT
PARODONTAL

CS DE LA MOELLE
OSSEUSE

CS DU TISSU
ADIPEUX

AUTORISATION
ETHIQUE

X

4

4

4

ACCESSIBILITE

x

x

4

vvv

PROTOCOLE
INVASIF V x x V

POTENTIEL VVV VVV V V

PARODONTAL
Légende : ¥ défavorable, v favorable, vvv trés favorable

Une fois de plus, les cellules souches du tissu adipeux se placent en téte des sondages pour la régénération des
défauts parodontaux, dans ce chapitre nous observerons leur capacité de différenciation in-vivo.

CAHIER DES CHARGES DU BIOMATERIAU IDEAL

La régénération du tissu parodontal est un défi trés audacieux car elle nécessite la régénération simultanée de 4
éléments clés qui sont interconnectés : I'os alvéolaire, le cément, le ligament parodontal et la gencive.
Le but est de retrouver:

- Unsysteme solide d’ancrage de la dent a l’os,

- Un systéme de jonction dento-gingivale hermétique (barriére de défense efficace),

- Unsystéme de rupture des forces (amortissement des pressions et des chocs entre les arcades),

- Un systéme assurant la nutrition du parodonte (vaisseaux sanguins et lymphatiques),

- Un systéme proprioceptif de régulation et de coordination des mouvements mandibulaires par les

terminaisons nerveuses (arc réflexe),
- Un systéme dynamique capable de se remanier et de se régénérer (fibroblastes).
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ANALYSE D’UNE ETUDE TYPE

La régénération du tissu parodontal a été expérimentée dans plusieurs modeles animaux, tels que le rat,
le chien, le singe et le porc. Le modéle du chien est particulierement bien adapté pour étudier les capacités des
CSTA arégénérer les tissus parodontaux.

Voici I’étude réalisée par TOBITA et MIZUNO®?, plasticiens de Tokyo (2013):

OBJECTIF DE L’ETUDE

REGENERER UNE ATTEINTE DE FURCATION DE TYPE Ill DE 5 MM

Population cible

Chien

Préparation : création du

Anesthésie, incision sulculaire, lambeau de pleine épaisseur, excision du
cément, os alvéolaire, ligament parodontal a la fraise boule : recréer une

L défaut de classe Il
o atteinte de furcation de 5 mm
g Prélevement adipeux Technique : excision, Lieu : coussinet adipeux inguinal
= Préparation type « Patricia Zuk » : hachage, digestion enzymatique, filtration,
] Isolement . . . P .
s centrifugation, mise en culture, récupération des CSTA adhérentes
Choix de I’échafaudage | Mélange des CSTA avec un gel de PRP
. Implantation du gel + CSTA directement dans le défaut parodontal avec des
Transplantation B
precelles, sutures 6-0 résorbable
% d’os néoformé % de cément néoformé
Radiographiques a 2 Groupe CSTA + PRP 63,9 84,7
" mois Groupe PRP seul 53,7 62,5
IE Groupe témoin 40,3 61,7
[ * Arrangement des cellules le long de la surface dentaire et dép6t d’un nouveau
5' cément (coloration Azan-positive)
tlﬂ Histologiques * Apparition d’ostéoblastes : nouvel os (coloration de I"ostéocalcine)
o * Attachement des fibres perpendiculairement entre I’os et la racine : ligament

parodontal (coloration Elastica van Gieson)

Conclusion

A2 mois, le groupe CSTA + PRP présente une structure similaire a "architecture
d’origine : formation d’os alvéolaire, ligament parodontal et cément

Aprés 4 semaines, les CSTA et PRP ont empéché 'invasion épithéliale dans la zone de défaut.

Aprés 8 semaines, I'os nouvellement formé a été observé au niveau du site d'implantation.

Cette étude a démontré I'efficacité d'une combinaison des CSTA et PRP dans la régénération des défauts
parodontaux.

FIG 46 : PREPARATION DES ATTEINTES DE FURCATION CLIII :

FIG 48 : SUIVI HISTO ET RX DE LA REGENERATION

ECHELLE: 0,5 MM

=UEne

FIG 47 : NEOFORMATION DU PARODONTE

2 MOIS : CSTA+PRP :

—

CSTA+PRP PRP CONTROLE
v
£
e
S
L
o
@
c
2 8
o
= %
- )
8
. k]
Légende: £
a
** Raci "f:’
acine 5
w
[
Néoformation 2
ligament parodontal
Néoformation I-
cémentaire wn S
o ©
s 4
** Os néoformé ~ *

Légende :

|58



ETUDE DE LA DIFFERENCIATION DES CSTA IN-VIVO

FIG 48 : COLORATION ELASTICA VAN GESON
(EVG) ET OSTEOCALCIN (OCN) ECHELLE : 20 MM

FIG 49 : DEFAUT PARODONTAL : COLORATION AZAN
ECHELLE : 25 MM

ASC/PRP

2 months

EVG OCN 1 month

IASC/PRP

PRP PRP

Cont

Légende :

— néoformation cémentaire,

Légende :
— ostéoblaste,
=P fibre de collagene,
cellules ostéoclacine-positives
* racine dentaire

néoformation ligament parodontal,
* racine dentaire

LES ACTEURS DE LA REGENERATION PARODONTALE

Le succes de la régénération des tissus parodontaux nécessite : FIG 50 : LES ACTEURS DE LA REGENERATION
* la différenciation des cellules souches lors de leur Stem cells
from

implantation dans les tissus parodontaux { Periodontal ligament

* la promotion de I'angiogenese et de la vascularisation 2:;;2 s'“:t'i’s"s":e
pour permettre la survie, la croissance et la différenciation
des cellules souches

* ['utilisation d'échafaudages de biomatériaux efficaces

Signaling
. T . ERTTAT .. Scaffold
pour prévenir I'invasion de I’épithélium gingival. it molecules
PLea FGF-2
HA {BMP-Z
Fibrin PDGF g4c...

LE POTENTIEL CELLULAIRE

Pour comprendre le devenir des CSTA dans le défaut parodontal, HASEGAWA ET AL.**® ont marqué les
cellules souches par la protéine fluorescente verte GFP avant leur transplantation. Quatre semaines aprés leur
insertion, les défauts parodontaux étaient quasiment régénérés. Aprés sacrifice des animaux, I'analyse
immunohistochimique a révélé la présence de la protéine GFP au sein des cémentoblastes, ostéoblastes,
ostéocytes et fibroblastes du sein du tissu parodontal. Cette étude appuie avec force le potentiel de
différenciation in-vivo des cellules souches du tissu adipeux dans les défauts parodontaux.

