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1. INTRODUCTION

1.1. Physiopathologie du complexe pulpo-dentinaire

1.1.1. Complexe pulpo-dentinaire
Le complexe pulpo-dentinaire est considéré comme une véritable unité anatomique et
fonctionnelle au sein de I'organe dentaire. Cette entité est recouverte par I’émail au niveau
coronaire et par le cément au niveau radiculaire. Elle comprend : i) la dentine, tissu minéralisé
synthétisé par les odontoblastes présents a la périphérie pulpaire ; ii) la pulpe dentaire, tissu
conjonctif lache possédant une composition et une structure semblables a celles des autres
tissus conjonctifs de I'organisme (1). Le complexe pulpo-dentinaire posséde d’'importantes
capacités d’adaptation et de réponse aux différents stimuli externes, permises par les

interactions permanentes existant entre la dentine et la pulpe.

1.1.2. Ladentine

La dentine est un tissu conjonctif minéralisé qui constitue la majeure partie de I'organe
dentaire (Figure 1). Elle résulte majoritairement de I’activité de synthése, de sécrétion et de
dégradation des odontoblastes. Seuls certains composants mineurs de la matrice dentinaire
sont d’origine sérique et ne sont pas régulés par |'activité odontoblastique (1). Ce tissu
constitue une barriére protectrice face aux agressions de I'environnement extérieur. Cette
barriere physique est formée de maniére physiologique de dentine primaire et secondaire et
de manieére physiologique de dentine tertiaire, décrite dans la partie 1.1.4 Réaction de défense
du complexe pulpo-dentinaire.

Sa composition lui confere des propriétés mécaniques d’élasticité et des propriétés

biologiques jouant un role dans les mécanismes de cicatrisation pulpaire.

12



-« Dentine Primaire

-«——Dentine Secondaire

Figure 1 La dentine primaire, formée lors du développement de la dent. La dentine secondaire sécrétée de fagon physiologique

apreés que la dent ait fait son éruption sur I'arcade dentaire. D'apres(2)

1.1.2.1.  Composition de la dentine

La dentine saine est composée (1) :

D’une partie minérale (70%) : phosphates de calcium (hydroxyapatite carbonatée et
magnésiée) ;

D’une partie organique (20%) : composée a 90 % de collagéne de type | (majoritaire),
[ll, V. On retrouve également une matrice non collagénique (10 %) composée de
protéines spécifiques de la dentine (phosphoprotéine dentinaire (DPP) ou
sialoprotéine dentinaire (DSP)), et des protéines non spécifiques de Ia
dentine (ostéopontine, ostéocalcine, ostéonectine, albumine, protéoglycanes,
facteurs de croissance, protéines amélaires, protéases et phospholipides) ;

D’eau (10%).

1.1.2.2.  Structure canaliculaire de la dentine

Les tubuli dentinaires conferent a la dentine une structure poreuse. lls sont au nombre de

30.000/mm? en moyenne (leur densité augmente en s’approchant de la pulpe) et leur

diametre varie entre 1 et 3 um. Cette architecture canaliculaire fait de la dentine une véritable

membrane perméable permettant la communication entre la pulpe et le milieu extérieur (1)

(Figure 2).

13



1.1.3. La pulpe dentaire
La pulpe est un tissu conjonctif lache et spécialisé, situé au coeur de la dent. Au cours du
développement dentaire, la pulpe va se trouver progressivement entourée, au niveau
coronaire puis radiculaire, par du tissu dentinaire. La pulpe mature est donc confinée dans un
espace quasiment clos, inextensible, divisé en une portion large située a l'intérieur de la
couronne : la chambre pulpaire. On retrouve ensuite une portion plus étroite située a
I'intérieur de la racine: le canal radiculaire. Au niveau apical subsiste un orifice appelé
« foramen apical » ou arrivent les éléments qui assurent la vascularisation et I'innervation du

tissu (3) (Figure 2).

1.1.3.1.  Roéles de la pulpe dentaire

Les principales fonctions de la pulpe sont la formation des dentines primaire, secondaire et
réactionnelle par les odontoblastes primaires, la formation de dentine réparatrice par les
odontoblastes secondaires (ou odontoblastes de remplacement).

La pulpe dentaire est un tissu richement vascularisé. Les vaisseaux sanguins pénetrent dans la
pulpe par les foramens apicaux et secondaires (4). lls se ramifient progressivement pour
former un réseau de capillaires sous-odontoblastique : ces capillaires sont fenestrés a
proximité des odontoblastes ce qui permet une meilleure diffusion des nutriments
nécessaires a l'activité des odontoblastes.

La pulpe a également des fonctions neurosensorielles qui se manifestent par la transmission
de stimuli douloureux au cerveau. Ces fonctions s’exercent notamment lors d’agressions
d’origine pathologique (caries, abrasion) ou iatrogene (éviction de tissu carieux, préparations

prothétiques) (5).

1.1.3.2.  Organisation de la pulpe dentaire
La pulpe dentaire est organisée en plusieurs couches successives qui sont, de sa périphérie
(au contact de la dentine) vers son centre (6) :
e Lacouche odontoblastique, qui forme une palissade ol les odontoblastes sont unis via
des jonctions cellulaires étanches permettant protection et communication
intercellulaire. Les odontoblastes présentent un prolongement qui occupe le tubulus

dentinaire et qui est impliqué dans la sécrétion de dentine intratubulaire ;

14
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Figure 2 Représentation schématique de I'organisation des tissus dentaires et du complexe pulpo-dentinaire, d’aprés (7)

e Lacouche acellulaire de Weil, d’une épaisseur de 40 um, innervée et vascularisée. Elle
assure un apport en éléments nécessaires aux odontoblastes pour leur activité de
synthése et de minéralisation ;

e La couche de Hohl, qui présente une forte densité cellulaire ou I'on retrouve des
cellules n’ayant pas réalisé leur derniére mitose nécessaire pour parvenir au
phénotype cellulaire terminal d’odontoblastes. Ces cellules sont recrutées lors d’'une
atteinte des odontoblastes d’origine traumatique, infectieuse ou iatrogene.

e Lazone pulpaire centrale, qui contient des fibres nerveuses et les vaisseaux sanguins,
contenant également plusieurs types cellulaires :

o Les fibroblastes pulpaires: cellules responsables du renouvellement de Ia
matrice extracellulaire qui, par ses propriétés viscoélastiques, permet a la
pulpe de s’adapter aux variations de pression lors des processus
physiopathologiques.

o Les cellules de défense qui assurent une protection immunitaire du tissu
pulpaire en cas d’agression bactérienne : cellules dendritiques, mastocytes,
macrophages et lymphocytes T.

o Les cellules progénitrices ou cellules mésenchymateuses indifférenciées qui

pourront, en fonction des stimuli, se différencier en différents types cellulaires.
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1.1.4. Réaction de défense du complexe pulpo-dentinaire

En réponse a une agression physique, chimique ou bactérienne, le complexe pulpo-dentinaire
va mettre en jeu des mécanismes de défense visant a préserver son intégrité. La réponse de
la pulpe suite a I'agression de l'intégrité du complexe pulpo-dentinaire va dépendre de
différents facteurs dont l'intensité et la durée de cette agression mais également de |'état

pulpaire au moment de I'agression (1).

1.1.4.1.  La sclérose dentinaire
Une carie a progression lente peut aboutir a la formation d’'une zone de sclérose dentinaire.
Celle-ci est caractérisée par une réduction progressive du diametre de la lumiére tubulaire
pouvant méme aboutir a I'obturation compléte du tubule par des sels phosphocalciques. Une
barriere physique est ainsi formée afin de protéger la pulpe de la diffusion d’irritants

bactériens (8).

1.1.4.2.  La dentine réactionnelle
Elle est rencontrée généralement dans le cas d’'une agression légere a modérée, d’évolution
lente. La dentine réactionnelle est alors produite par les odontoblastes primaires jusqu’a ce
gu’une thérapeutique adaptée endigue I'agression. C’'est suite a I'agression des tissus que les
odontoblastes vont augmenter leur fonction sécrétoire créant ainsi une matrice
extracellulaire ou des minéraux cristalliseront. Ce processus mene a la formation d’'une
dentine tertiaire qui répare alors partiellement le tissu lésé. Ce mécanisme est entierement

dépendant de la survie des odontoblastes a I'agression (5) (Figure 3).

1.1.4.3.  La dentine réparatrice
Lors d’une effraction pulpaire d’origine traumatique ou iatrogéne, ou lorsque la progression
carieuse s’accélére et passe d’un stade de Iésion chronique a un stade de lésion active, la
dentine réactionnelle est détruite. En effet, une nécrose des odontoblastes se produit en
regard de la lésion. Suite a la nécrose des odontoblastes, des cellules issues de la région sous-
odontoblastique vont se diviser, puis migrer au contact de la zone de nécrose et se différencier

en odontoblastes de remplacement (ou odontoblastes secondaires/de deuxieme génération).
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Ces odontoblastes vont alors synthétiser une nouvelle matrice qui va se minéraliser et former
I'orthodentine, celle-ci présente des tubuli et une organisation (cellules alignées en
périphérie) comparable a la dentine saine (1) (Figure 3).

