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hBMP-7 : Protéine de Morphogenèse Osseuse humaine-7 (human Bone Morphogenetic 

Protein-7) 

BMSSC : Cellule Souche/Stromale de Moelle Osseuse (Bone Marrow Stromal Stem Cells) 

BPF : Bonnes Pratiques de Fabrication 

CATP : Produit de Thérapie Avancée Combiné (Combined Advanced Therapy Product) 

CBMP : Produit Médicinal d’origine Cellulaire (Cell-Based Medicinal Product) 

CD : Cluster de différenciation 

CIP : Ciprofloxacine 

Co-CS-HA : Collagène-Chondroïtine Sulfate-Acide Hyaluronique 

Col : Collagène 

CP : Poudre de Céramique (Ceramic Powder) 

CPD : Cellule de Pulpe Dentaire 

CSDP : « Culot cellulaire Amatriciel dérivé d’un Feuillet de Cellules Souches » (Scaffold-free 

stem-Cell-Sheet-Derived Pellet) 

CSM : Cellule Souche/Stromale Mésenchymateuse 

CSM-GW : Cellule Souche/Stromale Mésenchymateuse de Gelée de Wharton 

CSM-PD : Cellule Souche/Stromale Mésenchymateuse de Pulpe dentaire 

CTI : Cell Therapy Institute® 

DDM : Matrice Dentinaire Déminéralisée (Demineralized Dentin Matrix) 

DMP-1 : Protéine Matricielle Dentinaire-1 (Dentin Matrix Protein-1) 

DOX : Doxycycline 

EDTA : Acide Ethylène Diamine Tétra-acétique 

Ef : Enterococcus faecalis 

FDA : Office de contrôle Pharmaceutique et Alimentaire (Food and Drug Administration) 

FGF : Facteur de Croissance Fibroblastique (Fibroblast Growth Factor) 

G-CSF : Facteur Stimulant les Colonies de Granulocytes (Granulocyte Colony-Stimulating 

Factor) 
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GF : Facteur de Croissance (Growth Factor) 

GTMP : Produit Médicinal de Thérapie Génique (Gene Therapy Medicinal Product) 

H : Hydrogel 

HNT : Nanotubes Halloysite (Halloysite Nanotubes) 

HLA : Antigène Leucocytaire Humain (Human Leukocyte Antigen) 
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PDS-II : Support nanocomposite composé de PolyDioxanone (nanocomposite Scaffold 
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PEG : PolyEthylène Glycol 

Pg : Porphyromonas gingivalis 

PLCL : Poly(L-lactide-co-ε-caprolactone) 

PLGA : Acide Poly(Lactique-co-Glycolique) (Poly[lactic-co-glycolic] Acid) 

PLLA : Acide Poly L-Lactique (Poly(L-lactic acid]) 

PTC : Préparation de Thérapie Cellulaire 

rhCol : Collagène humain recombinant (recombinant human Collagen) 

sCTMP : Produit Médicinal de Thérapie Cellulaire somatique (somatic Cell Therapy 

Medicinal Product) 

SDF-1 : Facteur Dérivé des cellules Stromales-1 (Stromal cell-Derived Factor-1) 
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PREAMBULE 
La pratique de la médecine bucco-dentaire connait actuellement une vraie révolution grâce au 

développement de nouvelles notions comme, par exemple :  

- La dentisterie basée sur les faits ou Evidence-based dentistry, qui impose une remise 

en question régulière pour offrir la meilleure thérapeutique à notre patient.  

- Le gradient thérapeutique, qui reprend le Primum non nocere d’Hipprocrate et 

repousse les limites de notre pratique vers une dentisterie a minima, la moins invasive 

possible. 

- Le biomimétisme, qui propose d’étudier le vivant pour développer des biomatériaux 

mimant de mieux en mieux les tissus de la dent. 

 

Ainsi, à l’heure d’une dentisterie basée sur les faits, la dent doit être reconstruite ad integrum, 

en respectant un gradient thérapeutique et de manière biomimétique.  

Cette approche a déjà fait beaucoup de chemin, car nous disposons aujourd’hui de biomatériaux 

adhésifs permettant de reconstruire « prophétiquement » la dentine et l’émail, avec des 

propriétés qui sont de plus en plus proches de celles des tissus naturels.  

Cependant, la reconstruction de la pulpe dentaire apparait plus compliquée à réaliser, car 

contrairement à l’émail et la dentine, c’est un tissu qui contient des cellules. La stratégie actuelle 

de scellement de l’espace endodontique par compactage de gutta-percha est très éloignée du 

concept de biomimétisme, car l’absence de cellules au sein de ce matériau supprime la 

possibilité de percevoir les stimuli nociceptifs ainsi que le potentiel d’adaptation du complexe 

dentinopulpaire, notamment en cas de lésions carieuses. Cette situation n’est pas satisfaisante 

lorsque l’on sait que la gestion de l’endodonte conditionne le pronostic de nos restaurations 

prothétiques et donc celui de la dent.  

Dans ce contexte, des stratégies thérapeutiques alternatives permettant de maintenir ou de 

retrouver la vitalité pulpaire sont nécessaires. Celles qui font appel à l’ingénierie tissulaire, qui 

propose d’incorporer des cellules souches/progénitrices dans un biomatériau pour reconstituer 

un tissu structurellement et fonctionnellement similaire à l’original, sont aujourd’hui 

particulièrement prometteuses. 
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C’est avec cette approche d’ingénierie tissulaire que nous avons réalisé ce travail, afin d’initier 

le développement d’un médicament de thérapie innovante permettant la régénération de la pulpe 

dentaire dans l’endodonte préalablement désinfecté et mis en forme. 

Ce travail n’est certes que la première étape du développement de ce nouveau médicament, 

mais comme l’a dit John Lennon :  

« A dream you dream alone is only a dream. A dream you dream together is reality ». 

Alors j’espère qu’en lisant ce travail vous commencerez à croire comme moi en ce rêve de  

revitaliser les dents, pour peut-être qu’un jour, nous puissions faire de ce rêve une réalité. 
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INTRODUCTION 

 Composition et physiopathologie de la pulpe 

dentaire 
1.1 Composition de la pulpe dentaire 

La pulpe dentaire est le tissu conjonctif lâche situé au centre de la dent. Elle est presque 

totalement entourée par de la dentine (Figure 1), tissu minéralisé produit par des cellules 

hautement spécialisées, les odontoblastes, organisées en palissade à l’interface dentine-pulpe.   

 

Figure 1 : Représentation schématique des différentes structures et tissus de la dent. 
 

La pulpe dentaire a pour rôles principaux de maintenir l’homéostasie de la dent grâce à ses 

fonctions de nutrition de la dentine et de la pulpe, de perception des agressions que subit la 

dent, de défense du tissu pulpaire (agressé par exemple par des bactéries orales lors du processus 

carieux), et de réparation (par exemple lors des phénomènes de la cicatrisation dentinopulpaire). 

Elle contient différents types cellulaires dispersés à l’intérieur d’une matrice extracellulaire 

dense, dont les principaux sont (Figure 2) : 

- des cellules endothéliales, des péricytes et des cellules musculaires lisses qui assurent 

la vascularisation (cf. 1.1.2) de la pulpe, 

- des fibres nerveuses et des cellules associées qui permettent l’innervation du tissu (cf. 

1.1.3), 

- des odontoblastes qui fabriquent et déposent la dentine (cf. 1.1.4.1), 
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- des cellules immunitaires qui assurent la défense du tissu et des fibroblastes qui 

assurent le renouvellement de la matrice extracellulaire (cf. 1.1.4.2), 

- des cellules souches/progénitrices mésenchymateuses (CSM)  impliquées dans les 

 phénomènes de régénération/réparation pulpodentinaire (cf. 1.3). 

 
 

 
 
 

Figure 2 : Composition cellulaire et protéique de la dentine et de la pulpe dentaire humaine.  
(Goldberg & Smith 2004) 
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1.1.1 La matrice extracellulaire (MEC) 

La MEC pulpaire est composée principalement de collagènes de type I et III, et de types IV, V 

et VI en plus faible quantité (Goldberg et al. 2008)(Goldberg et al. 2011). Les collagènes 

pulpaires jouent un rôle structural de support comme dans les autres tissus conjonctifs. Les 

glycosaminoglycanes constituent plus de la moitié des molécules matricielles pulpaires. Ce sont 

essentiellement des chondroïtines sulfates, des dermatanes sulfates, des kératanes sulfates, des 

héparanes sulfates et de l’acide hyaluronique. Leur principale fonction est le maintien de 

l’hydratation du tissu. Les principales glycoprotéines retrouvées dans la pulpe sont la 

fibronectine, la ténascine et la thrombospondine. Elles jouent un rôle dans l’adhésion des 

fibroblastes pulpaires au réseau collagénique. La fibronectine aurait aussi un rôle dans le 

maintien de la morphologie des odontoblastes. Les métalloprotéases matricielles stockées dans 

la MEC pulpaire participent à la dégradation des protéines extracellulaires, permettant ainsi le 

remodelage du tissu et le déroulement correct des phénomènes inflammatoires et cicatriciels 

(Goldberg et al. 2009)(Bogović et al. 2011).  