L’IMPORTANCE DE L’ANGIOGENESE

Les divers facteurs de croissance sécrétés par les CSTA peuvent également jouer un réle important dans la
régénération des tissus (21). Pour régénérer le tissu fonctionnel dans une zone endommagée, I'angiogenése est
aussi extrémement importante. Parmi les facteurs de croissance, les CSTA sécretent VEGF, HGF, IGF, TGFB, GM-
CSF, IL-6-8-11, TNF- o, MMP 1, 9.

59



ETUDE DE LA DIFFERENCIATION DES CSTA IN-VIVO

LE PRP/PRF : UN ECHAFAUDAGE DE CHOIX

Les colles de fibrine sont de plus en plus utilisées dans les régénérations tissulaires et constituent un

support de qualité pour les cellules souches destinées a la thérapie cellulaire.

Nous différencions le PRP du PRF selon les critéres suivants®®?:

PRP : Platelet Rich Plasma PRF : Platelet Rich Fibrin
HISTORIQUE Robert E. MARX 1998 Joseph CHOUKROUN 2001
Double centrifugation Simple centrifugation
PROTOCOLE 10min 3 2400 tours/min P gation
. N . 10 min — 3000 tours/min
puis 15 min a 3600 tours/min
TUBE Facteur anticoagulant : CaCl2 Aucun ajout de facteur
Autologue o
elilidin]2 + thrombine bovine ou humaine 100% autologue
P < - -
COAGULATION rovoquée par adjonction de Physiologique
thrombine
O EILACTECRSIDE Massive, durant 1 heure Prolongée, jusqu’a 1 semaine
CROISSANCE PLAQUETTAIRES ' gee Jusq
STRUCTURE BIOCHIMIQUE DE LA Macromolécule a jonction Molécule a jonction trimoléculaire ;
FIBRINE tétramoléculaire : rigide structure naturelle et physiologique
E Culot d'hématie_s
FIG 51 T D T e
T I | & —
[ Plasma acellulaire (PPP) ‘
[ " Buffy coat" (cPRP)
REPRESENTATION : T I [ | [ |
v - )| i S
Il Hématies résiduelles
[ Plasma acellulaire (PPP)
[ cPRP

Le PRF semble donc emporter la bataille des colles biologiques. Son utilisation en tant que support de cellules
souches est motivée par:

La simplicité et la rapidité de la procédure : prise de sang - centrifugation
La consistance gélifiée tridimensionnelle de la matrice : utilisable comme une membrane
La capacité d’emprisonnement des cellules et des facteurs de croissance au sein des mailles de fibrine
assurant une libération lente et prolongée®»®
Sa capacité d’adhésion forte aux racines dentaires®®®
Son origine 100% autologue, ce qui élimine les problémes concernant les réactions immunogenes et
transmission de la maladie®®".
o Son contenu riche en facteurs de croissances bioactifs impliqués dans la guérison des tissus:
VEGF, TGFB, PDGF A/B, HGF, IGF.
o Sarichesse en protéines qui agissent comme des molécules d’adhésion cellulaire, importantes
pour la migration des fibroblastes, des ostéoblastes et des cellules épithéliales: fibrine,
fibronectine, vitronectine, thrombospondine.

Ainsi, le PRF constitue un support de choix tant par son réle physique de support cellulaire mais également son

action sur la prolifération des cellules souches humaine

%

DE NOUVELLES PERSPECTIVES

La recherche teste de nouvelles injections de fractions stoma-vasculaire (FSV) fraichement isolées, sans expansion
des cellules directement au sein du cceur ou des tissus mous®®.

En raison de 'immense quantité de CSTA présentes dans le tissu adipeux, une telle injection devrait contenir une
bonne quantité de cellules souches.

Cette approche simple serait particulierement adaptée a la pratique dentaire.
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C. ETUDE DE LA REGENERATION D’UN DEFAUT GINGIVAL

« gingival regeneration »

MOT-CLE AJOUTE

ETAT DES CONNAISSANCES ACTUELLES

NOMBRE DE PUBLICATIONS

6

ARTICLES RETENUS

5

Du haut de ses 3500 articles, la Medline place les récessions gingivales au coeur des débats de la dentisterie
moderne. Véritable défi pour les praticiens, elles sont fréquemment associées chez les patients a des
préoccupations esthétiques, la peur de la perte des dents, des caries profondes, a une hypersensibilité dentinaire
qui peuvent se poursuivre par la perte d’attache parodontale.

Classifiées par Preston Dallas MILLER Junior®** en 1985, la récession gingivale est définie comme le déplacement de
la gencive marginale apicalement a la jonction amélo-cémentaire (American academy of Periodontology 1992).

Pierre angulaire de la chirurgie muccogingivale, nous rappelons les nombreuses procédures chirurgicales qui
permettent la création d'une zone stable de gencive attachée:

/ LAMBEAU \

PELLICULE

* Rotation de papille

* Lamb déplacé
coronairement

* Lamb positionné
latéralement

* Lamb double papille

* Lamb semilunaire

*_Lamb enveloppe

FIG 52 : CHRONOLOGIE DE LA CHIRURGIE MUCCO-GINGIVALE

/ GREFFEDE

GENCIVE LIBRE

* Greffe épithélio-
conjonctive

e (Greffe de
conjonctif enfouie

e (Greffe tunnel

SUBSTITUTS DE
TISSY MY

Greffe allo ou
xénodermique
Substitut de
collagene / caillot
fibrine : PRF
Echafaudage
synthétique

/ REGENERATION \/~ PROTEINES )/ INGENIERIE )
TISSULAIRE BIOLOGIQUEMENT TISSULAIRE
GUIDEE ACTIVES

* Membrane non ¢ Amélogénines: e Apport de
résorbable Emdogain cellules

* Membrane e Facteurs de souches
résorbable croissance

* PRF

—/

____/

\ V,

\_ ",

3

-

La greffe conjonctive enfouie (associée ou non a un déplacement coronaire) est depuis longtemps enracinée
comme la thérapeutique de référence. Cependant, la quantité de tissu obtenu reste limitée, le risque de nécrose
de la greffe n’est pas négligeable et elle entraine une morbidité du site donneur.

L’'ingénierie tissulaire vient une fois de plus apporter sa pierre a I’édifice dans la recherche du greffon idéal. Dans
une étude menée par Nicholas TOSCANO>* (USA 2001), nous analyserons la régénération d’une récession de classe
[l de Miller par I'application des cellules souches contenues dans la fraction stroma-vasculaire en combinaison avec
une membrane de collagéne bicouche porcine : Mucograft (Geistlich).