Dentinogénese Dentinogénese
reactionnelle Réparatrice

Figure 3 Les deux types de dentinogénése tertiaire : réactionnelle et réparatrice, d’apres (9)

1.1.4.4.  LUinflammation
Les irritants parvenant au niveau pulpaire provoquent une réaction inflammatoire ou pulpite,
régie par des mécanismes physiopathologiques identiques a ceux qui surviennent dans tout
tissu conjonctif (1). Les toxines bactériennes ainsi que les produits de dégradation de la
dentine vont transiter dans les tubuli dentinaires dont la perméabilité est augmentée. Les
premieres cellules rencontrées par les bactéries sont les odontoblastes qui vont déclencher
une réponse inflammatoire (10). Face a I'atteinte de l'intégrité de la pulpe, les cellules
immunocompétentes (dont les odontoblastes) vont étre stimulées via leurs récepteurs
membranaires et déclencher la réaction inflammatoire. Au fil de la progression de la lésion les
cellules de défense (macrophages, lymphocytes B et T) sont recrutées et infiltrent la pulpe, les
produits de relargage de ces cellules vont activer des voies de signalisation et participer a
I'inflammation pulpaire (1,11).
Les systémes vasculaires et nerveux de la pulpe vont jouer un réle important lors du processus
inflammatoire :
e |a vasodilatation permet I'apport de cellules immunocompétentes et de cellules
progénitrices péri-vasculaires (12) ;
e |e systéme nerveux, en réponse a la stimulation par les antigénes bactériens, active la
libération de neuropeptides qui participent au déclenchement des mécanismes

inflammatoires et activent la réponse immunitaire (13).
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1.2. Mécanismes biologiques et criteres de cicatrisation lors de I'utilisation de
biomatériaux pour la réparation du complexe pulpo-dentinaire

En cas d’effraction pulpaire, la pulpe doit étre isolée du milieu extérieur afin de promouvoir
une réparation du complexe pulpo-dentinaire. La procédure clinique consiste a réaliser un
coiffage pulpaire a I'aide d’'un biomatériau adapté et capable d’induire la formation d’une
barriere de dentine réparatrice entre la pulpe et le biomatériau. Plusieurs parameétres sont
nécessaires pour maximiser les chances de succés clinique du coiffage pulpaire:
I'inflammation pulpaire doit étre éliminée, le matériau doit étre biocompatible et promouvoir
la formation du pont dentinaire. Avant la formation du pont dentinaire, différentes étapes se
succedent : ’hémostase, la réponse inflammatoire, telle que décrite précédemment, puis le
recrutement des lignées cellulaires responsables de la dentinogénése.

Lorsque les cellules pulpaires arrivent au contact de la zone de nécrose, elles adoptent une
forme cuboidale puis épineuse avec de nombreux prolongements. Elles se différencient et
synthétisent des collagénes de type Il et XlI (caractéristiques du tissu cartilagineux) puis
produisent une matrice extracellulaire riche en collagene et en fibronectine. Une fois
minéralisée, cette matrice est appelée fibrodentine. Elle ne contient pas de tubules, est moins
minéralisée et structurée que la dentine native. Cette fibrodentine est un préalable a
I'adhésion des cellules pulpaires et a la différenciation des odontoblastes de remplacement
qui vont alors synthétiser une nouvelle matrice qui va se minéraliser et former I'orthodentine.
Cette derniére, contrairement a la fibrodentine, présente des tubuli et une organisation
(cellules alignées en périphérie) comparable a la dentine saine (1). Les matériaux de coiffage
pulpaire bioactifs interviennent dans cette cascade a différentes étapes. Le relargage des ions
calcium et silicium vont promouvoir la formation de tissus durs et la reminéralisation de la
dentine (14,15). Des études réalisées sur des dents conservées dans du milieu de culture ont
montré que le relargage d’ions calcium et silicium par les biomatériaux stimule la
différenciation des cellules progénitrices pulpaires en odontoblastes et augmentent la
sécrétion du facteur TGF-(B)1 (16). Le facteur de croissance TGF-(B)1 est sécrété
physiologiquement par les odontoblastes. Lors d’'une agression bactérienne, la dentine va
relarguer ce facteur qui va notamment promouvoir le recrutement et la migration des cellules

impliquées dans la cicatrisation pulpo-dentinaire (17).
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1.3. Biomatériaux utilisés dans le cadre des stratégies de réparation et de

régénération du complexe pulpo-dentinaire

1.3.1. Hydroxyde de calcium.
Historique
L’hydroxyde de calcium était le matériau de choix pour la réalisation de coiffage pulpaire suite
aux travaux de Herman en 1920 (18) puis de Zander en 1939 (19).
Composition
C’est une base alcalino-terreuse qui résulte d’une réaction exothermique entre la chaux vive
(Ca0) et I'eau (H20) pour donner I’hydroxyde de calcium de formule Ca(OH); également
appelée chaux éteinte ou chaux hydratée.
Propriétés physiques
La résistance a la compression de I’hydroxyde de calcium est faible : environ 6 MPa au bout
de 30 minutes, contre 297 MPa pour la dentine (20). L’hydroxyde de calcium est trés peu
hydrosoluble ce qui limite les effets de nécrose des tissus avec lesquels il est mis en contact.
Cette propriété s’oppose a la diffusion alcaline, chose importante car son pH élevé (12,4) serait
iatrogene pour la pulpe (pH 6,9-7,1) dans le cas d’une solubilité du matériau.
Propriétés biologiques
Ses propriétés biologiques induisent une différenciation cellulaire conduisant a la sécrétion de
dentine tertiaire. D’un point de vue clinique, I’hydroxyde de calcium permet une conservation
de la vitalité pulpaire, protége la pulpe des stimuli thermoélectriques et posséde une action
antimicrobienne du fait de son pH alcalin. Le pH élevé permet également d’agir comme
tampon face aux réactions acides entrainées par le processus inflammatoire (21). Cependant,
des essais cliniques montrent qu’un échec du coiffage pulpaire réalisé avec I’hydroxyde de
calcium peut étre observé, lorsque ces études sont menées a long terme, notamment liés a la
dégradation graduelle du matériau et aux défauts de structure rencontrés dans le pont
dentinaire néoformé (22). Malgré ses propriétés antibactériennes, le pH élevé est responsable
de nécroses de la surface de la pulpe. De plus, certaines bactéries (Enterococcus faecalis ou
les champignons Candida albicans) résistent a I'effet bactéricide du biomatériau (23). Les
auteurs ont également pu remarquer la formation de calcifications ainsi qu’'un manque

d’adhésion aux tissus dentaires de I’hydroxyde de calcium (24).
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1.3.2. Mineral Trioxide Agregate (MTA®)
Historique
Le MTA® a été développé en 1993 par I'équipe de Torabinejad. A son origine, il était indiqué
pour la réalisation d’obturations apicales lors des chirurgies endodontiques a retro (25). C’est
en 1996 que son utilisation comme matériau de coiffage pulpaire a été décrit dans la
littérature.
Composition
Le MTA® est un dérivé du ciment de Portland (matériau utilisé dans la construction). Il est
composé de : silicate tricalcique, silicate dicalcique, aluminate tricalcique, aluminoferrite
tetracalcique. Il contient également de I'oxyde de bismuth afin de rendre le matériau radio-
opaque et du gypse qui est un accélérateur de prise.
Propriétés physiques
Malgré I'ajout de gypse, le temps de prise du MTA® reste long pour une utilisation clinique
(2h45). Pour pallier cette problématique, certains fabricants comme Micro-Méga® ont ajouté
du carbonate de calcium afin de limiter le temps de prise (20 minutes). L'étude des propriétés
d’étanchéité du MTA® a montré que celles-ci sont meilleures que celles mesurées pour
I’'amalgame ou I'IRM (26). De plus, le MTA® offre une meilleure résistance a la pénétration
bactérienne que les ciments oxyde de zinc - eugénol. Du fait du caractere hydrophile du MTA®,
ses propriétés ne sont pas altérées ni par le sang ou I'humidité présents lors de sa mise en
ceuvre.
Propriétés biologiques
Les études menées in vitro et in vivo ont montré que le MTA® est biocompatible (27,28). Il a
également été montré in vivo que le MTA® provoque une réaction inflammatoire légere a
modéré a 7 jours puis que la réponse inflammatoire réduit aprés 30 jours (29). De plus, des
études in vivo ont montré que le MTA® provoque une inflammation pulpaire moindre que
celle engendrée par I’hydroxyde de calcium (30). En milieu aqueux, le pH élevé du MTA® (12,5)
lui confére une action antibactérienne sur certaines bactéries anaérobies facultatives (31). Le
MTA® est un matériau bioactif agissant sur les cellules pulpaires responsables de la
dentinogénése (32). Le pont dentinaire néoformé apparait deux mois apreés la réalisation du
coiffage pulpaire et fusionne de facon étanche avec les parois dentinaires existantes.
Cependant, malgré la calcification uniforme de cette dentine réparatrice, sa structure est

différente de la dentine physiologique (morphologie globulaire et non tubulaire) (2).
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Toutefois, le pont dentinaire obtenu lors de la réalisation du coiffage pulpaire avec le MTA®
est plus important et la dentine est plus uniforme en comparaison a ceux obtenus en utilisant

I’hydroxyde de calcium (32,33).