 

1.1.2 La vascularisation 

La pulpe est un tissu richement vascularisé. Les vaisseaux sanguins pénètrent dans la pulpe par 

le(s) foramen(s) apical(aux), puis ils progressent au centre des canaux radiculaires en direction 

de la chambre pulpaire où ils se ramifient en artérioles qui se ramifient elles-mêmes pour former 

un vaste réseau de capillaires à la périphérie du tissu. Les capillaires pulpaires les plus 

périphériques facilitent la diffusion des nutriments vers les odontoblastes (Figure 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3 : Moulage en résine montrant la vascularisation d’une molaire. (A) Vascularisation 
périphérique. (B) Vaisseaux de la partie centrale de la pulpe et ramifications périphériques.  

(Nanci 2008) 
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Le retour veineux se fait également par le foramen apical grâce à des veinules qui se regroupent 

pour former des veines collectrices qui cheminent au voisinage des artères dans la partie 

centrale du canal radiculaire et sortent de la pulpe par le foramen apical (Nanci 2008).  

 

1.1.3 L’innervation 

Le réseau nerveux pulpaire est essentiellement constitué de fibres sensitives issues du nerf 

trijumeau dont les corps cellulaires se trouvent dans le ganglion trigéminal. Les fibres nerveuses 

pénètrent dans la pulpe par le foramen apical et les canaux accessoires. Elles se regroupent au 

centre du canal radiculaire pour former de volumineux faisceaux nerveux qui se ramifient 

progressivement dans la chambre pulpaire et se terminent sous la forme d’un réseau dense de 

fibres nerveuses appelé plexus nerveux sous-odontoblastique (ou plexus de Raschkow) (Bletsa 

et al. 2009)(Magloire et al. 2009) (Couve et al. 2013). Certaines fibres nerveuses pénètrent dans 

la couche odontoblastique et la prédentine, puis dans les tubules dentinaires (Maeda et al. 1987). 

Les fibres nerveuses pulpaires sont pour la plupart des fibres amyéliniques de type C activées 

essentiellement au cours de l’inflammation pulpaire pour transmettre la douleur. La pulpe 

contient également des fibres A-δ impliquées également dans la transmission douloureuse. Ces 

fibres seraient stimulées par le déplacement du fluide dentinaire intratubulaire ou par un signal 

d’origine odontoblastique. Des fibres myéliniques A-β ont aussi été mises en évidence dans la 

pulpe. Elles pourraient être impliquées dans la transmission de sensations non douloureuses 

engendrées par des stimulations de très faible intensité, par exemple de type vibratoire (Piette 

2001).  

1.1.4 Les principales Cellules de la Pulpe Dentaire 
(CPD) 

1.1.4.1 Les odontoblastes 

A l’interface pulpe-dentine se trouvent les odontoblastes, cellules mésenchymateuses 

hautement différenciées issues des crêtes neurales et dont la fonction principale est la formation 

de la dentine. Les odontoblastes sont organisés en une couche jointive à la périphérie pulpaire. 

Ils  émettent chacun un long prolongement cytoplasmique dans la dentine (Couve et al. 2013). 
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Figure 4 : L’odontoblaste à différents stades de maturation. L’odontoblaste va progressivement 
passer d’un stade sécrétoire très actif (A et D) à un stade  mature où il est beaucoup moins actif (B 

et E). Il vieillit ensuite progressivement jusqu'à atteindre un stade de quiescence (C et F). 
(Couve et al. 2013) 

 

Une première synthèse de dentine a lieu lors de l’organogenèse de la dent avec un odontoblaste 

en phase sécrétoire (4 à 6 μm/jour), puis l’activité se réduit (0,5μm/jour) et la cellule devient 

quasiment quiescente (Figure 4)(Couve et al. 2013).   
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1.1.4.2 Les fibroblastes et les cellules immunitaires 

Les fibroblastes pulpaires sont dispersés dans le tissu. Dans les conditions physiologiques, ils 

sont responsables de la formation et du renouvellement des composants de la matrice 

extracellulaire (Goldberg and Smith, 2004). Ils jouent également un rôle important dans la 

physiopathologie de l’organe, par exemple lors des phénomènes inflammatoires provoqués par 

la pénétration des bactéries cariogènes dans la dentine. En effet, ils modifient la structure de la 

MEC pour permettre la migration cellulaire. 

 Des cellules immunocompétentes, caractérisées par l’expression du récepteur CD45, sont 

présentes dans la pulpe dentaire saine où elles assurent l’immunosurveillance du tissu (Jontell 

et al. 1998). Parmi ces cellules, on distingue différentes sous-populations : les 

granulocytes (CD16+/CD14-), les lymphocytes T (CD45+/CD3+), les monocytes et les 

macrophages (CD45+/CD14+), les cellules dendritiques (CD45+/HLA-DR hi/ Lin1-) et les 

cellules NK (Natural Killer) (CD45+/CD3-/CD56+) (Figure 5) (Gaudin et al. 2015). 

 

 
Figure 5 : Proportion des différentes populations de cellules immunocompétentes CD45+ dans la 

pulpe dentaire humaine saine. (Gaudin et al. 2015) 
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1.2  Organogenèse de la pulpe dentaire  

1.2.1  Migration de cellules des crêtes neurales et odontogenèse 

 

Le développement de l’organe dentaire débute suite à la migration de cellules 

ectomésenchymateuses issues des crêtes neurales céphaliques dans les bourgeons maxillaire et 

mandibulaire du premier arc branchial. Ces cellules vont induire l’invagination de l’ectoderme 

oral dans l’ectomésenchyme sous-jacent au niveau des sites où vont se former les dents. Cette 

invagination est appelée lame dentaire. Puis, grâce à une succession d’interactions séquentielles 

et réciproques entre les cellules ectomésenchymateuses et les cellules ectodermiques, les 

germes dentaires vont se former et acquérir progressivement une morphologie spécifique de 

chaque dent. Ils sont constitués principalement de la papille ectomésenchymateuse dentaire, qui 

va donner naissance à  la pulpe dentaire et à la dentine, et de l’organe épithélial de l’émail qui 

va donner naissance à l’émail. A l’issue de cette phase de morphogenèse, des phénomènes 

hautement régulés de différenciation cellulaire vont conduire à l’apparition des odontoblastes, 

cellules qui produisent la dentine, à partir des cellules ectomésenchymateuses de la papille 

dentaire, et des améloblastes, cellules qui produisent l’émail, à partir des cellules ectodermiques 

de l’organe de l’émail. 

1.2.2  Formation de la pulpe dentaire 

 

La pulpe dentaire succède à la papille ectomésenchymateuse dentaire lorsque les premiers 

odontoblastes se différencient en périphérie de celle-ci. La différenciation odontoblastique est 

un mécanisme complexe régulé par les cellules de l’organe de l’émail. Celles-ci vont 

notamment induire l’arrêt de la prolifération des cellules ectomésenchymateuses proches, leur 

polarisation et la formation d’un prolongement cellulaire qui va s’allonger progressivement au 

fur et à mesure du dépôt de la dentine au pôle apical de la cellule. L’odontoblaste comprend 

ainsi, un long prolongement, totalement inclus dans la dentine, et un corps cellulaire localisé à 

l’interface pulpe-dentine (Couve et al., 2013). L’ensemble pulpe-dentine est appelé complexe 

pulpodentinaire. Parallèlement, les cellules ectomésenchymateuses centrales de la papille 

ectomésenchymateuse dentaire se différencient en fibroblastes dont la principale fonction est la 

synthèse et le renouvellement de la matrice extracellulaire pulpaire. Cette matrice est 

particulièrement riche en collagènes et en protéoglycanes. La transformation de la papille 
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ectomésenchymateuse en pulpe dentaire s’accompagne également d’un accroissement de la 

vascularisation du tissu, de sa colonisation par des cellules immunocompétentes chargées 

d’assurer sa surveillance, et de son innervation.  La pulpe est ainsi un tissu conjonctif lâche 

fortement hydraté, richement innervé et vascularisé, et capable d’assurer sa défense, notamment 

en cas d’agression bactérienne. 