FIG 53 : REGENERATION GINGIVALE PAR INJECTION DE CSTA

PREOP

PER-OP

POST-OP A 3 MOIS
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DETAILS DE L’ETUDE

OBJECTIF DE L’ETUDE

REGENERER UNE RECESSION DE CLASSE Il

Population cible 7 Femmes, 1 Homme : 23-45 ans
Description du défaut Récession de classe I, de 2 a 8mm, et d’une moyenne de 3,79mm de
gingival profondeur. Présence d’1t mm de gencive kératinisée marginale
Prélevement adipeux Technique : liposuccion le jour de la chirurgie, Lieu : abdominal
, . Procédé IntelliCell : 60 cc soumis a cavitation ultrasonique, filtration,
Protocole de préparation . . : : .

Ll centrifugation 3250tours/min : culot de faction stroma-vasculaire

a Choix de I’échafaudage | Mucograft : membrane collagénique porcine bicouche

g Anesthésie locale, incision intrasulculaire biseau interne sans incision de

= Préparation du lit décharge, décollement en pleine épaisseur puis en demi épaisseur,

E receveur assainissement des surfaces radiculaires (odontoplasties : fraise, ultrasons),
décontamination (pate tétracycline retire la boue dentinaire),
désépithélialisation des papilles, ajustement-découpage de la matrice
Positionner de la matrice dans le lit receveur, ensemencer et saturer la matrice

Transplantation des al’aide de la seringue de FSV, repositionner le volet sans tension et suture 5-0
cellules souches Vicryl comme pour un lambeau a repositionnement coronaire. Injecter le reste
de la seringue dans la matrice puis autour de la zone chirurgicale.
Post opératoire : Pour le | Aucun événement indésirable, aucune marque d’inflammation, d’inconfort ni

‘|2 patient d’cedéme post opératoire.

E * Gain moyen en hauteur : 3 mm : 86,83 % de recouvrement

5' Clinique a 6 mois * Gain en épaisseur : 0,79 mm

wm * 667 des patients ont atteint 100% de recouvrement

'b":" As . La couleur, la texture, I’épaisseur de la régénération se confondent avec la

pect de la gencive . .
gencive native.

Ainsi, par les résultats cliniques, "absence de mutilation d’un site donneur et I’'absence de douleur post-

opératoire, I'utilisation de la FSV représente une alternative fiable et reproductible dans le traitement des

récessions.

Afin d’affirmer la place de I'ingénierie tissulaire dans la chirurgie mucco-gingivale, McGUIRE ET AL.
renouvellent Pexpérience en comparant une greffe de cellules souches fibroblastiques (dérivées des
kératinocytes) a une greffe épithélioconjonctive. L’étude a été randomisée sur 25 cas et un questionnaire a permis

de déterminer le ressenti des patients face a cette chirurgie. Voici les résultats cliniques :
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GREFFE DE CELLULES SOUCHES GREFFE GINGIVALE LIBRE
Quantité de tissu kératinisé obtenue 4,5+ 0,80 mm 2,4 £1,02 mm
Niveau d’attache clinique Bonne attache Bonne attache
Douleurs post-opératoires + ottt
Aspect physique : couleur, texture Excellente Perfectible (aspect de rustine)
Reproductibilité ettt o

Nous pouvons donc observer que malgré la présence de cellules souches, la quantité de tissu kératinisé
obtenue est inférieure a la greffe gingivale libre. Une amélioration de la récession est toutefois constatée dans 24
cas sur 25. Cependant, la greffe de cellules souches n’entraine aucune comorbidité/mutilation d’un site donneur et

la qualité de la gencive obtenue est supérieure. C’est donc un traitement fiable et reproductible.

La bataille contre les récessions gingivales n’est pas encore terminée mais nous pouvons affirmer que I'ingénierie
tissulaire représente une alternative prometteuse.
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D. ETUDE DE LA REGENERATION PULPAIRE

MOT-CLE AJOUTE NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

PHILIPP PFAFF, en 1756, dentiste de la cour royale de Prusse publie ses travaux sur les premieres
tentatives de pulpectomies par utilisation de feuilles d’or comme matériau d’obturation. En 1847, EDWIN
TRUMAN>” introduit la gutta percha comme matériau d’obturation. 168 années plus tard, nous notons que
d’innombrables moyens et techniques ont vu le jour, cependant le traitement et les matériaux restent toujours
primitifs et inchangés.

Malgré un succés clinique rapporté, les études évaluant les traitements endodontiques montrent des taux
d’échecs trés importants, avec environ 70% de traitements insatisfaisants par manque d’étanchéité,
contamination bactérienne ou persistance des pathologies infectieuses ou inflammatoires de la pulpe.

C'est & partir de 1970 et les études de NYGAARD-OSTBY’*® qu'est né le concept de I'endodontie
régénérative, comme nouvelle modalité de traitement ayant pour but le rétablissement de la vitalité pulpaire et le
développement radiculaire.

La recherche actuelle en endodontie travaille sur la mise au point d’'une méthode alternative, efficace,
fiable et sre. De nombreuses techniques de revascularisation ont vu le jour en 2001 par IWAYA et AL>%%3"°
proposant I'idée d’induire I'apexification des dents permanentes immatures par désinfection du canal puis en
induisant un saignement apical qui coloniserait le canal. Cependant, cette technique s’apparente plus a un
processus de réparation plutdt qu’a une régénération®”.

La notion de régénération pulpaire par I'ingénierie tissulaire a toujours été considérée comme ambitieuse
car la pulpe est enfermée dans la dentine et isolée de la circulation générale par 'apex. Le but ultime de ce
traitement vise a apporter une alternative biologique au traitement endodontique afin de pouvoir « revitaliser »
les dents.

Les premiers essais cliniques®**" ont démontré en 2011, que la transplantation autologue d’une population de
cellules souches pulpaires est capable d’induire une régénération compléete de la pulpe. Cependant, elle nécessite
la dépulpation d’une dent donneuse (type « dent de sagesse »), de plus, la disponibilité du tissu pulpaire diminue
avec I’age.