1.3.3. Biodentine™
Historique
La Biodentine™ est un substitut dentinaire bioactif qui a été mis sur le marché en 2010 par la
société francaise Septodont®. Les laboratoires de recherche et développement de cette
société ont amélioré les propriétés des ciments tricalciques (augmentation des propriétés
mécaniques et biologiques, diminution du temps de prise) pour en faciliter I'utilisation comme
biomatériau de coiffage pulpaire.
Composition
Le conditionnement de |la Biodentine™ se présente en une capsule de poudre et une dosette
de liquide. Une fois le mélange poudre / liquide réalisé, la capsule est a vibrer 30 secondes. Le
composant principal de la poudre est le silicate tricalcique et dicalcique. On y retrouve
également de I'oxyde de zirconium (radio-opacifiant), du carbonate et chlorure de calcium
(charges du matériau) et des polymeres (additifs) (34). Le liquide est composé d’eau purifiée
(composé majoritaire), de chlorure de calcium (accélérateur de prise) et de polymere
hydrosoluble.
Propriétés physiques
Lors de son utilisation en clinique, le temps de prise est de 9 a 12 minutes, mais du fait de sa
structure de gel, il faut attendre 28 jours pour obtenir une stabilité mécanique du matériau
(35). Lors de la réaction de prise, I'hydratation du silicate tricalcique produit un gel poreux de
silicate de calcium hydraté (gel CSH) et d’hydroxyde de calcium (CaOH;) (Figure 4). Dans les
heures et les jours qui suivent la mise en place de la Biodentine™, le carbonate de calcium
(CaC03) remplit les espaces inter-grains du ciment (20). Les liaisons entre les particules de
carbonate de calcium augmentent au cours du temps avec la formation du gel CSH jouant ainsi
un réle dans la fermeture des porosités. En engendrant la formation de microstructures, la
réaction d’hydratation permet le développement de la résistance mécanique du matériau

(20).
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Figure 4 Observation du ciment Biodentine™ au microscope électronique a balayage (MEB). A : cristaux de carbonate de

calcium ; B : hydroxyde de calcium ; C: gel CSH.(20)

L’étude des propriétés mécaniques de la Biodentine™ révele que ce matériau présente des

propriétés proches de celles de la dentine physiologique, supérieures a celles du MTA (36)

(Figure 5).
Dentine Biodentine™ MTA
Module élastique (GPa) 19,5 22 nd
Dureté (VHN) 50-87 90 (a 28 jours) 27 (a 24h)
Résistance a la flexion (MPa) 60 34,5 (a 2h) 15,7 (a 24h)
Résistance a la compression (MPa) 297 150 (a 24h) 40 (a 24h)

Figure 5 Propriétés mécaniques de la Biodentine™ comparées a celles de la dentine et du MTA, adapté d'aprés(20)

La Biodentine™ est également résistante a I’hydrolyse : son état de surface est trés peu altéré
en environnement acide (deux fois moins en comparaison avec un ciment verre ionomére) et
la salive n’entraine pas de phénomeéne d’érosion significatif (36). La morphologie de I'interface
dentine-Biodentine™ permet d’obtenir des propriétés d’adhésion et d’étanchéité a cette
jonction. Ceci est d0 a la morphologie de l'interface : une zone de diffusion cristalline intra-
tubulaire et une zone d’infiltration minérale inter-tubulaire. Cette derniere serait liée a un
double effet de I'hydroxyde de calcium libéré lors de la réaction de prise. Il entraine un

mordancage alcalin suivi d’une diffusion minérale (20).
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Propriétés biologiques

Les essais précliniques étudiant les propriétés de la Biodentine™ ont montré une
biocompatibilité ainsi qu’une absence de cytotoxicité, de mutagénicité et de génotoxicité (ISO
7405 et 1ISO 10993), et un comportement bioactif (37,38).

Parmi les propriétés bioactives de la Biodentine™ peuvent étre citées :

e Sa capacité a promouvoir la formation d’hydroxyapatite au contact du matériau. Ce
phénomeéne nécessite la présence d’ions phosphates exogenes que I'on retrouve dans
les fluides biologiques. Cette propriété est responsable du phénoméne de
reminéralisation a l'interface dentine-Biodentine™ et permet le comblement des
défauts d’étanchéité au cours du temps ;

e A ['échelle cellulaire, sa capacité a promouvoir I'adhésion, la migration et la
prolifération cellulaire (39) ;

e Son action sur les facteurs de croissance responsables de |’angiogenése (VEGF et
FGF2), de linflammation (inhibition de TNF-a) et de la cicatrisation (TGF-()1)
(17,40,41).

Ces propriétés font de la Biodentine™ un matériau capable de favoriser la stimulation,
I'adhésion et la différenciation des cellules pulpaires vers la lignée odontoblastique ainsi que

la formation d’un pont de dentine réparatrice.

1.4. Approches basées sur I'ingénierie tissulaire pour la régénération du complexe pulpo-
dentinaire
L'ingénierie tissulaire est un domaine d’étude en pleine expansion. Appliquée a I'odontologie,
son objectif est de promouvoir la régénération de I'organe dentaire, partiellement ou dans
son intégralité, suite a une lésion d’origine pathologique, iatrogéne ou traumatique. Un des
objectifs de l'ingénierie tissulaire est donc d’'impulser les mécanismes de régénération du
complexe pulpo-dentinaire. Différentes approches sont employées dans ce but (Figure 6) :
e L’utilisation de cellules souches allogenes, provenant par exemple de banques de
cellules puis qui sont transplantées seules ou avec un matériau d’échafaudage. Ces
procédures sont complexes et trés onéreuses ce qui compromet leur utilisation en

clinique (42) ;
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o |'utilisation de molécules bioactives capables de recruter les cellules de I’héte,
notamment celles présentes au sein de la pulpe dentaire (43). Ces molécules
employées peuvent étre par exemple des facteurs de croissance (BMP-2, FGF-2) (44)
ou des protéines kinases (43), associés a des échafaudages (par exemple des éponges
de collagene). Différents types d’échafaudage peuvent étre employés comme les
éponges de collagéne ou des hydrogels afin de délivrer les molécules bioactives au sein
du tissu a régénérer (44,45).

Cell homing strategy Cell transplantation strategy
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Figure 6 Deux stratégies de régénération de la pulpe dentaire : par apport de facteurs de croissance recrutant les cellules de
I’h6te ou par apport de cellules associées a des facteurs de croissance, d'aprés (44).

Ces différentes stratégies présentent des résultats prometteurs in vitro : induction de la
migration, de la prolifération et de la différenciation des cellules souches et cellules
progénitrices de la pulpe dentaire (42). Les résultats de la revue de littérature de Eramo et al.

montrent que les études in vivo utilisant des techniques d’ingénierie tissulaire pour la
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régénération de la pulpe dentaire permettent de créer une néovascularisation et dans certains
cas une ré-innervation accompagnée de la formation de dentine présentant une architecture
et une densité cellulaire similaires a la dentine native (42,46). Dans ces études, les auteurs
soulignent les importantes avancées qui ont été réalisées dans la compréhension des
mécanismes sous-jacents la régénération du complexe pulpo-dentinaire a I’échelle cellulaire
et moléculaire (47). Les auteurs soulévent cependant que les modéles in vivo utilisés ne
semblent pas transposables a I'humain: impossibilité de recréer des environnements
pathologiques, comme des |ésions périapicales ou des nécroses pulpaires, ou nombre de

cellules endogénes trop faible dans les modéles animaux utilisés (48).

1.5. Modeles d’étude utilisés dans le cadre des stratégies de réparation et de

régénération du complexe pulpo-dentinaire

Lors du développement d’un biomatériau appliqué a la régénération du complexe pulpo-
dentinaire, celui-ci doit répondre au cahier des charges commun aux dispositifs médicaux de
classe lla mais également faire preuve de propriétés bioactives pour participer a la
régénération du complexe pulpo-dentinaire. Le biomatériau doit donc répondre aux exigences
des normes et directives ISO en vigueur. Les capacités a promouvoir la régénération du
complexe pulpo-dentinaire devront également étre évaluées afin de s’assurer de I'efficacité
et de I'intérét d’un nouveau matériau. Pour cela, des études sont menées a I'aide de modeles

in vitro puis in vivo.

1.5.1. Modeles in vitro

Parmi les essais obligatoires en odontologie, a réaliser in vitro, nous retrouvons les essais de
cytotoxicité et les essais de génotoxicité (49).

Ces essais sont réalisés dans des récipients adaptés a la culture cellulaire tels que les boites
de Pétri en verre, les flacons de culture en plastique, les plagues multi-puits et les plaques de
micro-titration en plastique (50).

Les essais de cytotoxicité utilisant des techniques de culture cellulaire peuvent servir a
déterminer la mort cellulaire (par exemple lyse cellulaire), I'inhibition de la croissance

cellulaire, la formation de colonies et les autres effets sur les cellules causés par les dispositifs
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médicaux, les matériaux et/ou leurs extraits. Lorsque des essais sont effectués, ils doivent étre
menés conformément a I'ISO 10993-5 (49).

Les essais de génotoxicité sont menés pour évaluer le potentiel de mutation des genes, les
modifications de la structure ou du nombre des chromosomes et les autres effets toxiques
pour les génes ou I’ADN causés par les dispositifs médicaux, les matériaux et/ou leurs extraits.

Lorsque des essais sont effectués, ils doivent étre menés conformément a I'ISO 10993-3 (49).

1.5.2. Modeles in vivo
Les études in vivo sont réalisées sur un modele animal afin d’évaluer trois parameétres du
biomatériau : l'irritation, la toxicité, la cancérogénicité.
Afin d’évaluer le potentiel irritant des composants du matériau, les essais réalisés doivent étre
adaptés a la voie (peau, ceil, muqueuse) et a la durée d’exposition ou contact et doivent étre
menés conformément a I'ISO 10993-10.
Des essais d’implantation et d’étude de la toxicité (systémique aigué, subchronique,
chronique) sont réalisés pour déterminer les effets d’'une exposition unique ou multiple aux
dispositifs médicaux, matériaux et/ou leurs extraits. En fonction des parameétres étudiés, la
période d’exposition pourra aller de 24 heures (toxicité aigué) a la durée de vie de I'animal
d’essai, par exemple 6 mois pour le rat (toxicité chronique) conformément a I'ISO 10993-11
et I'ISO 10993-6 pour I'implantation.
L'ISO 10993-3 traite de la stratégie permettant d’évaluer la cancérogénicité des dispositifs
médicaux, matériaux et/ou leurs extraits sur une période couvrant la plus grande partie de la
durée de vie de l'animal de laboratoire. La cancérogénicité peut étre traitée par une
appréciation du risque incluant l'identification chimique des impuretés, des produits
chimiques extractibles ou relargables, I'exposition du patient a ces produits chimiques, les
informations relatives a la valeur probante et au mode d’action, si elles sont disponibles dans

la littérature scientifique (49).