1.3  Réponse de la pulpe dentaire à la lésion carieuse 

Dans la cavité buccale, la dent est soumise à un environnement complexe dont certains éléments 

peuvent perturber l’équilibre physiologique de la pulpe. Par exemple, la dent peut être la cible 

d’attaques bactériennes qui vont déminéraliser et détruire progressivement l’émail et la dentine 

pour former une lésion carieuse : (Figure 6).  

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique et radiographie d’une lésion carieuse profonde. 
 
 

D’après le Larousse médical, la lésion carieuse est une « maladie détruisant les structures de la 

dent, évoluant de la périphérie (émail) vers le centre de la dent (pulpe dentaire) ». La carie 

dentaire serait la maladie qui affecte le plus d’êtres humains dans le monde : près de 2,4 

milliards de personnes en 2010. Les soins dentaires liés à la carie auraient engendré la même 

année près de 450 milliards de dollars de dépenses (Figure 7)(Kassebaum et al. 2015)(Listl et 

al. 2015). 
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Figure 7 : Proportion de dents permanentes présentant une carie non traitée dans le monde en 
2010. (Kassebaum et al. 2015) 

 

 

 

Lorsqu’une lésion carieuse progresse à travers la dentine en direction de la pulpe, des 

mécanismes de défense et de réparation vont progressivement se mettre en place pour 

protéger la pulpe (Article 1). 
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Article 1 : Les mécanismes de défense et de réparation 
de la pulpe dentaire face à la carie 
 
FARGES J.-C., ALLIOT-LICHT B., RENARD E., DUCRET M., GAUDIN A., SMITH A.J., 

COOPER P.R. 

 

Dental pulp defence and repair mechanisms in dental caries.  
 

Mediators in Inflammation 2015. Article ID 230251. doi:10.1155/2015/230251.  

 
Résumé : La carie dentaire est une maladie infectieuse chronique qui résulte de la pénétration 
de bactéries issues de la cavité buccale dans l’émail et la dentine. Les microorganismes 
déclenchent une réponse inflammatoire/immunitaire dans la pulpe dentaire qui peut permettre 
la cicatrisation du tissu pulpaire si l’infection n’est pas trop sévère et si l’émail et la dentine 
infectés sont intégralement retirés et la dent correctement restaurée. Cependant, une 
inflammation chronique persiste souvent dans la pulpe malgré le traitement, ce qui va entrainer 
une réduction de la capacité innée de la pulpe à cicatriser et à se réparer. Pour que la cicatrisation 
de la dent soit totale, une barrière de dentine réactionnelle/réparatrice doit être formée pour 
éloigner la pulpe des agents infectieux et des matériaux de restauration coronaire. Les données 
cliniques et les expérimentations in vitro indiquent clairement que la formation de cette barrière 
n’est possible que si l’inflammation et l’infection sont fortement atténuées et permettent le 
rétablissement de l’homéostasie tissulaire. C’est pourquoi favoriser la résolution de 
l’inflammation pulpaire pourrait constituer une solution thérapeutique valable pour assurer la 
pérennité des traitements dentaires. Cet article porte sur les mécanismes cellulaires et 
moléculaires clés impliqués dans la réponse pulpaire aux bactéries et dans la transition entre la 
réponse inflammatoire et la réparation dentinaire. Nous rapportons ici, à l’aide d’exemples 
choisis, plusieurs stratégies potentiellement utilisées par les odontoblastes et les cellules 
immunitaires spécialisées pour combattre les bactéries qui envahissent la dentine in vivo. 
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1.4  Discussion à partir de l’article 1 

Lorsque les bactéries cariogènes pénètrent dans la dentine, des phénomènes de défense se 

mettent en place pour protéger le tissu pulpaire. Ils comprennent une réaction 

immunitaire/inflammatoire et une phase de dentinogenèse réactionnelle et/ou réparatrice :  

- La réaction immunitaire/inflammatoire (Figure 8) : 

 

 

 
Figure 8 : Aspects clés de la défense des odontoblastes contre les bactéries qui envahissent la 

dentine. Les bactéries (B) présentes dans la lésion carieuse dentinaire libèrent des composants 
pathogènes qui activent (flèche rouge) les odontoblastes proches de la lésion (bleus foncés), 

déclenchant la production de molécules antibactériennes (ronds bleus). Ces molécules diffusent 
dans les tubules dentinaires pour détruire les microorganismes (oxyde nitrique [NO], bêta-
défensines [BDs]) ou diminuer considérablement leur pathogénicité (Protéine de liaison du 

lipopolysaccharide [LBP]) En parallèle, des médiateurs pro-inflammatoires ou 
immunomodulateurs (ronds verts), incluant IL-6, IL-10, CXCL1, CXCL2, CXCL8 (IL-8),CXCL10, 

et CCL2, sont sécrétés par les odontoblastes au pôle opposé et diffusent dans la pulpe sous-
odontoblastique (flèche verte) où ils activent et mobilisent diverses populations de cellules 

immunitaires qui assurent l’immunosurveillance du tissu. Ces dernières migrent alors (flèche grise 
pointillée) vers l’interface pulpe-dentine sous la lésion pour combattre les bactéries et coordonner la 

réponse immunitaire. 
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L’invasion progressive de la dentine par les bactéries cariogènes issues de la cavité buccale 

déclenche une réaction immunitaire et inflammatoire dans la pulpe sous-jacente, destinée à 

combattre l’agresseur microbien. De par leur situation à la périphérie pulpaire et la présence 

d’un long prolongement cellulaire dans la dentine, les odontoblastes sont les premières cellules 

rencontrées par les microorganismes qui pénètrent dans la dentine. La reconnaissance de ces 

microorganismes par des récepteurs spécifiques présents à la surface odontoblastique active la 

synthèse de molécules antibactériennes comme les bêta-défensines et la production de 

cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires qui vont activer les cellules immunitaires dans 

la pulpe proche de la lésion. Dans les cas d’agression sévère, on assiste à une réduction 

importante de la synthèse de matrice dentinaire par les odontoblastes, mais lorsque l’agression 

reste modérée, les odontoblastes gardent une capacité de synthèse dentinaire pour former une 

barrière destinée à éloigner le tissu pulpaire de l’agresseur. Cette barrière peut être formée de 

dentine réactionnelle et/ou réparatrice. 

 

Au cours de notre doctorat, nous avons également contribué à démontrer que les 

odontoblastes activés sont capables de produire de l’oxyde nitrique qui possède une 

activité antibactérienne (Article 5, en annexe). 

 

- Les dentinogenèses réactionnelle et/ou réparatrice (Figure 9) 

Si l’agression de la pulpe dentaire par les bactéries cariogènes reste limitée dans le temps, par 

exemple grâce à l’éviction de la lésion carieuse par le praticien, elle ne déclenche qu’une 

réaction immunitaire et inflammatoire modérée. Des phénomènes de cicatrisation, de réparation 

et de régénération tissulaire vont alors se mettre en place dans la pulpe. Le retour de la pulpe à 

l’état physiologique est favorisé par la formation d’une barrière de dentine dite tertiaire dans la 

zone pulpaire proche de la dentine lésée. Cette barrière a pour but d’éloigner le tissu pulpaire 

de la lésion (bactéries, matériau d’obturation coronaire) afin de favoriser sa cicatrisation. La 

barrière dentinaire est dite « réactionnelle » lorsqu’elle est d’origine odontoblastique. La 

dentinogenèse réactionnelle consiste en l’obturation des tubules par de la dentine sclérotique et 

en l’accroissement de l’épaisseur de la couche de dentine résiduelle située entre les 

odontoblastes et la dentine lésée par les bactéries (Simon et al. 2008). Si la réponse 

inflammatoire est plus importante, elle provoque une stase sanguine périphérique et une 

hypoxie tissulaire qui entraîne la mort des odontoblastes. Dans ce cas, des cellules 



41 
 

mésenchymateuses souches et/ou progénitrices vont se multiplier dans la région sous-

odontoblastique et venir au contact de la dentine dans la zone de nécrose. Elles s’y différencient 

en odontoblastes, dits de remplacement ou de deuxième génération, et déposent alors une 

dentine tertiaire dite « réparatrice » destinée, comme la dentine réactionnelle, à éloigner le tissu 

pulpaire de la lésion dentinaire et à favoriser ainsi son retour à l’homéostasie. 

 

 

 
 

Figure 9 : Les deux types de dentinogenèse tertiaire. 
(Simon et al. 2008) 

 

Comme dans la moelle osseuse, le tissu adipeux ou le cordon ombilical, la pulpe dentaire 

contient des CSM et/ou cellules progénitrices en très faible quantité (<1%) (Gronthos et al. 