La recherche d’une source de cellules mésenchymateuses nous conduit une fois de plus au tissu adipeux,
voici un protocole établi par une équipe japonaise dirigée par les Drs ISHIZAKA et IOHARA®'*3",
En fonction de I’atteinte pulpaire, deux situations sont envisageables :

FIG 54 : STRATEGIES DE REGENERATION PULPAIRE

A Pulpite

réversible
. Pulpotomie Injection REGENERATION

partielle cellules souches PULPAIRE

B  Pulpite Injection REGENERATION
irréversible Pulpectomie cellules souches PULPAIRE
Partie coronaire :
Collagéne +
facteurs

Partie apicale:
Cellules souches +
facteurs
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ANALYSE DE LA REGENERATION PULPAIRE

OBJECTIF DE L’ETUDE REGENERER UNE DENT DEPULPEE
Population cible Chien
, . Anesthésie, retrait de '’ensemble de la pulpe sur des incisives et élargissement
Préparation de la dent BN . )
w du foramen apical a 0,7 mm par lime K-File 70.
(a] Prélevement adipeux Technique : excision ; Site : sous-cutané abdominal
g Préparation type « Patricia Zuk » : hachage, digestion enzymatique, filtration,
Isolement . . . . PR {
- centrifugation, mise en culture, récupération des CSTA adhérentes
"'E'I Choix de I’échafaudage | Collagéne type I (Nitta Gelatin)
Transplantation dans la partie apicale du canal puis recouverte par du collagéne
Transplantation et obturation de la cavité par un ciment phosphate de zinc et une résine
composite.
* Formation d’un tissu morphologiquement similaire a la pulpe
* Taux d’expressions de marqueurs similaires a la pulpe dont le cluster CD105
(endogline) caractéristique de la pulpe
wn * Augmentation du flux sanguin, et de la densité des capillaires
IE Analyse * Expression d’éléments neurogéniques : fibres nerveuses
: Immunohistologique * Excellents taux de migration cellulaire
-} * Effet trophique de libération de facteurs de croissance
:ﬂ * Expression de ENAMELYSIN : Formation d’une matrice solide et
o différenciation en odontoblaste
* Régénération d’un fragment de dentine
. Le tissu régénéré par les cellules souches du tissu adipeux est similaire en tout
Conclusion R .
point a une pulpe fonctionnelle.

Bien qu’étant réalisés chez I’animal, ces résultats mettent en évidence le potentiel des cellules souches adipeuses
comme élément clé des traitements endodontiques de demain.

FIG 55 : REGENERATION D’UNE PULPE DENTAIRE : ETUDE COMPARATIVE
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E. ETUDE DE LA REGENERATION DENTAIRE

MOT-CLE AJOUTE NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

« tooth regeneration » 3 3
NANANANANANNANNANANNNANNNANNNANNNANNAN

Nous avons vu précédemment le potentiel de régénération osseuse, parodontale, pulpaire des CSTA.
Pourquoi ne pas associer ces domaines et conjecturer la régénération d’une dent entiere ?

De nombreuses études

316-321

ont mis en avant le potentiel odontoblastique des cellules souches pulpaires,

cependant la régénération d’une dent structurellement et physiologiquement identique a une dent naturelle n’a

pas encore été atteinte.

Cest le défi lancé par le Dr. HUNG et AL.>*' (2011) qui a testé le potentiel de régénération d’une dent a partir de

cellules souches du tissu adipeux :

OBJECTIF DE ’ETUDE REGENERER UNE DENT APRES AVULSION
Population cible Lapins de Nouvelle-Zélande de 2-6 mois
. . . Anesthésie, avulsion d’une incisive maxillaire (test) et d’une incisive

P~ Préparation du site mandibulaire (contréle), curetage approfondi
o 2
(o) Prélevement adipeux Technique : excision, Site : sous-cutané abdominal
|:I_: Isolement Préparation type « Patricia Zuk » : hachage, digestion enzymatique, filtration,
L centrifugation 1200g, mise en culture, récupération des CSTA adhérentes
= Différenciation DMEM + HEPES + NaHCO3 + CaCl2, NaOH

Choix de I’échafaudage | Gel de collagéne (porcin) contenant du BMP2

Transplantation Insertion du gel de collagéne contenant les cellule souches + BMP2 et suture 5-0
* Formation d’une entité blanche minéralisée au sein de I’0s alvéolaire
Analyse morphologique | ° Régénération d’une structure définie semblable a des dents naturelles
* Aucune éruption visible au bout de 15 semaines
£ * Formation d’une dentine organisée en tubules paralléles
3 * Formation d’un cément qui recouvre la dentine
N * Formation d’un ligament parodontal qui pénetre le cément et ancre la
< dentine a I’os par des fibres obliques et horizontales (identique aux fibres de
|V_’ Analyse histologique et Sharpe)./) , . B .
< immunologique . F(frmatlon d un‘e pul?e vivante composée de valsse.aux et de nerfs
: * Réseau vasculaire présent dans la pulpe et dans le ligament parodontal :
) continué de gros vaisseaux entourés par un plexus capillaire de petits
i vaisseaux
(4’4 * Réseau de fibres nerveuses myéliniques (emballées dans du périnervre) et
amyéliniques (fibres C)
- Formation d’une structure organisée ressemblant en tout point a une dent
Conclusion naturelle

En 15 semaines, un organe dentaire vivant a été régénéré ! Possédant une structure organisée, vascularisée et
innervée, qui serait capable de réagir a des stimuli thermiques, proprioceptifs et nociceptifs.

Les auteurs estiment qu’une éruption de la dent aurait pu étre réalisée par une ouverture chirurgicale car une
épaisseur d’os a recouvert la partie superficielle de I’alvéole.

Le chemin est encore long et des études complémentaires telles que la dureté de la dentine, sa réponse aux
stress mécaniques (mastication) seraient encore nécessaires, mais cette étude caractérise le potentiel
odontogénique des cellules souches adultes du tissu adipeux.
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FIG 56 : REGENERATION DENTAIRE A 15 SEMAINES, VUE ENDOBUCCALE, DISSECTION ET HISTOLOGIE

Légende :
1) Vue endobuccale de la dent régénérée
2) Coupe transversale de dissection
3) Coupe longitudinale de la structure régénérée
4) Analyse histologique du germe
5-7) Agrandissement des structures :
* PDL:ligament parodontal
¢ (C:cément
¢ D:dentine
¢ AB:Osalvéolaire
* Fleche: fibres de Sharpey
8) Visualisation de la dentine : canalicules qui s’inserent perpendiculairement au ligament parodontal
9) Visualisation de la pulpe : matrice, *vaisseaux, fleche : nerfs
10) Visualisation du ligament parodonal : *vaissaux
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F. ETUDE DE LA REGENERATION DES GLANDES SALIVAIRES

MOT-CLE AJOUTE NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

* «salivary gland » 9 3

LA XEROSTOMIE, UN FLEAU SOUVENT IATROGENE

Chaque année dans le monde, plus de 500 000 patients sont diagnostiqués d’un cancer des voies aéro-
digestives supérieures. Un grand nombre de patients sont traités par radiothérapie, seule ou en combinaison avec

la chirurgie ou encore de la chimiothérapie.