Ces études in vivo font partie des parameétres obligatoires a évaluer lors du développement
d’un biomatériau. Pour I'étude de I'efficacité d’un biomatériau capable de promouvoir la
régénération du complexe pulpo-dentinaire, il n’existe pas de consensus. Différents
parametres sont évalués par les auteurs avec différents moyens techniques, que ce soit in

vitro ou in vivo.
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1.5.3. Modeles ex vivo
Bien que les études réalisées in vitro permettent d’étudier les interactions cellulaires et la
réponse cellulaire a un matériau (viabilité, prolifération, différenciation), elles ne permettent
pas d’étudier I'efficacité des matériaux pour la réalisation d’un coiffage pulpaire (51). De plus
la plupart des expérimentations visant a étudier les propriétés biologiques des biomatériaux
sont réalisées en 2 dimensions (2D) et sont basées sur I'hypothése que les cultures de cellules
en monocouche reflétent le comportement physiologique des tissus. Les modeéles 2D utilisés
en culture cellulaire ne sont pas représentatifs de I'’environnement cellulaire physiologique,
tridimensionnel ou de nombreux facteurs (biochimiques, mécaniques) influencent les
comportements cellulaires (52). Les études in vivo permettent de pallier certaines de ces
limites pour I'étude des propriétés des matériaux de coiffage pulpaire mais la réaction
pulpaire lors d’une exposition a un matériau de coiffage n’est pas nécessairement la méme
que celle qui serait observée pour la pulpe dentaire humaine (53). C'est dans ce contexte que
des équipes de recherche développent des modeles d’études ex vivo pour I'étude des

mécanismes et des matériaux de coiffage pulpaire a partir de dents humaines extraites (54).

1.6. Objectif du travail de these
L'objectif de ce travail était de réaliser une revue de la littérature portant sur les différents
modeles ex vivo permettant d’étudier les matériaux et stratégies d’ingénierie tissulaire utilisés
dans les procédures de réparation et de régénération de la pulpe. Cette revue de la littérature
visait a dégager les propriétés essentielles a réunir et proposer un cahier des charges pour la
mise au point d’'un modele d’étude ex vivo performant pour I'étude des mécanismes de
I'inflammation pulpaire et des propriétés - biologiques, biochimiques et mécaniques - des

matériaux de coiffage pulpaire.
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2. MATERIEL & METHODES

2.1. Stratégie de recherche et sources des données
Une revue de la littérature a été réalisée a partir des bases de données PubMed et Scopus.
Les combinaisons des mots-clés suivantes ont été utilisées :
e PubMed.gov: ((avulsed tooth) OR (tooth model)) AND ((culture model) OR
(bioreactor) OR (culture technique, organ)) AND ((pulp capping) OR (silicate cement)
OR (tissue engineering) OR (regenerative endodontics)) ;
e Scopus.com : TITLE-ABS-KEY ( ( ( avulsed AND tooth ) OR (tooth AND model)) AND
( (culture AND model) OR ( bioreactor) OR ( culture AND technique, AND organ)
) AND ((pulp AND capping) OR (silicate AND cement) OR (tissue AND engineering
) OR (regenerative AND endodontics)))
De plus, la recherche électronique a été complétée par une recherche manuelle portant sur
la bibliographie des articles initialement sélectionnés.
La date de publication devait étre postérieure a 2000 et seuls les articles rédigés en anglais ou

en francais ont été retenus. La derniére recherche a été réalisée le 21 septembre 2021.

2.2.Critere d’éligibilité
Les publications devaient avoir un résumé disponible sur les bases de recherche utilisées. Les
articles inclus devaient étre des études in vitro utilisant des dents extraites chez I’'Homme et
portant sur I'études des propriétés de biomatériaux ou de stratégies d’ingénierie tissulaire
pour I'odontologie conservatrice. Les études utilisant seulement les cellules de la pulpe
dentaire, la pulpe dentaire isolée, les dents implantées en sous-cutané in vivo apres
extraction, les modeéles synthétiques, les modeles d’étude d’autres structures de la dent
(périodonte), les études réalisées sur des dents sur arcade (études cliniques et in vivo chez
I’'animal) ont été exclues. Les correspondances, résumés, revues de la littérature et chapitres

de livre ont également été exclus.

2.3.Sélection des articles

Cette recherche a permis d’obtenir une liste initiale. Une seconde sélection a été réalisée sur

la base des titres et résumés, concernant la correspondance avec le théme de notre recherche.
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La troisieme sélection s’est opérée sur la lecture des articles afin d’exclure les articles ne
correspondant pas a notre objectif. De plus, la recherche électronique a été complétée par
une recherche manuelle s'appuyant sur la bibliographie des articles initialement sélectionnés.

Les articles ont été organisés et archivés a I'aide du logiciel Mendeley.
2.4. Extraction des données et synthese

Une grille de lecture a été utilisée pour extraire les données, puis les informations ont été

synthétisées sous forme de tableau.
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3. RESULTATS

1. Déroulement de la recherche bibliographique
La recherche automatisée sur les bases de données a permis d’identifier 180 documents sur
Pubmed et 264 sur Scopus. La désélection des chapitres de livre, méta-analyses et revues a
permis d’éliminer 40 références, puis la suppression des doublons (articles retrouvés sur les
bases de données Pubmed et Scopus) a été réalisée par le logiciel Mendeley. La lecture des
titres et résumés des articles a permis de retenir 31 articles et d’en éliminer 264. Lors de la
lecture intégrale des 31 articles, 8 articles présents dans les références de ces derniers ont été
ajoutés manuellement et 20 articles ont été exclus car ils ne répondaient pas aux criteres
d’éligibilité. La Figure 7 présente le diagramme de flux PRISMA détaillant I'intégralité de la

recherche effectuée.
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Références éliminées avant sélection
manuelle :
e Livres, méta-analyses, revues
(n=40)
e Doublons (n=109)

Titres et/ou résumés ne correspondant
pas aux critéres d’éligibilité (n=264)

(n=)

Références supplémentaires identifiées
par la lecture des articles
sélectionnés (n=8)

Diagramme de flux PRISMA
c
e Références identifiees par recherche
i sur les bases de données :
= e Pubmed (n=180) —>
5 e  Scopus (n=264)
=
——
)
Documents retenus
(n=295) ’
5
= rticles évalués en texte intégral pour
g Articles évalué texte intégral
% éligibilité (n=31) >
(7]
Articles évalués en texte intégral pour |
éligibilité aprés ajout manuel des [
références supplémentaires (n=39)
——

Etudes incluses dans la synthése
qualitative (n=19)

Inclusion

——
Figure 7 Diagramme de flux PRISMA

Articles en texte intégral exclus, ne

répondant pas aux critéres d’éligibilité

(n=20)

e Modéle synthétique (n=3)

e Pulpe dentaire isolée (n=1)

e Cellules pulpaires isolées (n=3)

¢ Dent d’origine animale (n=9)

o Implantation in vivo sans étape de
culture in vitro (n=3)

e Modéle de périodonte (n=1)
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2. Synthése des résultats
Les informations pertinentes relevées dans les 19 articles sélectionnés ont été organisées en
4 tableaux, présentés ci-aprés, afin d’organiser et présenter les résultats suivants : i) les types
de modeles utilisés dans I'étude ; ii) les méthodes de préparation du modele ; iii) les méthodes

de culture du modele ; iv) les objectifs et moyens d’évaluation rencontrés dans I’étude.

a. Types de modeles utilisés
Parmi les 19 études sélectionnées, des modeéles de dents entiéres ont été utilisés dans 12
d’entre elles et des modéles de coupes de dents dans les 7 autres. Dans la majorité des études,
les dents utilisées étaient des 3°™® molaires (16 études). Des incisives ont été utilisées dans
une étude (55). Une étude portait sur des molaires sans précision supplémentaire (56) et la
derniere étude s’intéressait a des dents issues de différentes localisations sans autre précision
(57). Les criteres de sélection des dents étaient hétérogénes mais une redondance était
observée pour certains critéres : 9 études précisaient que les dents étaient immatures (racines
partiellement formées, apex ouverts), 8 études précisaient que les dents cariées ou
présentant des signes d’inflammation avaient été exclues. Les patients donneurs étaient des
sujets de moins de 35 ans dans 6 études, 2 études précisaient que les patients avaient plus de

18 ans, I’age n’était pas précisé dans les autres études (Tableau 1).

b. Méthodes de préparation du modele
Suite a l'avulsion, les dents étaient immédiatement placées dans un milieu de transport,
principalement afin d’éviter tout phénomene de déshydratation. Les milieux de transport
étaient majoritairement des milieux de culture (DMEM pour 8 études et aMEM pour 7 études)
ou une solution saline physiologique pour une étude (58). Les dents étaient transportées a 4°C
dans 4 études (59-62) et a température ambiante dans 2 études (63,64) (aucune précision
pour les autres études). Une seule étude précisait que le temps de transport ne dépassait pas
2 heures (62). Avant d’étre utilisés en conditions expérimentales, les explants étaient
préparés : les tissus annexes étaient retirés a 'aide d’instruments stériles (60,63-67), un
rincage était réalisé a I'éthanol 70% (63,64,68—70) ou a la Chlorhexidine a 0,2% (59,61), puis
un rincage final au PBS était généralement réalisé. Pour les études utilisant des modeéles de

coupes de dents, la coupe était réalisée apres ces étapes de nettoyage (57,63,64) ou
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immédiatement aprés l'avulsion (71-73). Dans certaines études, seul un nettoyage
mécanique était réalisé (57,62,65,66) et aucune solution de désinfection chimique n’était

employée (Tableau 2).

c. Méthodes de culture du modele
Lors de la mise en incubateur, les conditions étaient celles classiquement utilisées en culture
cellulaire : température de 37° C, 5% de CO; et une atmosphere humide sauf lors de I'étude
de conditions particulieres comme I'effet de I’hypoxie sur certains parametres (57,71,74). Les
milieux de culture employés étaient du DMEM dans 9 études (61-65,68-70,75), du aMEM
dans 5 études (57,71,74), du MEM dans 4 études (59,60,66,67). Les milieux de culture étaient
supplémentés de sérum de veau foetal dans les proportions suivantes : 10% dans la majorité
des études (57,60,73-75,62,66—72), 15% (63,65), 20% (64). Les milieux de culture de 2 études
ne contenaient pas de sérum de veau foetal (59,61). Dans 16 études, les auteurs avaient utilisé
des milieux de culture contenant des antibiotiques (pénicilline/streptomycine), dans 11
études un antifongique (amphotéricine) avait été utilisé, dans seulement 2 études aucun
antibiotique ou antifongique n’avait été ajouté au milieu de culture, cependant ces milieux
contenaient du B-glycerophosphate (ostéoinducteur) (60,66). Au cours des études, les milieux
de culture ont été renouvelés toutes les 24 heures dans 11 études et, dans les 4 études qui
ont nécessité un pré-conditionnement, les milieux ont été renouvelés aprés 48 heures de
culture (57,71,73,74). Les durées de culture étaient variables et allaient de 48 heures a 28

jours (Tableau 3).

d. Objectifs et moyens d’évaluation

La vitalité de la dent a la fin de la période de culture a été évaluée a I'aide de colorations de
coupes histologiques (65), d’'une étude de I'expression génique (63), d’une technique de
marquage des cellules apoptotiques (64), de méthodes colorimétriques (MTT) (57,71,72,74)
et d’'une étude du comportement cellulaire (temps de doublement cellulaire) (70).