2000)(Waddington et al. 2009)(Sloan & Waddington 2009). Leur localisation et leur 

mécanisme de recrutement restent hypothétiques (Huang et al. 2009)(Huang 2011)(About 

2011)(Chmilewsky et al. 2014) (Figure 10). Il est de plus en plus largement admis que les 

populations de CSM sont constituées, in vitro et in vivo, d’un mélange de sous-populations au 

sein desquelles se trouvent des cellules « souches », des cellules progénitrices, des cellules 

périvasculaires et des fibroblastes en proportions variables (Huang et al. 2009)(Huang et al. 

2010)(Lv et al. 2014)(Harrington et al. 2014). 
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Figure 10 : Hypothèse du recrutement des cellules progénitrices qui forment la dentine tertiaire 
réparatrice. Lors d’une atteinte carieuse profonde avec exposition pulpaire, les odontoblastes 

primaires sont détruits (A), entrainant la libération de facteurs de croissance et le recrutement de 
cellules souches/progénitrices pulpaires (B et C). Au contact de la lésion, les cellules progénitrices 
se différencient en odontoblastes de deuxième génération et déposent de la dentine réparatrice (D) 

(About 2011). 
 

 

Certains auteurs restent toutefois prudents sur la capacité des cellules souches/progénitrices 

pulpaires à former une vraie dentine, car des observations cliniques récentes réalisées chez 

l’homme indiquent que le tissu synthétisé serait plus proche du tissu osseux que du tissu 

dentinaire (Ricucci et al. 2014).  

D’une manière générale, il existe deux types de réactions pulpaires de la pulpe face à une lésion 

carieuse profonde : 

- Lorsque l’inflammation pulpaire reste modérée, si un traitement est effectué par le 

praticien, et qu’un biomatériau étanche est placé en regard de la pulpe après éviction du tissu 

carié et désinfection de la cavité amélo-dentinaire, le tissu va le plus souvent réduire son 

processus inflammatoire et une phase de cicatrisation et de réparation va être initiée (Tran et al. 
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2012)(Riccuci et al., 2014). Cela permet à la pulpe dentaire de retourner à un état 

« physiologique » (Situation A, figure 11).  

- Dans le cas contraire, le plus souvent en l’absence d’élimination du tissu amélo-

dentinaire infecté par le praticien, les barrières de dentine tertiaire mises en place lors des 

mécanismes de défense pulpaires sont elles-mêmes détruites et rapidement dépassées. Ceci 

entraîne une inflammation plus importante qui ne permet pas le retour de la pulpe à l’état 

« physiologique ». En effet, dans ce cas, l’inflammation pulpaire s’étend à l’ensemble du tissu, 

devient irréversible du fait de la stase sanguine importante et de l’hypoxie qui l’accompagnent, 

et il est alors nécessaire de réaliser l’exérèse partielle (pulpotomie) ou complète 

(pulpectomie) de la pulpe pour éviter sa nécrose (Situation B, figure 11). 

 

 

Figure 11 : Réaction pulpaire face à une lésion carieuse profonde. (A) Dans le cas où 
l’inflammation pulpaire est modérée, l’éviction carieuse diminue fortement l’inflammation et une 
barrière de dentine tertiaire se met en place (*). (B) Si l’inflammation pulpaire devient irréversible, 

une ablation du tissu, partielle (pulpotomie) ou complète (pulpectomie), doit être réalisée.  
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Si la pulpotomie représente un traitement de choix pour les dents permanentes immatures, sa 

généralisation aux dents matures n’en est encore qu’au stade expérimental (Villat et al. 

2013)(Simon et al. 2013). 

Lorsqu’une pulpectomie est réalisée, il faut ensuite maintenir l’étanchéité de la dent vis à vis 

de la cavité buccale pour éviter une colonisation bactérienne. Ceci est réalisé en obturant 

l’espace endodontique à l’aide de gutta-percha (stratégie conventionnelle ou traditionnelle). 

Récemment, une autre stratégie d’obturation, plus biologique, a été proposée (Figure 12). 

 

 
 

Figure 12 : Les deux stratégies d’obturation endodontique après réalisation d’une pulpectomie. 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 Les stratégies d’obturation endodontique  

2.1 La stratégie actuelle : l’obturation endodontique 

conventionnelle à la gutta-percha 

En cas d’atteinte irréversible de l’ensemble de la pulpe suite à une carie ou un traumatisme, il 

est nécessaire de réaliser l’exérèse complète du tissu pulpaire. Suite à cette éviction, l’espace 

endodontique est désinfecté pour éliminer les bactéries et les toxines qu’il contient, puis est mis 

en forme mécaniquement et obturé de la manière la plus étanche possible avec de la gutta-

percha scellée aux parois dentinaires avec du ciment (Huang et al. 2008)(Huang 2009). La 

gutta-percha est un matériau relativement biocompatible mais non résorbable. Il est 

thermoplastique, ce qui permet de l’ajuster à la forme de l’endodonte. Sa composition est la 

suivante : environ 20% de gutta-percha pure, 35 à 75% d’oxyde de zinc, de 2 à 30% sulfate de 

baryum, et des agents plastifiants, des colorants et des agents antimicrobiens.  

L’obturation de l’endodonte à la gutta-percha présente un certain nombre de limites. En effet, 

l’analyse des traitements endodontiques montre des taux d’échecs variables, parfois importants 

pour les praticiens non-spécialistes, notamment en France. En effet, ces traitements montrent 

de nombreux défauts d’étanchéité, de contamination bactérienne de l’endodonte, ou de présence 

d’une pathologie infectieuse ou inflammatoire d’origine endodontique dans la région 

périapicale (Boucher et al. 2002)(Tavares et al. 2009). Une pathologie périapicale peut être à 

l’origine de douleurs chroniques qui sont accrues lors de la mastication. L’anatomie radiculaire 

souvent complexe rend souvent difficile la préparation mécanique et chimique de l’endodonte 

(Robinson et al. 2012). De plus, la mise en forme mécanique des canaux radiculaires est un acte 

invasif qui expose aux risques de fracture instrumentale et de coloration postopératoire de la 

dent. Elle s’accompagne également de risques de complications infectieuses et/ou 

inflammatoires en cas de dépassement instrumental ou du matériau d’obturation au niveau du 

sinus maxillaire ou du nerf mandibulaire (Figure 13)(Simon et al. 2013).  
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Figure 13 : Risques per et post opératoires lors de la réalisation d’un traitement endodontique. (a) 
L’obturation des dents mandibulaires peut entrainer la diffusion du matériau au niveau du nerf 
mandibulaire. (b) La compaction de la gutta-percha expose à des fractures instrumentales qui 

peuvent nécessiter l’extraction de la dent (c) (Gluskin 2009). 

 

Sur le plan mécanique, la résistance d’une dent dont l’endodonte a été obturé par la gutta-percha 

diminue, ce qui augmente le risque d’apparition de fissures ou de fractures au niveau de l’émail 

et de la dentine résiduels (Kishen & Vedantam 2007)(Dietschi et al. 2008)(Soares et al. 

2008)(Zelic et al. 2014). Egalement, comme l’un des motifs principaux de consultation chez un 

chirurgien-dentiste est l’apparition d’une douleur dentaire, la perte de la proprioception et du 

système de défense immunitaire dans la pulpe masque très souvent l’évolution des pathologies 

des dents dévitalisées et diminue considérablement leur temps de survie sur l’arcade. Enfin, une 

dent dévitalisée présente plus de risques de développer une lésion périapicale qui est une porte 

d’entrée potentielle dans l’organisme pour un essaimage bactérien par le réseau vasculaire 

(Friedman et al. 2003). C’est pour cette raison que l’obturation de l’endodonte à la gutta-percha 

est contre-indiquée chez les personnes à haut risque d’endocardite infectieuse (ANSM 2011). 

 

Pour pallier ces inconvénients, la recherche s’intéresse à la mise au point de méthodes 

alternatives, plus fiables et plus sûres, ayant pour objectif d’obturer l’endodonte de manière 

plus « biologique » en remplaçant le tissu pulpaire par un tissu structuralement et 

fonctionnellement semblable.  

 

Deux stratégies ont été proposées pour obturer l’endodonte de manière biologique : la 

revascularisation et l’ingénierie tissulaire.  

 

a b c 
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2.2 La revascularisation  

2.2.1 Historique 

L’histoire de la revascularisation débute dans les années 60, lorsque Nygaard-Østby rapporte 

que la formation d’un caillot sanguin dans l’endodonte suite à l’irritation du périapex permet 

d’obtenir une « cicatrisation » pulpaire. L’auteur observe la disparition des signes 

pathologiques au niveau périapical et, dans certains cas, des signes radiographiques de 

fermeture du foramen apical (Nygaard-Ostby & Hjortdal 1971). D’un point de vue histologique, 

les structures formées dans l’endodonte ressemblent à un mélange de zones fibreuses contenant 

des cellules fibroblastiques et de zones de minéralisation semblables à celles trouvées dans le 

cément cellulaire. 