FIG 57 : SIALOGRAPHIE POST-RADIQUE
Malheureusement, a I'heure actuelle, la plupart des patients EN IMAGE D’ARBRE MORT

qui ont subit une radiothérapie souffrent de xérostomie (sécheresse

buccale) en raison d'un dysfonctionnement de la glande salivaire

induite par le rayonnement.

Le patient peut récupérer totalement sa fonction a
condition que la dose totale recue par les glandes salivaires soit
inférieure a 26 grays, ce qui n’est jamais le cas pour la radiothérapie
curative ORL. Deés 40 grays, I'atteinte est souvent irréversible.
L’hyposialie est souvent définitive dés 50-60 Gy. A la sialographie,
on obtient une image d’arbre mort. Les changements dégénératifs
progressent, la glande s’atrophie et devient fibrotique : nécrose
intraglandulaire, atrophie des acini, dégénérescence graisseuse. ||
en résulte une perte du stock des cellules acineuses qui n’est pas
réapprovisionné par les cellules de la couche basale, dont un grand
nombre a subi une apoptose.

Gommes a macher, sialogogues, substituts salivaires, transplantation de glande salivaire, poudre de
perlimpinpin... D’innombrables thérapeutiques ont été proposées dans le traitement de ces xérostomies post-
radique, sans un réel succes.

Pourquoi ne pas utiliser la thérapie cellulaire dans le traitement de ces xérostomies ? C’est le pari lancé en 2011 par
I’équipe du Dr. Tsuyoshi KOJIMA*** au sein du département de chirurgie ORL de I’hopital de Kyoto (Japon).

DESIGN DE L’ETUDE :

Les CSTA sont connues pour leur capacité angiogéniques par la sécrétion de multiples facteurs de
croissance et de cytokines. Le but de cette étude est de déterminer si la transplantation de CSTA permet de
remédier a I'hyposalivation induite par le rayonnement. Pour ce faire, des CSTA ont été injectées dans les glandes
sous-maxillaires 10 semaines apres irradiation.

Pour quantifier les effets, la morphologie et le flux salivaire de la glande sous-maxillaire ont été évalués juste avant
la transplantation et a 5 et 10 semaines aprés la transplantation. Les effets angiogéniques et paracrines des CSTA

ont également été évalués.
FIG 58 : MARQUAGE GFP DE NKCC-1

18 GY 18 GY + CSTA

LrF

En 2014, une équipe chinoise dirigée par
Xiong XUEYAN>*, renouvelle d’expérience et parvient
a identifier I’expression de NKCC-1, caractéristique
d’'une transdifférenciation des CSTA en cellules
acineuses.

NKCC1

Ces études dévoilent donc une nouvelle voie de
régénération des tissus endommagés par 'irradiation
médicale, démontrant, une fois de plus le potentiel
de réparation et de régénération des CSTA.
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RESUME DES ETUDES DE KOJIMA ET AL3* (2011) ET XIONG ET AL3® (2014) :

y REGENERER UNE GLANDE SALIVAIRE FONCTIONNELLE INITIALEMENT
OBJECTIF DE L'ETUDE DETRUITE PAR UNE SOURCE D’IRRADIATION
Population cible Souris
w | Préparation:irradiation | 10-18Gy : dysfonctionnement salivaire irréversible aprés 2 mois
o Prélevement adipeux Technique : excision, Site : coussinet adipeux inguinal
g Isolement des CSTA Préparation type « Patricia Zuk » : hachage, digestion enzymatique, filtration,
- centrifugation, mise en culture, récupération des CSTA adhérentes
"'E'I Transplantation CSTA dans une solution PBS administrées par voie percutanée directement au
P sein de la glande salivaire
Prélévement de la salive | Injection d’un sialagogue et mesure de la quantité de salive sécrétée
. ) Groupe CSTA : récupération de 75% de la production de salive
Physiologiques Grouge Test: réduclt)ion de 50% g P
tle * Expression CD31-positive : marqueur d’une angiogenése accrue
E Histologiques * Effet paracrine des CSTA : sécrétion de facteur de croissance, hépatocytes
=l (HGF), facteur vasculaire endothélial (VEGF), Cox2 et MMP2
a * CD31 marque une différenciation des CSTA en cellules endothéliales
g:" TG vasculaires, mais également en cellules canalaires
* HGF : résolution de la fibrose
* Cox2 et MMP2 : augmentent "angiogénése

Il semble donc que la principale amélioration du débit salivaire induite par les CSTA soit le résultat d’une
augmentation du flux sanguin par sécrétion des facteurs angiogéniques. Deuxiéme fait marquant : les CSTA ont la
capacité de se différencier en cellules endothéliales ainsi qu’en cellules canalaires. Les cellules canalaires sont

responsables de la collection de la salive produite par les acini.

FIG 59 : REGENERATION DE LA GLANDE SALIVAIRE SOUS MAXILLAIRE
APRES IRRADIATION

IRRADIATION ET
GLANDE NORMALE IRRADIATION 18 GY INJECTION CSTA

1 BT

PAS

TUNEL

Légende :
Coloration H&E :

- plages de nécrose, vacuoles cytoplasmiques et atypie des noyaux
Coloration PAS : spécifique des acini
Coloration TUNEL : marqueur des cellules apoptotiques

- forte activité apoptotique dans la glande irradiée

- résolution apreés injection de CSTA

Saliva flow rate (g/ g)

FIG 60 : MESURE DU DEBIT SALIVAIRE
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FIG 61: SECRETION DE FACTEURS DE

CROISSANCE ET CYTOKINES
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G. ETUDE DE LA REGENERATION ORALE POST-ULCERATION

MOT-CLE AJOUTE NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

«oral ulcer » 51 10

La cavité orale joue un rble essentiel dans de nombreuses fonctions corporelles clés, y compris la
mastication, la digestion, la déglutition, la respiration et la communication. Les étiologies des ulcérations
muqueuses sont multiples : traumatismes (chimique, thermique, physique), stomatites aphteuses récurrentes,
infections microbiennes, maladies cutanéo-muqueuses, troubles systémiques, thérapies médicamenteuses, lichen
plan ou encore le carcinome a cellules squameuses.

En raison de la riche innervation de la muqueuse buccale, les ulcérations sont invariablement douloureuses a
I’exception du carcinome qui évolue a bas bruit. Ces douleurs prolongées affectent grandement le quotidien des
patients : difficulté a I’alimentation, lors de la parole, de la déglutition.

Le traitement de ces ulcérations demeure une énigme pour les praticiens. La plupart du temps, une
corticothérapie a base de stéroides est prescrite aux patients. Cependant, ces traitements présentent de
nombreux effets indésirables lors des prises a long terme (glycémie, décalcification, anémie, etc.).