L’objectif des articles sélectionnés était d’étudier des matériaux de coiffage pulpaire (8
études) (59-62,66,68—70), des stratégies d’ingénierie tissulaire (7 études) (57,65,71-74), des
matériaux de réparation de perforations du plancher pulpaire (56), des matériaux
d’obturation apicale (75), des thérapies de la pulpe dentaire (63,67). Afin d’étudier les

propriétés des matériaux in situ ou la réponse des tissus et cellules dentaires, plusieurs
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méthodes ont été utilisées dans les différentes études sélectionnées. Les propriétés des
matériaux étudiées étaient : leur capacité d’hydratation (59), leur capacité de minéralisation
(60,61,66,69), leur potentielle cytotoxicité (75). Les réponses tissulaires étudiées étaient : la
dentinogenése (60,62,63,68,69), I'angiogenése (63,64,74), la réaction inflammatoire (68), la
production de différents facteurs et protéines (57,71,73). Les réponses cellulaires ont été
étudiées, notamment les phénoménes tels que l'apoptose ou la migration (65), la
différenciation (62,66,70), la création de colonies et le temps de doublement cellulaire ou la
présence de certains marqueurs de surface (70). Afin d’étudier ces propriétés, plusieurs
méthodes ont été employées : des techniques d’imagerie en deux dimensions (59,61,66) et
en trois dimensions (69), des techniques de biologie moléculaire (56,57,63,64,70-74), et pour
de nombreuses études des techniques d’histologie ou immunohistochimie (60,62,64—66,68—

70,73) (Tableau 4).
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Auteur, Année

Camilleri, 2014 (76)

Chakka, 2020 (77)

El Nawam, 2019 (78)

Gongalves, 2007 (64)

Janji¢, 2018 (57)

Janji¢, 2018 (79)
Janji¢, 2017 (71)
Jeanneau, 2017 (80)
Kritika, 2021 (81)
Laurent, 2011 (16)
Moghadam, 2014 (56)

Miiller, 2015 (82)

Pedano, 2019 (83)

Type de modéle

Dent entiere

Dent entiere

Coupe (1Imm approx., jonction

émail-cément)

Coupe (1,5 mm)

Coupe (600 um)

Coupe (600 um)
Coupe (600 um)
Dent entiére
Dent entiére
Dent entiére

Dent entiere

Coupe (600um)

Dent entiere

Type d’explant

38me molaires

38me molaires

38me molaires

38me molaires

Différentes localisations,
sans précision
38me molaires
38me molaires
38me molaires
38me molaires

38me molaires

Molaires, sans précision

38me molaires

38me molaires

Critéres de sélection de I'explant

Racines immatures et apex ouverts, extraites pour indications
orthodontiques

Absence de lésion carieuse ; extraction atraumatique ; racine formée
au maximum au 2/3 ; apex immatures

Age patient 20-35 ans; évaluation radiographique : absence de
caries, de calcification, de lésion parodontale ; absence de trauma,
d’anomalies morphologiques d’origine génétique

Dents non cariées; mandibulaire ou maxillaire; extraites pour

indications orthodontiques
Sans signes d’inflammation

Sans signe d’inflammation

Sans signe d’inflammation

Dents immatures ; extraites pour indications orthodontiques

Age patient 19-21 ans ; mandibulaire ; dents incluses, immatures
Dents immatures ; extraites pour indications orthodontiques
Mandibulaires ou makxillaires ; extraites pour traitement parodontal
Patient: age > 18 ans, sans signe de diabéte; dents sans signe
d’inflammation

Age patient 15-19 ans ; dents incluses, racines partiellement formées
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Auteur, Année

Pedano, 2021 (84)

Pedano, 2020 (68)

Silva, 2016 (55)
Téclés, 2005 (67)

Téclés, 2008 (85)

Trimmel, 2015 (73)

Type de modéle

Dent entiere

Dent entiere

Dent entiere

Dent entiere

Dent entiere

Coupe (600um)

Tableau 1 Type de modeéle et choix de I'explant

Type d’explant

38me molaires

38me molaires

Incisives maxillaires

38me molaires

38me molaires

38me molaires

Critéres de sélection de I'explant

Patient: age 14-18 ans, en bonne santé; dents incluses, racine
partiellement formée

Patient : age 15-17 ans, en bonne santé; dents incluses, racine
partiellement formée

Sans précision

Dents extraites pour indications orthodontiques

Age patient 15-18 ans ; dents non-incluses, extraites pour indications
orthodontiques, racine formée au maximum au 2/3

Patient : 4ge > 18 ans, sans diabéte ; pas de signe d’inflammation

élimination des dents cariées
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Auteur, Année

Camilleri, 2014 (76)

Chakka, 2020 (77)

El Nawam, 2019 (78)

Gongalves, 2007 (64)

Janji¢, 2018 (57)

Janji¢, 2018 (79)

Janji¢, 2017 (71)

Jeanneau, 2017 (80)

Kritika, 2021 (81)

Laurent, 2011 (16)

Moghadam, 2014 (56)
Miiller, 2015 (82)

Milieu de transport
4°C, MEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL

streptomycine, 0,75 ug amphotericine B
DMEM + 5% solution antibiotique/ antifongique

Température ambiante, DMEM + 0,584 g/I L-glutamine,
10000 IU/ml penicilline, 10000 pg/ml streptomycine, 2.5
pg/ml Amphotericine B

Température ambiante, DMEM + 0,584 g/I L-glutamine,
10000 IU/ml penicilline, 10000 pg/ml streptomycine, 2.5
pg/ml Amphotericine B

Aucun

aMEM + 100 U/mL penicilline G, 100 pug/mL streptomycine,
2.5 pg/mL amphotericine B

Aucun

4°C, MEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL
streptomycine, 0,75 ug amphotericine B

4°C, DMEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL
streptomycine, 0,75 ug amphotericine B

2h, 4°C, DMEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL
streptomycine, 0,75 ug amphotericine B

Solution saline physiologique

Milieu de culture direct apres coupe

Préparation

Nettoyage, immersion 10 sec dans solution aqueuse de Chlorhexidine a
0,2%, ringage 30 sec dans PBS

Nettoyage sous microscope avec instrument de parodontologie, retrait

du ligament et autres tissus de support

Retrait des tissus de support avec curette parodontale, désinfection de

surface avec éthanol a 70%, coupes

Retrait des tissus de support avec curette parodontale, désinfection de

surface avec éthanol a 70%, coupes

Coupes directes apres avulsion puis mise en milieu de culture

Retrait des tissus de support, coupes

Coupes

Nettoyage a I'aide d’instrument stériles (élimination du ligament et du
sac folliculaire)

Nettoyage, immersion 10 sec dans solution aqueuse de Chlorhexidine a
0,2%, ringage 30 sec dans 5 mL de PBS

Nettoyage a I'aide d’instrument stériles (élimination du ligament et du
sac folliculaire)

Coupe suite a I'extraction
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Auteur, Année

Pedano, 2019 (83)

Pedano, 2021 (84)

Pedano, 2020 (68)

Silva, 2016 (55)

Téclés, 2005 (67)

Téclés, 2008 (85)

Trimmel, 2015 (73)

Milieu de transport

DMEM + 10% Fetal Bovine Serum, 1% penicilline-
streptomycine, 1% amphotericine B

DMEM + 10% Fetal Bovine Serum, 1% penicilline-
streptomycine, 1% amphotericine B

DMEM + 10% Fetal Bovine Serum, 1% penicilline-
streptomycine, 1% amphotericine B

MEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL streptomycine, 0,75
ug amphotericine B

MEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL streptomycine, 0,75
ug amphotericine B

oMEM + 100 U/mL penicilline G, 100 pg/mL streptomycine,
2.5 pg/mL amphotericine B

Tableau 2 Méthodes de transport et de préparation de I'explant

Préparation

Ringage a I’éthanol 70% (1 min) puis au PBS (1 min)

Ringage a I’éthanol 70% (1 min) puis au PBS (1 min)

Ringage a I’éthanol 70% (1 min) puis au PBS (1 min)

Stérilisation 35 min a 135 °C, préparation endocanalaire

Nettoyage a I'aide d’instrument stériles (élimination du ligament et du
sac folliculaire)

Nettoyage a I'aide d’instrument stériles (élimination du ligament et du

sac folliculaire)

Coupe
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Auteur, Année

Camilleri, 2014 (76)

Chakka, 2020 (77)

El Nawam, 2019 (78)

Gongalves, 2007
(64)

Janji¢, 2018 (57)

Janji¢, 2018 (79)

Janji¢, 2017 (71)

Jeanneau, 2017 (80)

Kritika, 2021 (81)

Laurent, 2011 (16)

Moghadam, 2014
(56)

Milieu de culture

MEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL
streptomycine, 0,75 ug amphotericine B