Cette approche de revascularisation a été délaissée pendant près de 30 ans, puis sont apparues 

des publications rapportant les premiers cas de revascularisation de dent permanente immature 

suite à l’application d’une procédure standardisée. Le protocole consiste toujours à induire la 

formation d’un caillot sanguin au sein de la lumière canalaire pour permettre une colonisation 

cellulaire de l’endodonte, mais il nécessite au préalable de désinfecter complètement 

l’endodonte avec une pâte antibiotique pendant plusieurs semaines. A l’issue de la désinfection, 

un saignement apical est induit par irritation mécanique du périapex afin de remplir l’endodonte 

avec un caillot sanguin. Un matériau dentino-inducteur est ensuite placé au contact de ce caillot 

pour permettre la formation d’une barrière de dentine tertiaire (Banchs & Trope 2004)(Trope 

2008). 

A ce jour, des centaines de revascularisations de dents permanentes immatures ont été réalisées 

avec succès chez l’homme, permettant la revitalisation de l’endodonte et la poursuite de 

l’édification radiculaire des dents immatures (Diogenes et al. 2013)(Moreno-Hidalgo et al. 

2014). 

 

2.2.2 Protocole  

Pour obtenir une revascularisation de l’endodonte, un protocole clinique en deux étapes est le 

plus souvent proposé (Figures 14 et 15)(Simon 2010)(Moreno-Hidalgo et al. 2014). 

 

Schématiquement, lors de la première séance sont réalisés : 

- une anesthésie avec vasoconstricteur et la pose du champ opératoire, 
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- l’accès au canal et la mise en place d’une pâte antibiotique (généralement à base de 

métronidazole, de ciprofloxacine et de minocycline) ou d’hydroxyde de calcium,  

- l’obturation provisoire de la cavité d’accès. 

 

Deux à trois semaines plus tard, lors de la seconde séance sont réalisés : 

- une anesthésie sans vasoconstricteur,  

- l’élimination de la pâte antibiotique intracanalaire et le rinçage du canal, 

- le franchissement du foramen apical par des limes endodontiques pour induire un 

saignement dans l’endodonte à partir du périapex et la formation d’un caillot 

intracanalaire,  

- l’obturation de la partie coronaire du canal avec un biomatériau dentino-inducteur, 

- l’obturation définitive de la cavité d’accès par un matériau type résine composite. 

Le patient est ensuite suivi tous les 3 mois. 

 

   

 
 
 

Figure 14 : Représentation schématique du protocole de revascularisation. Après exérèse du tissu 
pulpaire (a), un saignement est induit dans les canaux (b) et la chambre pulpaire (c), puis un 

matériau (d) est placé dans l’endodonte pour permettre aux cellules de se différencier.   
Un matériau de reconstitution coronaire est ensuite mis en place pour isoler la pulpe régénérée  

du milieu buccal (e). 
 

 

a b c d e
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Figure 15 : Etapes de la revascularisation endodontique. (a) Radiographie préopératoire d’une 
incisive centrale immature (11) dont la pulpe est nécrosée et qui présente une lésion apicale. (b) 

Mise en place d’une pâte contenant les trois antibiotiques. (c) Vue clinique de la médication dans le 
canal. (d) Vue clinique du canal rempli de sang. (e) Vue clinique du bouchon de MTA® (Mineral 
trioxide aggregate®) placé au contact du caillot sanguin. (f) Radiographie de contrôle à 10 mois 

postopératoire. (Simon 2010) 
 

2.2.3 Analyse histologique 

Plusieurs semaines après une procédure de revascularisation, l’analyse histologique montre que 

le canal radiculaire contient un tissu très vascularisé similaire à une papille apicale (Huang et 

al. 2008). Plusieurs études ont permis d’observer trois tissus au sein de l’endodonte 

revascularisé: un tissu cémentoïde, un tissu osseux et un équivalent de ligament parodontal 

(Figure 16)(Huang 2009)(Wang et al. 2010)(Chen et al. 2012). D’autres ont rapporté des 

résultats différents avec, soit l’absence de tissu dur dans le canal, soit la présence d’une couche 

odontoblastique au contact de la dentine (Shimizu et al. 2012). Cette présence pourrait 

s’expliquer par la persistance de tissu pulpaire vivant dans le canal, tissu qui pourrait participer 

a b

c

e

d

f
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à la régénération de la pulpe (Huang et al. 2013). Aujourd’hui, plusieurs hypothèses tentent 

d’expliquer le phénomène de revascularisation endodontique et de cicatrisation/allongement 

radiculaire : 

- 1) Des cellules présentes dans  la papille apicale ont survécu à la nécrose pulpaire grâce 

à l’apport sanguin au niveau de cette papille (Huang et al. 2008). Ces cellules prolifèrent et se 

différencient localement, provoquant l’allongement de la racine et l’épaississement de la paroi 

dentinaire (maturation radiculaire). 

- 2) Une partie des CPD de l’espace endodontique radiculaire est restée vivante, et suite 

à la revascularisation, contribue à la maturation de la racine. 

- 3) Au contact du microenvironnement endodontique et dentinaire, des cellules du 

caillot sanguin se multiplient et se différencient en fibroblastes, en odontoblastes ou en 

cémentoblastes (Lovelace et al. 2011).  

- 4) Des cellules du ligament parodontal prolifèrent dans le périapex, migrent à 

l’intérieur du canal radiculaire, puis se différencient et déposent un tissu minéralisé sur la paroi 

dentinaire interne, au niveau du tiers inférieur de la racine jusqu’à l’apex. C’est l’hypothèse la 

plus probable aujourd’hui. 

 

 

 

 
Figure 16 : Formation intracanalaire de tissu osseux (Bone), de tissu cémentoïde (Cementum) et de 

ligament parodontal (PDL) au niveau du tiers radiculaire apical lors d’une procédure de 
revascularisation. (Huang 2009) 
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Ces observations laissent penser que la structure régénérée au sein du canal est plus 

proche d’un tissu parodontal que du tissu pulpaire d’origine. Ceci peut s’expliquer par le 

recrutement de cellules de la région périapicale qui vont se différencier dans l’endodonte 

revascularisé en cellules parodontales et non en fibroblastes pulpaires ou en 

odontoblastes. 

 

Dans ce contexte, il est impossible d’affirmer aujourd’hui que le tissu formé au sein du 

canal après un traitement de revascularisation soit de la pulpe dentaire (Nosrat et al. 

2011)(Neha et al. 2011)(Andreasen & Bakland 2012)(Cao et al. 2015). 

 

2.2.4 Données cliniques  

L’analyse des données cliniques s’avère difficile du fait des multiples protocoles de recrutement 

des patients, de débridement de l’endodonte, de suivi des patients, ou du fait de la composition 

de la pâte intracanalaire utilisée comme médication temporaire. Afin de réduire cette diversité, 

certains organismes comme l’association américaine d’endodontie (AAE) commencent à 

proposer des protocoles standardisés de revascularisation. La mise en place d’essais cliniques 

randomisés est également indispensable pour démontrer définitivement le bénéfice apporté par 

cette thérapeutique. 

2.2.5 Limites et perspectives 

Avant de proposer cette thérapeutique à l’ensemble des praticiens, ou pour l’adapter aux dents 

permanentes matures, il existe de nombreux objectifs à atteindre, parmi lesquels : 

 

- L’obtention d’une désinfection endocanalaire qui n’entraîne pas de toxicité 

cellulaire. En effet, il semble exister un risque de toxicité après l’utilisation de la triade 

antibiotique, ainsi que des risques de coloration de la dentine (Figure 17)(Ding et al. 2009)(Kim 

et al. 2010)(Simon 2010). Le développement d’une stratégie de désinfection moins agressive 

apparait ainsi indispensable. L’utilisation d’hydroxyde de calcium, moins toxique, notamment 

pour les cellules du périapex, et qui ne semble pas entrainer de coloration dentinaire, est une 

voie prometteuse (Albuquerque et al. 2014)(Cao et al. 2015). 
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Figure 17 : Coloration de la couronne d’une dent revascularisée après utilisation de la pâte tri-
antibiotique. (Ding et al. 2009)(Kim et al. 2010) 

 
 

- L’utilisation d’une solution d’irrigation canalaire qui permette la différenciation 

odontoblastique. En effet, la matrice dentinaire contient de nombreuses molécules bioactives 

qui facilitent la différenciation odontoblastique des cellules qui viennent à  son contact. Ainsi, 

le remplacement de l’hypochlorite de sodium, qui détruit les protéines, par l’acide éthylène-

diamine-tétracétique (EDTA), chélatant du calcium qui démasque les molécules de la matrice 

dentinaire sans les endommager, favorise l’adhésion, la migration et la différenciation des 

cellules du tissu régénéré en odontoblastes (Huang et al. 2010)(Galler et al. 2011)(Galler et al. 