Une fois de plus, la médecine régénérative vient apporter une nouvelle solution dans le traitement des
ulcérations. De nombreuses recherches commencent a apparaitre quant a 'utilisation des cellules souches pour

soutenir le potentiel de cicatrisation des tissus®*.

En 2009, GRANERO-MOLTO et AL>* ont été les premiers a déclarer que les cellules souches mésenchymateuses
pourraient aider la cicatrisation des ulcéres de deux facons : en se différenciant en cellules du tissu et en sécrétant
un large éventail de facteurs bioactifs.

EL-MENOUFY**® en 2010, a rapporté les premiéres utilisations des CSMO de la moelle osseuse pour accélérer la
guérison des ulcéres oraux.

Une récente étude datant de 2014, dirigée par le Dr. ALAMOUDI et AL.>” instaure Iutilisation des cellules
souches du tissu adipeux dans le traitement des ulcéres oraux. Elle compare I’efficacité des CSTA par rapport aux
traitements par corticoides (dexaméthasone).

OBJECTIF DE L’ETUDE TRAITEMENT D’UN ULCERE ORAL
Population cible 18 chiens de 1-3 ans
w inuction des ulcéres Par application topique de formocrésol pendant 3 jours sur la muqueuse orale
8 Préléevement adipeux Technique : excision, Site : épiploon et coussinet adipeux inguinal
Préparation type « Patricia Zuk » : hachage, digestion enzymatique, filtration
I Isolement des CSTA paration type « cla uik» - hach g¢, digestion enzy \atque, on
[ centrifugation, mise en culture, récupération des CSTA adhérentes
"'E" Groupe A : injection intra-lésionnelle de CSTA en dans solution PBS
Transplantation Groupe B : injection de corticoides (dexaméthasone)
Groupe C : injection d’une solution saline de PBS (groupe test)
. . Groupe A : meilleure amélioration : diminution des saignements et érythémes
Physiologiques . s
Groupe B : formation de croutes et septicémie
GROUPE A : meilleure amélioration GROUPEB:
* épithélialisation complete de * épithélialisation incomplete, fine
v I’épithélium de surface * parakératose et invasion du nouvel
- - . * néovascularisation épithélium par des cellules
< Histologiques .4 . ” . infl ;
P 3 2 semaines réduction de I'inflammation inflammatoires
5' * tissu fibreux mature e tissu fibreux désorganisé, collagene
w e architecture normale atrophique
'&-‘ * architecture distordue et atrophique
Groupe c : propagation de l'ulcération et le I'inflammation
* Réparation du tissu directement par différenciation des CSTA
Rer * Et indirectement par sécrétion des facteurs angiogéniques : VEGF, TGFB,
Interprétation . s s N
FGF2, angiopoiétin et des génes de collagéene
* Réponse immunitaire améliorée dans le groupe A

FIG 62 : REGENERATION ORALE POST ULCERATION, ETUDE DR. ALAMOUDI ET AL.
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PRE-OP: MUQUEUSE NORMALE ULCERE INDUIT SUR LA INJECTION INTRA-LESIONNELLE DE
_DE CHIEN MUQUEUSE CSTA

Ulcére oral aprés 3 jours Ulcére oral aprés 1 semaine Ulcére oral aprés 2 semaines

GROUPE INJECTION DE DEXAMETHASONE

3 jours 1semaine 2 semaines

GROUPE CONTROLE INJECTION DE PBS (PHOSPHATE-BUFFERED SALINE)

3 jours 1semaine 2 semaines

CONCLUSION

Les résultats apportent la preuve que le tissu adipeux peut-étre une source alternative prometteuse de cellules
souches pour une thérapie. L’injection locale de CSTA semble étre bénéfique dans la régénération des tissus et le
traitement des ulcéres buccaux résistants et remplace le traitement par corticostéroides.

Les CSTA influencent I’expression des génes de facteurs de croissance locaux au niveau du site de la [ésion ce qui
facilite le processus de guérison.

Par ailleurs, cette étude montre du doigt les effets néfastes des traitements médicamenteux tels que les
corticoides qui suppriment les réponses immunitaires et rendent le sujet vulnérable a de nouvelles infections
(bactériennes, virales, fongiques).

L’utilisation de ce protocole mérite d’étre approfondie en laboratoire et en clinique pour voir prochainement le
jour dans de nombreuses applications orales et dentaires.
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H. ETUDE DE LA REGENERATION CHONDRALE

MOT-CLE AJOUTE NOMBRE DE PUBLICATIONS ¢ ARTICLES RETENUS

« temporomandibular », « chondrogenesis » 57 9

Les troubles de I'articulation temporo-mandibulaire se manifestent par des douleurs, des myalgies, des
maux de téte, conduisant a une usure des condyles, maladie articulaire dégénérative appelée arthrose ou
ostéoarthrite®,

Il s’agit d’'un processus d’adaptation dans lequel les cellules sécrétent des enzymes, des inhibiteurs de protéase,
des cytokines dans la capsule articulaire pour lutter contre la destruction, pouvant nécessiter le remplacement
chirurgical du condyle.

De nombreuses approches ont été proposées au fil des années : plan de libération occlusal, physiothérapie,
pharmacothérapie, injection d’acide hyaluronique. Cependant, elles représentent des solutions palliatives et de
courte durée.

Les cellules souches du tissu adipeux représentent une voie d’avenir dans la régénération chondrale, on
distingue 2 thérapeutiques :
- Non chirurgical : thérapeutique appelée « prolothérapie » : traitement médical par injection de cellules
souches directement dans la capsule articulaire
- Chirurgical : remplacement du condyle ou du disque articulaire par un produit de I'ingéniérie tissulaire.

Aucune étude n’est a ce jour répertoriée dans le domaine de la régénération de I'articulation temporo-
mandibulaire par injection, cependant la prolothérapie est de plus en plus présente chez les chirurgiens
orthopédistes®.