DMEM + 15% FBS, 1% penicilline-streptomycine
DMEM +15% FBS, 0,584 g/I L-glutamine, 10000
IU/ml penicilline, 10000 ug/ml streptomycine, 2.5
pg/ml Amphotericine B

DMEM + 20% SVF, 0,584 g/| L-glutamine, 10000
IU/ml penicilline, 10000 ug/ml streptomycine, 2.5
pg/ml Amphotericine B

oMEM + 10% FBS, antibiotiques (sans précisions)

aMEM + 10% FBS, 100 U/mL penicilline G, 100

pg/mL streptomycine, 2.5 ug/mL amphotericine B
oMEM + 10% FBS, antibiotiques (sans précisions)

MEM + 10% FBS, 2 mM B-glycerophosphate
DMEM + 300 IU/mL penicilline, 300 pg/mL
streptomycine, 0,75 ug amphotericine B
DMEM + 10% FBS, 200 Ul/mL penicillin, 200
pg/mL streptomycin, 0.5 pg/mL amphotericin B
Milieu a base de lactose chargé en bactéries (E.

faecalis)

Fréq. Changement milieu

24 heures

24 heures

24 puis 48 heures

Non précisé

48 heures (pré
conditionnement)
48 heures (pré
conditionnement)
48 heures (pré
conditionnement)

24 heures

24 heures

24 heures

24 heures (ajout de E.

faecalis)

Durée culture

14 jours

7/14 jours

7 jours

7 jours

2X 48 heures

2X 48 heures

2X 48 heures

15 jours

14 jours

2/14/28 jours

30 jours

Evaluation vitalité dent

Histologie (coloration HE)

Biologie moléculaire

(expression genes)

Marquage des cellules

apoptotiques (dUTP Nick End)

MTT a 48 heures

MTT a 48 heures

MTT a 48 heures
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Auteur, Année Milieu de culture Fréq. Changement milieu Durée culture Evaluation vitalité dent

aMEM + 10% SVF, 100 U/mL penicilline G, 100
Muller, 2015 (82) - 48 heures MTT a 48 heures
pg/mL streptomycine, 2.5 ug/mL amphotericine B

DMEM + 10% FBS, 1% penicillin-streptomycine,
Pedano, 2019 (83) 24 heures 7/14/28 jours Temps de doublement cellulaire
1% amphotericine B

DMEM + 10% FBS, 1% penicillin-streptomycine,
Pedano, 2021 (84) 24 heures 14 jours -
1% amphotericine B

DMEM + 10% FBS, 1% penicillin-streptomycine,
Pedano, 2020 (68) 24 heures 28 jours -
1% amphotericine B

DMEM + 10% FBS, 100 mg/mL penicillin,
Silva, 2016 (55) - 24 heures -
100pg/mL streptomycine

MEM + 10% FBS, 200 IU/mL penicilline, 200 pg/mL

Técles, 2005 (67) Non précisé 1/14/28 jours -
streptomycine, 0,75 pug amphotericine B

Técles, 2008 (85) MEM + 10% FBS, 2 mM B-glycerophosphate 24 heures 1/14/28 jours -

aMEM + 10% SVF, 100 U/mL penicilline G, 100 48 heures (pré
Trimmel, 2015 (73) 2X 48 heures MTT a 48 heures
pg/mL streptomycine, 2.5 ug/mL amphotericine B conditionnement)

Tableau 3 Méthodes de culture du modéle
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Auteur, Année

Camilleri, 2014 (76)

Chakka, 2020 (77)

El Nawam, 2019 (78)

Gongalves, 2007 (64)

Janji¢, 2018 (57)

Janji¢, 2018 (79)

Janji¢, 2017 (71)

Jeanneau, 2017 (80)

Kritika, 2021 (81)

Laurent, 2011 (16)

Moghadam, 2014 (56)

Elément étudié

Matériaux de coiffage pulpaire
Ingénierie tissulaire (thérapie
génique)

Thérapie Laser

Modele d’étude pour I'angiogenese
pulpaire / effet facteur de croissance

(VEGF)

Ingénierie tissulaire

Ingénierie tissulaire

Ingénierie tissulaire

Matériaux de coiffage pulpaire

Matériaux de coiffage pulpaire
Matériaux de coiffage pulpaire

Matériaux de réparation des

perforations du plancher pulpaire

Propriété étudiée

Capacité d’hydratation
Réponse cellulaire (apoptose,
migration)

Dentinogenese / angiogenése

Angiogenése

Angiogenése

Production facteurs (SOST, DKK-1)

Production protéine (angiogénine)

Potentiel de minéralisation,
organisation tissulaire et morphologie
de la pulpe

Capacité de minéralisation
Différenciation cellules pulpe dentaire

et formation de dentine réparatrice

Capacité d’étanchéité des matériaux

Méthode d’étude

SEM

Histochimie

Biologie moléculaire (RT-PCR)

Immunohistochimie

Biologie moléculaire (dosage
surnageant)

Biologie moléculaire (dosage
surnageant)

Biologie moléculaire : RT-qPCR et

ELISA (surnageant)

Immunohistochimie

Radiographie 2D, SEM sur coupes

Immunohistochimie

Biologie moléculaire (dosage

surnageant)
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Auteur, Année Elément étudié Propriété étudiée Méthode d’étude
Effet d’'un inhibiteur sur la
Miiller, 2015 (82) Ingénierie tissulaire régénération pulpaire de patient Biologie moléculaire
diabétique
Temps de doublement cellulaire,
Validité modele d’étude + matériau expression des marqueurs de surface, Biologie moléculaire,
Pedano, 2019 (83)
de coiffage pulpaire création de colonies cellulaires, immunohistochimie
capacité de différenciation cellulaire
Pedano, 2021 (84) Matériau de coiffage pulpaire Minéralisation, formation tissulaire KCT, immunohistochimie
Réaction inflammatoire de la pulpe,

Pedano, 2020 (68) Matériau de coiffage pulpaire Histochimie
formation de dentine réparatrice

Cytotoxicité de matériau sur cellules Biologie moléculaire (MTT, dosage des
Silva, 2016 (55) Matériau obturation apicale
en culture cytokines), microscopie
Técles, 2005 (67) Effet thérapie (préparation cavité) Réponse cellulaire / progéniteurs Immunohistochimie
Técles, 2008 (85) Matériaux de coiffage pulpaire Minéralisation, réponse cellulaire Immunohistochimie, SEM
Production de facteur de croissance Biologie moléculaire (ELISA),
Trimmel, 2015 (73) Ingénierie tissulaire
endothéliaux immunochimie

Tableau 4 Objectifs de I'étude et moyens d’évaluation
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4. DISCUSSION

Les concepts actuels en odontologie visent a maximiser les chances de conserver la
dent vitale. Ainsi les équipes de recherche académiques et les industriels ceuvrent au
développement de nouveaux matériaux et de nouvelles stratégies pour y parvenir. Ces
matériaux n’ont plus pour objectif d’étre bio-inertes comme ceux des précédentes
générations mais d’étre bioactifs. En effet, ils sont développés pour interagir avec les tissus
humains afin de promouvoir des mécanismes de cicatrisation. Le développement de ces
matériaux repose en partie sur leur évaluation dans les conditions les plus proches du milieu
physiologique. L'objectif de ce travail était, au travers d’une revue systématique de la
littérature, de répertorier et étudier les propriétés des modeles de dents ex vivo actuellement
utilisés en laboratoire de recherche. Ceci en vue de proposer un prototype adapté a I'étude
des nouveaux matériaux et stratégies thérapeutiques pour la régénération du complexe

pulpo-dentinaire en odontologie.

Historiguement, les modeles utilisant des coupes de dents en culture étaient
couramment employés pour la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour
I'odontologie, notamment les techniques basées sur l'ingénierie tissulaire. Les premiéres
utilisations de ces modeéles ont été décrites en 1996 par I'équipe de Magloire et coll. (86) ou
les explants étaient placés en culture pendant 30 jours. Durant cette période de culture, la
viabilité cellulaire était conservée. Néanmoins, les coupes étant placées directement au
contact du fond de la boite de Pétri, cette méthodologie présentait des inconvénients,
notamment dans le cas de I'étude de I'effet de facteurs de croissance sur les mécanismes de
cicatrisation tissulaire (87). Afin de pallier les limites de ce modéle, en 1998, Sloan et coll. ont
développé un modeéle de coupe de dents de rats (incisives) inclus dans un gel (agarose et
milieu de culture) avant d’étre placé en suspension dans des puits contenant du milieu de
culture (87). Dans les conditions de cette étude, les auteurs sont parvenus a maintenir en
culture les coupes de dents pendant 14 jours, proposant ainsi un modele gu’ils jugeaient
adapté a I'étude de la dentinogénese et de la réparation tissulaire in vitro (87). Ce modeéle a
ensuite été adapté a la dent humaine et est depuis utilisé dans de nombreuses études

récentes (57,71-74). Ce type de modeéle offre certains avantages. Tout d’abord, le complexe
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dentino-pulpaire est conservé ainsi qu’une partie de son organisation. Ces éléments ont
également accés aux nutriments et a I’oxygéne présents dans le milieu de culture directement,
sans obstacle physique. Ce parameétre permet de modéliser des conditions expérimentales
particuliéres afin d’étudier I'effet de molécules ajoutées au milieu de culture comme des
facteurs de croissance (64), de contraintes mécaniques (63) ou environnementales comme
I'effet de I'hypoxie (57,71,74). Cependant, ce type de modele présente des limites. En effet,
bien que les éléments du complexe dentino-pulpaire soient conservés, leur organisation au
sein de ce modele est en deux dimensions. Ainsi, I'organisation et la morphologie de la dent
dans son entité n’est pas respectée. La pulpe n’est alors plus contenue et confinée dans la
chambre pulpaire mais totalement exposée au milieu extérieur. Une autre limite de ce modéle
est I'effet iatrogéne lié aux méthodes de coupe de la dent, et ce, malgré I'utilisation d’une scie
rotative a lame diamantée refroidie par de I'’eau durant toute I'étape de coupe. Dans I'étude
de Sloan et coll., il a été observé dans certaines zones une modification des odontoblastes qui
s'orientent vers une morphologie fibroblastique (87). L'observation des coupes en
microscopie électronique a transmission y révéle une couche d’odontoblastes détachée de la
pré-dentine et une perte de la morphologie cellulaire caractéristique des odontoblastes, qui

est normalement cylindrique/ovoide et polarisée (6,87).