2015)(Cao et al. 2015). 

 

- La détermination des limites des indications thérapeutiques. Aujourd’hui, la 

technique de revascularisation est indiquée uniquement pour les dents immatures des patients 

jeunes (entre 8 et 13 ans), car plusieurs études suggèrent qu’elles possèdent un potentiel de 

régénération et de cicatrisation pulpaire important (Thomson & Kahler 2010)(Wigler et al. 

2013). Une étude récente indique toutefois que cette technique pourrait aussi être utilisée chez 

des patients plus âgés (Wang et al. 2015).  

- La détermination du diamètre apical minimal permettant la formation d’un 

caillot intracanalaire. De nombreuses études expérimentales et rétrospectives ont démontré 

que la revascularisation d’une dent humaine est possible si le diamètre du foramen apical est 

supérieur à 1,1 mm (Huang 2009)(Huang et al. 2013). Cependant, d’autres études ont déterminé 

que la limite inférieure du diamètre du foramen pour permettre la revascularisation est de 0,70 

mm (Iohara et al. 2013)(Law 2013). 
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- La définition précise des objectifs thérapeutiques. L’Association Américaine des 

Endodontistes (AAE) a défini 3 objectifs lors des procédures de revascularisation : 

 1. l’élimination des symptômes cliniques et l’obtention de signes de guérison osseuse, 

 2. l’augmentation de l’épaisseur et/ou de la longueur radiculaire, 

 3. une réponse positive aux tests de vitalité. 

Toutefois, au vu des données histologiques, les réponses obtenues aux tests de vitalité doivent 

être interprétées avec prudence, car l’épaisseur du matériau de restauration peut empêcher la 

transmission du stimulus thermique jusqu’au tissu vivant régénéré présent à l’intérieur du 

canal. 

- La comparaison du devenir à long terme des dents traitées par revascularisation 

avec celui des dents obturées de manière conventionnelle. Actuellement, il n’existe pas de 

travaux qui comparent de manière satisfaisante et à long terme la survie des dents traitées avec 

cette thérapeutique par rapport à celle des dents traitées avec la technique conventionnelle à 

base de gutta-percha (Moreno-Hidalgo et al. 2014). Or, l’édification radiculaire par 

cémentogenèse ou ostéogenèse, et non par dentinogenèse, pourrait modifier les propriétés 

mécaniques de la dent. De plus, l’ostéogenèse ou la cémentogenèse intrapulpaires pourraient 

avec le temps conduire à l’obturation complète du canal radiculaire et compliquer ainsi la 

réalisation des futurs traitements endodontiques (Chen et al. 2012)(Lin et al. 2014).  

En conclusion, si cette technique est intéressante pour revasculariser l’endodonte des dents 

permanentes matures, elle présente pour l’instant un niveau de preuve et de recul trop limité 

pour permettre sa généralisation (Moreno-Hidalgo et al. 2014).  

 

 

Dans ce contexte, l’ingénierie tissulaire peut être une alternative. 
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2.3 La régénération de la pulpe dentaire par 
ingénierie tissulaire 

2.3.1 Principe et définition de l’ingénierie tissulaire  

L'ingénierie tissulaire est un domaine interdisciplinaire qui cherche à restaurer et à maintenir la 

fonction d’un tissu en appliquant les principes de la biologie et de l'ingénierie. Le principe est 

de développer des équivalents tissulaires (Tissue equivalents) en associant des cellules, un 

biomatériau et des facteurs biochimiques, de telle sorte que les cellules puissent proliférer et se 

différencier dans un environnement proche de leur environnement naturel. Il est nécessaire, au 

préalable, de collecter, d’isoler et d’amplifier les cellules à partir d’une biopsie du patient ou 

d’un donneur compatible. L’objectif est de recréer un tissu hors du corps afin d’implanter un 

dispositif « sur-mesure » chez le patient.  

L’objectif de l’ingénierie tissulaire étant de recréer un tissu similaire sinon identique à 

l’original, la connaissance des mécanismes de régulation qui président au développement 

embryonnaire des tissus et organes est capitale. Dans ce contexte, l’ingénierie du complexe 

pulpodentinaire humain aura pour objectif de donner aux cellules ensemencées dans le 

biomatériau un environnement 3D qui permette la différenciation des cellules centrales en 

fibroblastes, des cellules périphériques en odontoblastes, et la colonisation de l’ensemble du 

tissu par les vaisseaux sanguins, les fibres nerveuses et les cellules immunocompétentes (Figure 

18). 

 

 

Figure 18 : Représentation schématique de l’ingénierie tissulaire. (Chen et al. 2011) 
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2.3.2 Etats des lieux de la recherche sur l’ingénierie de 
la pulpe dentaire 

L’ingénierie tissulaire de la pulpe dentaire consiste à régénérer le tissu pulpaire en implantant 

dans l’endodonte un biomatériau contenant ou non des cellules. La pulpe dentaire est considérée 

comme un tissu difficile à régénérer car elle a une organisation cellulaire et tissulaire complexe 

(cf. 1.1), ainsi qu’une situation anatomique qui complique la gestion de l’inflammation apicale 

et de l'angiogenèse qui se développe dans l’endodonte à partir de l’apex. Dans ce contexte, 

plusieurs stratégies d’ingénierie de la pulpe dentaire ont été mises en place. Chacune essaie de 

reconstruire un tissu pulpaire ad integrum, une « pulpe équivalente », en associant différents 

cocktails de molécules bioactives, de biomatériaux et de cellules (Figure 19)(Murray et al. 

2007)(Rosa et al. 2013)(Dissanayaka et al. 2014)(Cao et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Représentation schématique du concept d’ingénierie de la pulpe dentaire. Après 
éviction du tissu pulpaire lésé, désinfection et mise en forme de l’endodonte (a), un mélange de 

cellules, biomatériau et facteurs de croissance est implanté (b), puis un matériau dentino-inducteur 
est placé au contact du mélange injecté pour promouvoir la différenciation odontoblastique (c). 

Parallèlement à la dégradation et/ou au remodelage du biomatériau, les cellules s’organisent pour 
recréer un tissu pulpaire fonctionnel vascularisé, innervé, immunocompétent, et capable de former 

de la dentine au contact du matériau dentino-inducteur (d). 

 

Une revue de la littérature résumant ces différentes stratégies a été réalisée récemment. Chaque 

article a été classé selon trois critères : le type de biomatériau utilisé, les différentes CSM et les 

molécules bioactives (Figure 20)(Albuquerque et al. 2014).  

a b c d
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Figure 20 : Résumé des différentes stratégies d’ingénierie tissulaire en endodontie (voir aussi liste 
des abréviations). (Albuquerque et al. 2014) 
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Il semble qu’à l’heure actuelle, plusieurs combinaisons permettent de reconstruire une «  pulpe 

équivalente » in vitro et in vivo par ingénierie tissulaire. Ainsi, les travaux de l’équipe de Huang 

ont montré la formation de tissu minéralisé suite à l’implantation de cellules parodontales dans 

la chambre pulpaire de la canine de chien (Huang 2009). Une autre équipe a obtenu la 

régénération d’une pulpe dentaire vascularisée et innervée à partir de différentes sources de 

CSM de la pulpe dentaire (Iohara et al. 2013). 

 

Si certains biomatériaux sont encore à un stade expérimental de leur développement, 

d’autres semblent déjà répondre aux exigences d’une future application clinique pour 

régénérer la pulpe dentaire. Par exemple, les solutions injectables comme les hydrogels 

semblent être appropriées cliniquement grâce à leur facilité de mise en place dans 

l’endodonte et à leur biocompatibilité. Concernant les molécules bioactives, les BMPs, les 

FGFs ou le SDF-1 apportent une aide intéressante car elles favorisent la différenciation 

des CPD en odontoblastes. Leur cinétique de relargage est un élément-clé pour régénérer 

une pulpe dentaire et non pas un tissu osseux (Albuquerque et al. 2014). 

 

2.3.3 Limites et perspectives 

 

Au regard des données actuelles, l’ingénierie tissulaire de la pulpe dentaire est encore à un stade 

expérimental. En effet, si la preuve de concept a bien été établie dans des modèles in vitro et in 

vivo chez l’animal, il n’existe pas encore de résultats publiés chez l’homme. Un essai clinique 

vient juste d’être initié au Japon (https://upload.umin.ac.jp/cgi-open-

bin/ctr/ctr.cgi?function=brows&action=brows&type=summary&recptno=R000008691&langu

age=E), mais les résultats ne sont pas encore connus (Nakashima & Iohara 2014). 