TRAITEMENT NON CHIRURGICAL DE L’OSTEOARTHRITE PAR INJECTION DE CSTA + PRP

JAEWOO PAK et AL.>%%
OBJECTIF DE L’ETUDE TRAITEMENT PAR INJECTION DE CSTA+PRP DANS LA CAPSULE ARTICULAIRE
Population cible Humains, 100 cas, chez 91 patients souffrants de douleurs articulaires : genous,
P hanches, lombaires, chevilles
"'Q" Prélevement adipeux Technique : liposuccion, Site : tissu adipeux abdominal
(@) Isolement des CSTA Séparation par gravitation, centrifugation 1000g pendant 5 min, digestion
I collagénase 30 min, centrifugation 100g pendant 3 min.
E Transplantation Ajout de 2 ml de PRP sur 10 ml de CSTA avec 1ml d’acide hyaluronique
= P (échafaudage) et injection dans la capsule articulaire
Méthode d’analvase IRM a 3 mois et questionnaires de satisfaction tous les 6 mois (douleur EVA,
y amélioration, effets indésirables) pendant une durée moyenne de 26 mois
* Score initial : 10 sur I’échelle visuelle analogique
wm Evolution de la douleur | ° A 1 mois: moyenne de 6,55 * 0,32
':: * A 3 mois : 4,43 £ 0,41
: IRM * Aucune formation maligne déclarée
= * Diminution significative de la douleur a long terme (3 mois)
".ﬂ Interprétation * Aucune complication néoplasique
e 3 * Traitement 100% autologue
* Thérapie sure et concluante
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I. UTILISATION ACTUELLE DES CSTA EN MEDECINE REGENERATIVE

MeSH terms : « Adipose derived stem cell » « randomized trial clinic » 2

Ici, nous avons sélectionné uniquement les études possédant un niveau de preuve élevée (A ou B).

- CHIRURGIE PLASTIQUE ET RECONSTRUCTRICE?”: La premiére utilisation de graisse remonte & 1889.

Des fragments de tissus adipeux autologues étaient transplantés pour servir de matériau de comblement
afin de reconstituer des volumes.
Profitant pleinement des nouvelles techniques de lipoaspiration du DR. COLEMAN>®, les domaines de
reconstruction sont trés vastes : chirurgie mammaire, rajeunissement des mains, levres, comblement des
rides, poches, vergetures, rhinoplastie, traitement des malformations®*, asymétries, augmentation
pénienne, lipoatrophie, séquelles de chirurgie cancéreuse. Ces travaux antérieurs fournissent des
résultats intéressants avec un suivi sur plusieurs années des patients. Alors que la greffe de fragments de
tissus adipeux tend a se résorber dans le temps, la greffe de fractions issues de la lipoaspiration présente
une meilleure survie a plus long terme avec revascularisation de la greffe. A ce jour, ces pratiques restent
associées a une absence de tumorigénicité.

- TRAITEMENT DE LA MALADIE DE DUCHENNE : Depuis ces premiéres greffes d’adipocytes, des
injections de préadipocytes (cellules de la FSV) ont été décrites de méme que celles de cellules
adipocytaires préalablement cultivées®*3¥. Transplantées in-vivo dans des souris mdx, un modéle de
dystrophie musculaire de Duchenne, elles permettent une expression de dystrophine humaine dans ces
animaux déficients pour cette protéine, suggérant des perspectives intéressantes d’utilisation de cellules
du tissu adipeux pour la médecine régénératrice®*3%,

- TRAITEMENT DE LA MALADIE DE CROHN : Dans des indications liées a la cicatrisation, la seule étude
menée dans ce domaine par I’équipe du DR. LUIS GARCIA-SANCHO** (Espagne) rapporte I'utilisation
clinique de cellules dérivées des tissus adipeux avec succés. Neuf patients adultes atteints de maladie de
Crohn et porteurs de fistules recto-vaginales et/ou entéro-cutanées ne répondant pas au traitement
médical et ayant déja été traités par deux cures chirurgicales ont subi une injection de CSTA dans le site de
fermeture chirurgicale de la fistule. Dans 67% (6/9) des cas une guérison sans récidive est obtenue huit
semaines aprés I'injection.

- TRAITEMENT DES CARDIOMYOPATHIES ISCHEMIQUES : PERIN et AL>* présentent une étude
randomisée en double aveugle par injection transendocardique de CSTA chez 21 patients. A 6 mois, on
obtient une amélioration significative de la masse ventriculaire gauche et des mouvements de la paroi sur
’IRM. A 18 mois, une réduction de I'ischémie est visible.

- TRAITEMENT DE L’OSTEOARTHROSE DU GENOU : KOH et AL>* ménent une étude cas-témoin
thérapeutique (niveau de preuve Il1) par prélevement de tissu adipeux provenant du coussinet de graisse
infrapatellaire chez 25 patients. Les cellules souches sont combinées avec des débridements
arthroscopique et du PRP afin d’étre injectées dans le genou. Les résultats a court terme sont
encourageants, démontrent I'inocuité de la thérapeutique et réduisent la douleur tout en améliorant la
fonction chez les patients atteints d’arthrose du genou.

- TRAITEMENT DU SYNDROME DE DETRESSE RESPIRATOIRE AIGUE : les cellules souches adipeuses
ont la capacité de moduler la réponse immunitaire et réduisent les lésions pulmonaires. ZHENG et AL.>*
présentent une étude randomisée en double aveugle sur 12 patients adultes par injection intraveineuse de
10° cellules/kg de poids corporel. Il en résulte une diminution significative du taux sérique au bout de 5
jours, ce qui représente une stratégie slire et encourageante pour le traitement de ce syndréme.
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PERSPECTIVES ET LIMITES EN ODONTOSTOMATOLOGIE

VIl. PERSPECTIVES ET LIMITES EN ODONTOSTOMATOLOGIE

A. LES CSTA, UNE SOLUTION DE CHOIX EN DENTISTERIE
REGENERATRICE

La régénération ad integrum des structures de la sphére orale est la stratégie thérapeutique la plus prometteuse

pour la dentisterie. L’analyse de la littérature appuie I'utilisation des CSTA dans notre exercice. Nous vous
résumons ainsi les rouages de leur potentiel régénérateur:

FIG-64 : LE POTENTIEL REGENERATEUR DES CSTA
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PERSPECTIVES ET LIMITES EN ODONTOSTOMATOLOGIE

B. CREER UN PROTOCOLE CLINIQUE ADAPTE A CHAQUE SITUATION
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FIG 66 : UN PROTOCOLE POUR CHAQUE SITUATION CLINIQUE
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C. ANALYSE DES EFFETS INDESIRABLES POTENTIELS

A la vue de Pincroyable plasticité et de la rapidité de croissance des CSTA, le systéme peut-il perdre pied et
engendrer une prolifération inconsidérée ? De nombreux auteurs s’interrogent sur le risque de carcinogénése>*.

Chez les sujets sains, le corps possede un mécanisme interne qui supervise le bon nombre de cellules souches pour
se prémunir contre la perte de contréle de la croissance, qui se produit malheureusement, apres transplantation
de cellules adultes souches.

LEBEDEV?* a montré que les patients immunodéprimés ayant besoin de toute transplantation de cellules souches
adultes avaient un risque plus élevé de développer une tumeur maligne que les individus sains. Au début, ces
observations ont été considérées comme une suite naturelle de leur maladie, mais il a par la suite démontré que
les cellules tumorales appartenaient a la descendance des cellules souches transplantées. En effet, celles-ci
s’étaient développées plus vite et avaient métastasé de fagon agressive dans le cadre de I'inflammation chronique
ou d’une infection.