C'est pourquoi a partir des années 2000, les modeles de dent entiere placés en
conditions de culture en incubateur ont été utilisés principalement pour I'’étude des matériaux
de coiffage pulpaire ou par exemple pour comparer des techniques d’ingénierie tissulaire aux
matériaux de coiffage pulpaire actuels. La premiére étude faisant état de I'utilisation et du
développement de ce type de modeéle a été publiée en 2005 par Téclés et coll. (67). Dans cette
étude, les auteurs ont étudié la réponse des progéniteurs de la pulpe dentaire et des cellules
souches a l'agression des odontoblastes lors de la préparation mécanique des cavités. Ce
modele d’étude a ensuite été reproduit avec des modifications mineures par de nombreux
auteurs, en particulier pour I'étude des matériaux de coiffage pulpaire (59-62,66,68—70).
Brievement, ce modeéle utilise des 3°™s molaires immatures qui sont suspendues par leur
partie coronaire dans le puits d’une plaque de culture cellulaire lui-méme rempli de milieu de
culture. L'ensemble est ensuite placé en incubateur dans les conditions d’usage pour la culture
cellulaire (67). Ce modéle présente de nombreux avantages puisqu’il conserve la dent dans sa

globalité et préserve ainsi les éléments qui la composent et leur organisation. Les auteurs le

44



décrivent comme un modele utile dans le futur pour I'étude des mécanismes de la
régénération de la dentine et I'évaluation des biomatériaux en dentisterie restauratrice (67).
L’équipe de Pedano qui a étudié ce modele en 2019 s’est intéressée a la survie des cellules de
la pulpe dentaire aprés que la dent ait été placée dans les conditions de culture
précédemment décrites pendant 4 semaines. A la suite de cette période de culture, les cellules
de la pulpe dentaire avaient conservé leur viabilité, leur capacité de croissance, de division et
de différenciation vers différentes lignées (70). D’un point de vue histologique, les
observations faites par les auteurs révélaient une organisation des tissus similaire a celles
faites lors d’études in vivo (70). Cependant, ce type de modeéle de culture statique présente
certaines limites. Ces limites sont liées a I'absence d’un flux de milieu de culture ce qui prive
la dent d’une circulation des nutriments, d’oxygéne et une élimination des déchets liés au
métabolisme insuffisante. En effet, bien qu’une viabilité cellulaire relative soit observée par
I’équipe de Pedano aprés 4 semaines de culture, la capacité de croissance cellulaire est plus
faible, comparée a celle des cellules des dents fraichement extraites. Les auteurs justifient
cette observation par une diffusion insuffisante de milieu de culture aux cellules de la partie
coronaire de la dent, entrainant une apoptose de ces cellules (70). Cet élément est une
importante limite a I'étude des matériaux de coiffage pulpaire puisque les cellules en
périphérie de la pulpe ont un rble primordial dans les mécanismes de réparation et
cicatrisation du complexe dentino-pulpaire (1,17). Cette absence de flux qui prive certains
éléments de la dent d’un apport suffisant en nutriments et en oxygéne impose aux auteurs de
limiter leurs études a des durées n’excédant pas 2 (59-61,65,69) a 4 semaines (62,66—68,70).
Il serait cependant pertinent de réaliser des études sur des périodes de culture plus longues,
notamment pour observer histologiguement les réponses du complexe pulpo-dentinaire
comme la formation d’un pont dentinaire, la percolation bactérienne ou la réponse
inflammatoire a moyen terme suite a I'utilisation de matériaux de coiffage pulpaire. Ce type
d’études a été réalisé par I'équipe de Nowicka mais nécessite de réaliser I’étude in vivo sur
des dents qui seront ensuite extraites - pour raisons orthodontiques - 6 semaines aprées la
réalisation des coiffages pulpaires (88). Bien que ce travail ait permis de réaliser une analyse
histologique compléte des processus faisant suite au coiffage pulpaire avec des biomatériaux
(ici Biodentine™ et MTA®) les procédures a mettre en ceuvre sont limitantes : une fois les
patients sélectionnés, ceux-ci devaient recevoir une procédure de coiffage pulpaire

(radiologie, anesthésie, réalisation d’une cavité, mise en place du matériau de coiffage
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pulpaire) avant que leur dent soit extraite 6 semaines plus tard. Ces procédures ont contraint
les auteurs a avoir un nombre d’échantillons limité (n=11 pour les conditions expérimentales
et n=6 pour les contréles) (88). Cliniquement, la pertinence de cette étude est limitée du fait
des conditions d’étude sur des dents saines, ne permettant pas d’étudier la réponse de la
pulpe a la Biodentine™ dans des conditions d’inflammation pulpaire comme celles pouvant
étre rencontrées en clinique. A contrario, I’ utilisation d’'une dent placée en culture ex vivo peut
permettre de conditionner les milieux afin de reproduire certaines conditions cliniques,
comme l'inflammation pulpaire (89), le diabéte (90) ou la présence d’une flore bactérienne

particuliére (56).

L’'ensemble des éléments énoncés ci-dessus nous ameéne a proposer un nouveau
modele d’étude destiné a évaluer des nouveaux matériaux pour la régénération du complexe
pulpo-dentinaire en odontologie. Le développement d’'un modeéle de culture dynamique de
dent semble étre pertinent pour I'étude des matériaux pour I'odontologie conservatrice,
notamment celle des matériaux de coiffage pulpaire. L'objectif de ce modéle serait
d’améliorer I'apport de milieu de culture a I'organe dentaire et de favoriser I’élimination des
déchets liés au métabolisme. Notre hypothése est que la mise en culture de la dent a étudier
dans un tube de culture, ol elle est soumise a un flux permanent de milieu de culture selon
un mouvement de va-et-vient permettra d’allonger les durées de culture et d’améliorer les

conditions de celle-ci.

Pour la réalisation des études, nous sélectionnerons des 3™ molaires incluses,
extraites pour indications orthodontiques, présentant des apex immatures. En effet, ce type
de dents a été sélectionné dans la majorité des études retenues (16 sur 19) car elles
présentent deux avantages majeurs: leur obtention est simplifiée du fait du nombre important
d’interventions impliquant I'extraction des 3®™¢ molaires (91), et les apex immatures
permettent une meilleure pénétration du milieu de culture aux cellules de la pulpe dentaire.
Suite a I'extraction de la dent, le milieu de prélévement / transport a base de DMEM associé
a du sérum de bovin feetal, des antibiotiques (pénicilline-streptomycine a 1%) et des
antifongiques (amphotéricine B a 1%) est a privilégier. En effet, le milieu DMEM est également
recommandé pour le stockage d’'une dent expulsée suite a un traumatisme alvéolo-dentaire

avant sa réimplantation chez le patient. Selon les auteurs, ses excellentes propriétés
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optimisant la vitalité cellulaire sont liées a sa composition riche en vitamines, en amino-acides

et en glucose (92).

Avant sa mise en culture, la dent devra étre préparée afin de limiter les risques de
contamination du milieu de culture. Pour cela, le nettoyage devra étre mécanique, a 'aide
d’instruments stériles, pour le retrait des tissus (ligament et sac folliculaire). Ensuite, un
nettoyage chimique avec une immersion, n’exposant pas les apex, dans une solution de
Chlorhexidine a 0.2% serait réalisée pour assurer une action antiseptique comme dans le
protocole décrit dans les études de Camilleri (59) ou plus récemment de Kritika (61). Le rincage
pendant une minute a I'éthanol (70%), bien que réalisé dans plusieurs études (63,68—70),
semble a proscrire a cause de I'effet déshydratant de I’éthanol.

Concernant le choix du milieu de culture, le milieu DMEM est a privilégier pour les raisons
évoquées précédemment pour le choix du milieu de transport. Concernant le milieu de
culture, celui-ci doit étre supplémenté :

e D’une solution antibiotique, la préparation commerciale Pénicilline-Streptomycine
des laboratoires Life Technologies® ou MilliporeSigma® sont les solutions de choix en
culture cellulaire (93) ;

e D’un antifongique, I'amphotéricine B, afin de limiter le risque de contamination
fongique au cours de la culture (93) ;

e De sérum de bovin feetal, qui assure un apport en protéines, amino-acides, vitamines,
facteurs de croissance, glucides, lipides, hormones et minéraux nécessaires a la survie
et a la prolifération des cellules (93). Une concentration du sérum dans le milieu a 10%
comme dans le protocoles de nombreuses études est a privilégier (57,60,73—
75,62,66-72). Cette concentration permet un apport important des éléments
susnommeés puisque les concentrations généralement rencontrées en culture
cellulaire sont entre 2 et 10% de sérum dans les milieux de culture (93). Il ne semble
pas pertinent d’utiliser des concentrations supérieures comme rencontrées dans les
protocoles des étude de Chakka et Nawam (15%) (63,65) ou Gongalves (20%) (64). En
effet, la concentration de sérum augmente proportionnellement la viscosité du milieu
de culture (94) et par déduction la diminution de sa capacité de diffusion dans notre

modele de dent en culture.
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Afin d’optimiser I'accés de milieu de culture a I'organe dentaire et I’élimination des
déchets liés au métabolisme cellulaire, nous avons congu un prototype de bioréacteur.
Comme décrit précédemment, en culture statique, la diffusion passive depuis I'extérieur de
I'organe vers les cellules situées au centre de la pulpe dentaire est le seul processus apportant
les nutriments et I'oxygéne nécessaires au métabolisme cellulaire. A ce titre, il a été démontré
que pour des cultures de greffons osseux, les cellules situées a 500/1000um de la surface du
greffon souffrent d’hypoxie, entrainant une nécrose centrale dans les conditions de culture
statique (95). La conception de notre bioréacteur repose sur les principes de mécanique des
fluides des bioréacteurs a flux laminaire. En effet, dans ces bioréacteurs a perfusion indirecte,
un systéme de pompe crée un flux de milieu de culture autour de I'’échafaudage ou de I'organe
en culture. Ce type de dispositif (Figure 8) permet d’améliorer la diffusion de nutriments et
d’oxygene au sein des tissus en culture et offre une meilleure élimination des déchets liés au
métabolisme cellulaire. Ainsi, il a été montré que dans le domaine de I'ingénierie tissulaire
osseuse, ce type de bioréacteur améliore la prolifération et la différenciation cellulaires ainsi
gue la capacité de minéralisation et de formation de tissus minéralisés lors de périodes de

culture de 5 ou 6 semaines (96,97).
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Figure 8 Représentation schématique d'un bioréacteur a perfusion indirecte, la pompe péristaltique crée un flux laminaire de

milieu représenté par les fleches bleues.