 

Pour développer des protocoles d’ingénierie tissulaire de la pulpe dentaire, des études 

supplémentaires sont nécessaires (Schmalz & Smith 2014), notamment pour : 

 

- Déterminer la population cellulaire idéale. Outre la pulpe dentaire, il existe de 

nombreux tissus contenant des CSM, comme par exemple la moelle osseuse, le tissu adipeux 

et le cordon ombilical. Toutefois, l’un des défis dans la régénération des tissus humains par 

ingénierie tissulaire est l’obtention de cellules à partir d’une source peu ou non invasive pour 
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le patient, ce qui tend à exclure les CSM de la moelle osseuse prélevées par ponction. De plus, 

la capacité des CSM d’origine non-dentaire à régénérer un complexe pulpodentinaire reste à 

démontrer. A l’inverse, de nombreuses études ont démontré la capacité des CPD, souches ou 

progénitrices, à se différencier en odontoblastes in vitro et in vivo. Cependant, les populations 

de cellules souches ou progénitrices de la pulpe dentaire sont en fait très hétérogènes, 

constituées d’un mélange de sous-populations au sein desquelles se trouvent des cellules 

souches mésenchymateuses (CSM), des cellules progénitrices, des péricytes et des fibroblastes 

en proportions variables (Huang et al. 2009)(Huang et al. 2010)(Lv et al. 2014)(Harrington et 

al. 2014).  

 

Dans ce contexte, la caractérisation précise de ces cellules par immunophénotypage et tri 

cellulaire est nécessaire afin de définir et sélectionner la ou les populations les plus 

appropriées pour la reconstruction d’un complexe pulpodentinaire. 

 

- Contrôler la dissémination des cellules pulpaires implantées. Une des inquiétudes 

de l’ingénierie tissulaire est de savoir ce que deviennent les cellules implantées chez les 

patients. Une étude récente a toutefois montré, dans un modèle de régénération pulpaire chez 

le rat, l’absence de diffusion dans l’organisme des cellules implantées dans la pulpe dentaire 

(Souron et al. 2014). 

 

- Développer un biomatériau facilement utilisable et mimant la matrice 

extracellulaire de la pulpe.  Il existe de nombreux biomatériaux qui permettent la survie des 

CPD, mais tous ne sont pas pertinents pour régénérer un complexe pulpodentinaire (Hilkens et 

al. 2015). En effet, le bon biomatériau devra permettre l’attachement, la prolifération et la 

différenciation en odontoblastes des CPD situées à la périphérie du biomatériau. Certaines 

technologies aujourd’hui prometteuses, comme par exemple la bio-impression tissulaire, 

pourraient se révéler difficiles à mettre en place cliniquement ou à industrialiser. 

 

- Optimiser la cinétique de vascularisation et d’innervation de l’équivalent 

pulpaire obtenu. L’obtention d’un réseau vasculaire fonctionnel est la clé de l’ingénierie 

tissulaire, car il permet au tissu d’être viable (Novosel et al. 2011). Des études récentes ont 

rapporté le potentiel pro-angiogénique des CPD humaines placées dans un environnement 

hypoxique, confirmant ainsi leur intérêt pour l’ingénierie pulpaire (Kerkis & Caplan 

2012)(Janebodin et al. 2013)(Hilkens et al. 2013)(Bronckaers et al. 2013). 
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- Gérer l’inflammation et la cicatrisation post-opératoire provoquée par la greffe 

tissulaire et la dégradation du biomatériau. La greffe d’un nouveau tissu entraine chez l’hôte 

une réaction inflammatoire d’intensité variable, dépendant de la nature et de l’origine des CSM 

greffées, ainsi que des produits de dégradation du biomatériau dans lequel les CSM sont 

ensemencées (Hilkens et al., 2015).   

Dans ce contexte, les CSM ont des propriétés immunosuppressives qui dépendent de 

plusieurs facteurs parmi lesquels la source à partir de laquelle les cellules sont isolées, le nombre 

de passages réalisés pour les amplifier, la quantité de cellules implantées et les conditions 

pathologiques spécifiques de l’hôte (Schmalz & Smith 2014). Ces propriétés ne sont pas 

constitutives mais sont induites par les cytokines pro-inflammatoires présentes dans le 

microenvironnement comme l’interféron-gamma ou le tumor necrosis fator-alpha en 

association avec l’interleukine-1beta. Ces cytokines déclenchent en effet la production par les 

CSM de nombreuses molécules immunorégulatrices comme le TGF-beta, l’indoleamine 2,3-

dioxygenase (IDO), l’oxyde nitrique (NO), le TNF-inducible gene-6 (TSG6), la prostaglandine-

E2 et l’interleukine-10. Chez l’homme, plusieurs études ont montré le rôle prédominant de 

l’IDO, un enzyme qui catalyse la dégradation du tryptophane. L’immunosuppression serait 

ainsi due à la déplétion en tryptophane qui résulte de l’activation de cet enzyme (Wang et al. 

2014). Le potentiel immunosuppresseur des CSM a été confirmé pour les cellules 

souches/progénitrices de pulpe dentaire, ce qui constitue pour ces cellules un atout majeur dans 

l’optique de futurs projets de régénération de la pulpe dentaire (Pierdomenico et al. 2005)(Wada 

et al. 2009)(Ma et al. 2014).  

 

Il faut toutefois noter que le potentiel immunomodulateur des CSM dépend du type et 

de l’intensité des stimuli inflammatoires : les CSM sont en effet immunosuppressives dans les 

cas de forte inflammation mais immunostimulatrices dans les cas de faible inflammation (Wang 

et al. 2014). 

 

- Développer des protocoles industriels permettant de produire des cellules comme 

sont produits les médicaments. Jusqu’à présent, les CPD sont obtenues dans des conditions 

de culture respectant peu les bonnes pratiques de fabrication définies par les textes 

règlementaires internationaux (voir plus loin). Elles sont notamment isolées dans des conditions 

de stress pouvant modifier leurs propriétés biologiques et cultivées dans des milieux contenant 
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du sérum et en présence de produits xénogéniques potentiellement contaminés par des 

microorganismes, et donc dangereux pour l’homme.  

 

 

Même si ces conditions de préparation cellulaire sont actuellement tolérées par les 

autorités de régulation internationales, il est nécessaire de développer des protocoles 

alternatifs pour une production plus efficace, reproductible, sure et standardisée, à la 

manière dont sont produits les médicaments (Tirino & Papaccio 2012)(La Noce et al. 

2014)(Nakashima & Iohara 2014)(Mayo et al. 2014)(Albuquerque et al. 2014). 
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 Développement d’un médicament de thérapie 
innovante 

 

Le développement et la production d’une nouvelle thérapeutique pour la régénération de la 

pulpe dentaire (biothérapie) nécessite de fabriquer un « médicament » contenant des cellules. 

En Europe, ce type de médicaments est dit « de thérapie innovante » (MTI) et doit être produits 

au sein d’établissements pharmaceutiques en respectant des règles de Bonnes Pratiques de 

Fabrication (BPF). L’établissement doit avoir obtenu une Autorisation de Mise sur le Marché 

(AMM) délivrée par la commission européenne après évaluation par l’Agence Européenne des 

Médicaments (EMA). 

 

3.1 Définition des biothérapies 

Les biothérapies regroupent l’ensemble des thérapies cellulaires, tissulaires ou géniques 

utilisant soit des organismes vivants (gènes, cellules, tissus,…), soit des substances prélevées à 

partir d’organismes vivants. Selon l’article 8 de loi n°2011-322 du 22 mars 2011 déclinant le 

règlement européen n° 1394/2007, les biothérapies sont définies pour trois grands types de 

produits, chacun relevant d’un cadre réglementaire spécifique : 

 

 Les préparations de thérapie cellulaire (PTC). Ce sont des produits cellulaires ou 

tissulaires (allogéniques ou autologues) à finalité thérapeutique et soumis à des 

modifications non substantielles. Ces préparations ne sont pas des médicaments au 

sens du code de la santé, mais sont des produits de santé sous la compétence de l'Agence 

Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM). Elles sont réglementées au niveau 

national sur la base de la directive 2004/23/CE. 

 

 Les médicaments de thérapie innovante (MTI). Cette définition couvre les 

médicaments de thérapie génique, de thérapie cellulaire somatique, issus de l’ingénierie 

tissulaire et cellulaire, et les médicaments combinés de thérapie innovante (associant un 

MTI avec un dispositif médical). Les cellules subissent des modifications substantielles 

et/ou ont une fonction différente de leurs fonctions d’origine. Les MTI suivent le 
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règlement européen n°1394/2007 et sont d’une part régulés au niveau national pour les 

essais cliniques et au niveau européen pour leur mise sur le marché et l'ensemble des 

procédures de suivi post-autorisation.  