Ainsi, les essais cliniques doivent tenir compte de la balance bénéfices-risques. Trés peu d’études dénombrent les
éventuels effets négatifs a court terme secondaires a une transplantation de CSTA. De plus, en raison de la
récence des études, aucun effet indésirable n’a été rapporté a long terme.

[l faut motiver la recherche et multiplier les études cliniques sur des modeles animaux et humains pour que la
reconnaissance de ces cellules soit pleinement réalisée. Pour I’heure, en raison de la nature innovante de ces

études et de I'expérience limitée chez les humains, des précautions sont nécessaires*,

D. LEGISLATION ET CELLULES SOUCHES

Les textes législatifs et réglementaires frangais actuels, et en particulier la loi du 7 juillet 2011 relative a la
bioéthique prennent en considération spécifiquement Iutilisation des cellules souches embryonnaires et les
cellules souches hématopoiétiques.

Cependant l'utilisation d’autres populations de cellules souches, comme les cellules souches mésenchymateuses
par exemple, ne se retrouve pas, pour I'instant, de facon précise, dans les textes législatifs et réglementaires. Elle
est régie par ’ensemble des dispositions, couvrant l'utilisation des éléments et produits du corps humain a des fins
de recherches cliniques ou scientifiques.

Actuellement, le statut réglementaire des cellules souches mésenchymateuses est tel, qu’il permet de mener,
assez librement, de nombreuses recherches. Les perspectives prometteuses de 'utilisation de ces cellules dans de
nombreuses pathologies encore incurables aujourd’hui ainsi que de nombreuses avancées dans les domaines
éthiques, médicaux, économiques et financiers, etc. devraient faire naitre dans les années a venir, un encadrement
juridique spécifique de ces populations cellulaires.

E. ACCEPTATION DES PROTOCOLES

Chaque année, de nombreux protocoles d’études sont proposés a ’Agence Nationale de Sécurité du Médicament
et des produits de santé (ANSM) et soumis a son appréciation. Par ailleurs, d’autres organismes tel que I’Agence
de Biomédecine, le Comité de Protection des Personnes, et I"Office Parlementaire d’Evaluation des Choix
Scientifiques et des Technologies (OPECST), jouent également un réle dans 'autorisation des recherches cliniques.
Une fois acceptés, ces protocoles de recherches peuvent étre mis en place, et de nombreuses études sont
publiées.

Méme si leur potentiel clinique en régénération tissulaire semble indéniable, les mécanismes impliqués aprés la
transplantation des cellules souches mésenchymateuses ne sont pas encore établis. Malgré un nombre insuffisant
d’études initiales et une omission des études concernant la biologie exacte des cellules souches, les pressions pour
commencer les études sur le sujet humain, sont croissantes.
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CONCLUSION

Avec un tel accroissement des technologies li€es a |'utilisation des cellules stromales du
tissu adipeux, nous pouvons imaginer un futur ou la profession de chirurgien dentiste
évoluerait vers une pratique ou le praticien aurait a sa disposition tous les moyens pour pouvoir
régénérer les organes dentaires et les structures de la sphére orale. Ces nouvelles pratiques
rendraient obsoletes nos thérapeutiques actuelles: plus question de dévitalisation, de
prothéses, de racines artificielles, ou d’interventions mutilantes.

Plus performantes et plus accessibles que les cellules de la moelle osseuse, les cellules souches
du tissu adipeux ont fait leurs preuves dans les domaines de la régénération, en raison de leur
facilité d’obtention et de leur incroyable potentiel de différenciation, de néoangiogénése et
d’immunomodulation.

Régénération osseuse, parodontale, pulpaire, dentaire, gingivale, acineuse, chondrale ou post-
tumorale, ces études pré-cliniques révelent des résultats surprenants et trés encourageants
pour la recherche.

Comment alors changerait la perception collective de notre métier et I'image que tout un
chacun se fait de ses dents ? Le patient serait-il alors plus sensible a la prévention ou au
contraire, encore plus négligeant, ayant la garantie de la régénération de I'organe perdu?

D’autres investigations sont nécessaires afin de normaliser les procédures de récolte,
d’isolement, de choix du support, des signaux et des techniques de transplantation des CSTA.
L’établissement de lignes directrices et de recommandations de bonnes pratiques permettrait
d’harmoniser les protocoles d’études et d’accélerer les essais cliniques prospectifs randomisés.

Les avancées dans le domaine de la dentisterie régénératrice, basées sur une approche
multidisciplinaire combinant biologie, médecine et ingénierie, vont indéniablement
révolutionner le monde médical, inversant les lois de la nature et offrant a I’étre humain la
possibilité d’'une éternelle jeunesse !

...et nous aurons bientot

notre revanche sur les alligators !
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Cellules souches, Tissu adipeux, Régénération, Ingénierie tissulaire
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Plus performantes et plus accessibles que les cellules de la moelle osseuse,
les cellules souches du tissu adipeux ont fait leurs preuves dans les domaines de la
régénération, en raison de leur facilité d’obtention et de leur incroyable potentiel
de différenciation, de néoangiogénese et d’immunomodulation.

Régénération osseuse, parodontale, pulpaire, dentaire, gingivale, acineuse,
chondrale ou post-tumorale, les études pré-cliniques révélent des résultats
surprenants et trés encourageants pour la recherche.

Avec un tel accroissement des technologies liées a |'utilisation des cellules
stromales du tissu adipeux, nous pouvons imaginer un futur ou la profession de
chirurgien dentiste évoluerait vers une pratique ou le praticien aurait a sa
disposition tous les moyens pour pouvoir régénérer les organes dentaires et les
structures de la sphére orale. Ces nouvelles pratiques rendraient obsolétes nos
thérapeutiques actuelles : plus question de dévitalisation, de prothéses, de racines
artificielles, ou d’interventions mutilantes !

D’autres investigations sont nécessaires afin de normaliser les procédures de
récolte, d’isolement, de choix du support, des signaux et des techniques de
transplantation des CSTA. L’établissement de lignes directrices et de
recommandations de bonnes pratiques permettrait d’harmoniser les protocoles
d’études et d’accélerer les essais cliniques prospectifs randomisés.

Les avancées dans le domaine de la dentisterie régénératrice, basées sur une
approche multidisciplinaire combinant biologie, médecine et ingénierie, vont
indéniablement révolutionner le monde médical, inversant les lois de la nature et
offrant a I’étre humain la possibilité d’une éternelle jeunesse !