Du fait de la morphologie de 'organe a étudier, une 3¥™® molaire aux apex ouverts, il
semble pertinent de développer un bioréacteur ou I'organe est soumis a un flux laminaire
passif ascendant et descendant. Ce type de mouvement permet d’optimiser par la création
d’un flux : i) lors du mouvement ascendant, I'apport en oxygéne et nutriment aux cellules du
complexe pulpo-dentinaire ; ii) lors du mouvement descendant, I'élimination des déchets liés
au métabolisme vers le milieu extérieur. Ainsi la dent serait placée et maintenue au centre
d’un tube contenant le milieu de culture, un systeme poussoir alternatif créerait ensuite un

mouvement de va-et-vient entrainant le milieu de culture (Figure 9).
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Figure 9 Représentation schématique d’un systeme de bioréacteur optimisant la conservation d'une dent en culture. A) Phase
ascendante du milieu de culture améliorant la diffusion des nutriments et de I'oxygéne au sein du complexe pulpo-dentinaire

; B) phase descendante optimisant I'évacuation des déchets liés au métabolisme.

Un prototype présenté en annexe a été congu afin de valider la faisabilité technique
de ce dispositif (Figure 10). La dent a été placée dans une seringue de 60 mL et un dispositif
relié a un moteur électrique permet la transformation du mouvement de rotation du moteur
en un mouvement de translation alternatif de la tige-poussoir (piston) de la seringue. Ce

dispositif pourrait également étre couplé a un systéeme permettant le renouvellement

guotidien du milieu de culture.
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Les perspectives de cette étude seraient de pouvoir valider le systeme de culture
dynamique proposé dans ce travail. Pour cela, il serait pertinent d’étudier la viabilité et le
comportement des cellules pulpaires et de les comparer a des cellules issues de dents
conservées en culture statique pendant des périodes similaires. Les travaux menés par
I’équipe de Pedano en 2019 a permis de réaliser ce type d’étude sur des cellules de dents
conservées en culture statique pendant 28 jours (70). Dans cette étude, les auteurs ont
ensemencé et mis en culture les cellules de la pulpe des dents conservées en culture pendant
1 a 4 semaines. Différentes analyses du comportement cellulaire ont été réalisées et semblent
pertinentes a réaliser afin de valider un modeéle de bioréacteur pour la culture in vitro d’une
dent:

e Le temps de doublement cellulaire, mesuré par comptage cellulaire ;

e Le dénombrement des unités formant des colonies, observé en microscopie apres
coloration ;

e L’expression de marqueurs de surface des cellules souches mésenchymateuses,
étudiée par le marquage a l'aide de certains anticorps (CD34, CD45, CD73, CD90,
CD105 et Strol);

e La capacité de différenciation cellulaire vers différentes lignées aprés une culture en

milieu ostéogénique, chondrogénique ou adipogénique (70).

Ces études du comportement des cellules de la pulpe d’'une dent conservée en culture
pendant de longues périodes (supérieures a 4 semaines) semblent étre un prérequis afin de
valider un modéle de bioréacteur. Une fois ces éléments validés, il sera possible de placer au
sein du bioréacteur une dent ayant recu un traitement conservateur (coiffage pulpaire par
exemple) afin d’étudier histologiquement les réponses tissulaires et mécanismes de

cicatrisation, pendant les durées validées précédemment.
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5. CONCLUSION

La conservation de la vitalité pulpaire est un défi thérapeutique lors des traitements
en odontologie conservatrice. Pour y parvenir les industriels et laboratoires de recherche
développent de nouveaux matériaux et stratégies qui reposent sur une meilleure
connaissance des mécanismes biologiques du complexe pulpo-dentinaire. Qu’il s’agisse des
matériaux de coiffage pulpaire bioactifs ou des stratégies basées sur les techniques
d’ingénierie tissulaire, leur efficacité repose sur le recrutement des lignées cellulaires
impliquées dans les mécanismes de cicatrisation du complexe pulpo-dentinaire. A ce jour, il
n’existe pas de consensus concernant les modeles d’étude pour évaluer I'impact de ces
nouveaux matériaux sur le complexe pulpo-dentinaire. Cette étude a permis de répertorier
les différents systemes utilisés afin de proposer un cahier des charges dans |'objectif de
développer et proposer un nouveau modele d’étude basé sur |'utilisation d’un bioréacteur a
perfusion indirecte.

Une autre étude portant sur I'analyse de la viabilité et du comportement cellulaire
apres des périodes de culture supérieures a 4 semaines au sein de ce bioréacteur est
nécessaire. Ceci permettrait de valider la pertinence de ce modeéle de bioréacteur pour I'étude
des biomatériaux de coiffage pulpaire en laboratoire dans des conditions se rapprochant de

celles rencontrées physiologiquement.
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Figure 10 Prototype du bioréacteur
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Figure 11 Mise en situation du bioréacteur contenant du milieu de culture cellulaire lors de la phase ascendante (A) puis
descendante (B) du piston. Un filtre 0,22um est placé sur I'évent de la seringue supérieure afin de limiter I'entrée de

contaminants.
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Développement d'un bioréacteur pour I'étude ex vivo de biomatériaux appliqués a
I'Odontologie : élaboration d’un cahier des charges a partir d’'une revue systématique
de la littérature

Résumé :

Introduction : A ce jour, il n’existe pas a notre connaissance de modeéle d’étude ex vivo performant pour
I’étude des mécanismes de cicatrisation du complexe dentino-pulpaire et des propriétés des matériaux de
coiffage pulpaire. L'objectif de ce travail était de répertorier les différents modeles ex vivo utilisés pour
I’étude des matériaux visant la réparation et la régénération de la pulpe, afin d’établir un cahier des charges
pour la mise au point d’'un nouveau modele d’étude ex vivo performant. Matériel et méthode : Une revue
systématique de la littérature a été réalisée a partir de deux bases de données (Pubmed® et Scopus®). Les
études devaient concerner I'étude ex vivo des propriétés de biomatériaux ou de stratégies d’ingénierie
tissulaire pour I'odontologie conservatrice en utilisant des dents extraites chez 'Homme. Résultats : 19
articles ont été inclus dans cette étude. Lors de I'analyse, plusieurs parametres ont été relevés : les types
de modeles utilisés, les méthodes de préparation du modele, les méthodes de culture du modele et les
moyens d’évaluation des comportements cellulaires et/ou tissulaires. Discussion : Différents modéles sont
retrouvés dans la littérature. Bien qu’ils visent a se rapprocher des conditions physiologiques, ils présentent
certaines limites. La diffusion du milieu de culture aux cellules de la pulpe dentaire étant limitée, ces
derniéres ont un accés restreint aux éléments nécessaires a leur développement. Ainsi, I'élaboration d’un
nouveau modele reposant sur la conception d’un bioréacteur semble pertinente. La réalisation de la revue
de la littérature a permis de dégager les pistes a suivre pour la conception d’'un modeéle optimal. Une autre
étude portant sur 'analyse de la viabilité et du comportement cellulaire aprés des périodes de culture
supérieures a 4 semaines au sein de ce bioréacteur est nécessaire. Celle-ci permettra de valider la
pertinence de ce modele de bioréacteur pour I'étude des biomatériaux de coiffage pulpaire ex vivo.

Mots clés : Biologie de Ia pulpe dentaire ; Ingénierie tissulaire ; Biomatériaux ; Bioréacteur

Bioreactor development for the ex vivo study of biomaterials applied to Odontology:
elaboration of specifications from a systematic review of the literature

Abstract:

Introduction: To our knowledge, there is currently no efficient ex vivo model for the study of the healing
mechanisms of the dentin-pulp complex and the properties of pulp capping materials. The objective of this
work was to list the different ex vivo models used for the study of materials aiming at pulp repair and
regeneration, in order to establish specifications for the development of a new efficient ex vivo study
model. Material and method: A systematic review of the literature was performed using two databases
(Pubmed® and Scopus®). Studies had to concern the ex vivo study of the properties of biomaterials or tissue
engineering strategies for conservative dentistry using extracted human teeth. Results: 19 articles were
included in this study. During the analysis, several parameters were identified: the types of models used,
the methods of model preparation, the methods of model culture and the means of evaluating cellular
and/or tissue behavior. Discussion: Different models are found in the literature. Although they aim to
approximate physiological conditions, they have certain limitations. The diffusion of the culture medium to
the cells of the dental pulp being limited, cells have a restricted access to the elements necessary for their
development. Therefore, the development of a new model based on the design of a bioreactor seems
relevant. The review of the literature has allowed us to identify the paths to follow for the design of an
optimal model. Another study on the analysis of the viability and the cellular behavior after periods of
culture higher than 4 weeks within this bioreactor is necessary. This will validate the relevance of this
bioreactor model for the study of ex vivo pulp capping biomaterials.

Keywords: Dental pulp biology; Tissue engineering; Biomaterials; Bioreactor