 
 Les médicaments de thérapie innovante préparés ponctuellement (MTI-PP). Ce 

sont des MTI fabriqués et utilisés au sein d’un seul état membre. Ils sont préparés de 

façon ponctuelle au sein d’un même établissement pour un patient donné. Les MTI-PP 

sont sous le régime des MTI du règlement européen, mais sont exemptés de la clause de 

l'AMM centralisée et doivent suivre un cadre réglementaire national équivalent aux 

règles communautaires applicables en matière de qualité et de sécurité.  

 

L’un des éléments importants de cette classification repose sur la notion de modifications « 

substantielles » apportées au cours de la production des cellules (Figure 21). Si le produit subit 

l’une de ces modifications, il est considéré comme un MTI (ou un MTI-PP) et ne pourra pas 

être une préparation (EMA/CAT/600280/2010). La notion de modification substantielle doit se 

comprendre comme une modification des propriétés biologiques ou comme une modification 

conduisant à une utilisation différente de sa fonction initiale. Une succession de modifications, 

chacune non substantielle, peut aussi conduire à un procédé qui modifie les propriétés des 

cellules/tissus et constituer au final une modification substantielle (Figure 22)(Ancans 

2012)(Chabannon et al. 2014).  
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Figure 21 : Procédés d’ingénierie cellulaire permettant de distinguer les PTC et les MTI. * Liste 
non exhaustive mentionnée à l’annexe 1 du règlement CE n° 1394/2007. **Manipulations 

généralement considérées comme substantielles par le « Committee for advanced therapies » dans 
ses recommandations scientifiques (Chabannon et al. 2014). 

 
 

 

 
 
 

Figure 22 : Principales caractéristiques applicables aux trois catégories de produits thérapeutiques 
à usage humain issus de l’ingénierie cellulaire ou tissulaire. * Décision du 27 octobre 2010 

définissant les règles de bonnes pratiques relatives à la préparation, à la conservation, au transport, 
à la distribution et à la cession des tissus, des cellules et des préparations de thérapie cellulaire 

(Chabannon et al. 2014). 
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Ainsi, un produit cellulaire comme les CSM répond plus naturellement à la définition 

d’un MTI si son application est à visée hétérologue et avec une commercialisation à grande 

échelle. Sinon, il sera un MTI-PP destiné à une utilisation autologue, et son caractère « 

ponctuel », adapté à un « patient déterminé », et non destiné à sa fonction essentielle chez 

le receveur.  

 

Dans le cadre de l’ingénierie tissulaire de la pulpe dentaire, les cellules et/ou CSM 

appartiennent à la famille des biothérapies et des MTI/MTI-PP. Cependant, toute cellule ou 

tissu préparé, transformé ou conservé avec un objectif thérapeutique, entre dans le cadre de la 

règlementation française et européenne au sein de sous-catégories des MTI. 

 

3.2 Les médicaments de thérapie innovante (MTI) 

Dès lors que des cellules sont partiellement ou entièrement récupérées d’un corps humain avec 

pour objectif d’être utilisées de manière thérapeutique, elles deviennent un MTI. Les MTI sont 

définis comme des préparations cellulaires (Advanced-Therapy Medicinal Products [ATMPs]) 

par les règlementations française et européenne et sont répartis en 4 catégories (Figure 

23)(Pacini 2014)(Source ANSM) : 

 

3.2.1 Les médicaments de thérapie génique  

Le « médicament de thérapie génique » ou Gene Therapy Medicinal Product (GTMP) doit 

répondre à deux conditions :  

a) Il doit contenir ou être constitué d’un acide nucléique recombinant administré à des personnes 

en vue de réguler, de réparer, de remplacer, d’ajouter ou de supprimer une séquence génétique.  

b) Son effet thérapeutique, prophylactique ou diagnostique, dépend directement de la séquence 

d’acide nucléique recombinant qu’il contient ou du produit de l’expression génétique de cette 

séquence. 
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3.2.2 Les préparations de thérapie cellulaire somatique 

La « préparation de thérapie cellulaire somatique » ou somatic Cell Therapy Medicinal Product 

(sCTMP) présente les caractéristiques suivantes : 

a)  Elle contient ou consiste en : 

 - des cellules ou tissus qui ont fait l’objet d’une manipulation substantielle pour en 

modifier les caractéristiques biologiques, les fonctions physiologiques ou les propriétés 

structurales,  

 - ou des cellules ou tissus qui ne sont pas destinés à être utilisés pour la ou les mêmes 

fonctions essentielles chez le receveur et le donneur. 

Et 

b) Elle est présentée comme possédant des propriétés permettant de traiter, prévenir ou 

diagnostiquer une maladie à travers l’action métabolique, immunologique ou pharmacologique 

de ces cellules ou tissus, ou utilisée chez une personne ou administrée à une personne dans une 

telle perspective. 

Les conditions (a) et (b) sont inclusives. 

 

3.2.3 Les préparations de l’ingénierie cellulaire ou 
tissulaire  

Sont considérés comme "tissus de l’ingénierie cellulaire ou tissulaire " ou Tissue Engineered 

Products (TEP) les cellules ou tissus qui répondent à au moins l’une des conditions suivantes: 

a) Les cellules ou tissus ont été soumis à une manipulation substantielle, de façon à 

obtenir des caractéristiques biologiques, des fonctions physiologiques ou des propriétés 

structurelles utiles à la régénération, à la réparation ou au remplacement recherchés. 

b) Les cellules ou tissus ne sont pas destinés à être utilisés pour la (les) même(s) 

fonction(s) essentielle(s) chez le receveur et chez le donneur. 
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3.2.4 Les préparations combinées de thérapie 

innovante 

Les médicaments de thérapie innovante (médicaments de thérapie cellulaire, thérapie génique 

ou d’ingénierie tissulaire) ou Combined Advanced Therapy Products (CATP) intègrent dans 

leur composition : 

- Un ou plusieurs dispositifs médicaux au sens de l’article 1er, paragraphe 2, point a), de 

la directive 93/42/CEE, 

- Ou bien un ou plusieurs dispositifs médicaux implantables actifs au sens de l’article 

1er, paragraphe 2, point c), de la directive 90/385/CEE. 

 

Et 

Leur partie cellulaire ou tissulaire doit contenir des cellules ou des tissus viables,  

Ou 

Leur partie cellulaire ou tissulaire contenant des cellules ou des tissus non viables doit être 

susceptible d’avoir sur le corps humain une action considérée comme essentielle par rapport à 

celle des dispositifs précités. 

 

En conclusion, si des cellules (par exemple des CSM) sont produites pour être (Figure 23) :  

- transfusées, elles seront une préparation de thérapie cellulaire somatique. 

- utilisées pour la régénération, la réparation ou le remplacement d’une structure, elles seront 

une préparation de l’ingénierie cellulaire ou tissulaire. 

- combinées avec un biomatériau, elles deviendront une préparation combinée de thérapie 

innovante. 
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Figure 23 : Algorithme permettant la définition d’un produit médicinal contenant des cellules (Cell-
Based Medicinal Product (CBMP). Ces médicaments sont définis comme des préparations 

cellulaires ou Advanced-Therapy Medicinal Products (ATMPs) et répartis en 4 catégories : un 
« médicament de thérapie génique » ou Gene Therapy Medicinal Product (GTMP), une 

« préparation de thérapie cellulaire somatique » ou somatic Cell Therapy Medicinal Product 
(sCTMP), un « tissu de l’ingénierie cellulaire ou tissulaire » ou Tissue Engineered Product (TEP), 
un médicament combiné de thérapie innovante ou Combined Advanced Therapy Products (CATP). 

(Pacini 2014) 
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3.3 Les bonnes pratiques de fabrication  

Les directives de Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) ont pour objectif de garantir la qualité 

et la sécurité d’un produit dans toute une gamme d’industries, y compris les industries du 

médicament. Ainsi, les BPF établissent des normes pour que les produits fabriqués soient d’une 

efficacité, d’une pureté et d’une qualité conforme à une utilisation clinique.  

Différents organismes de régulation dans le monde fournissent des directives BPF, comme 

l’Agence Européenne des Médicaments (EMA) ou la Food and Drug Administration  (FDA) 

américaine. D’autres pays suivent aussi les directives BPF fournies par l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS). Ces agences ont pour rôle de veiller à ce que seuls des produits 

sûrs soient mis sur le marché, mais aussi d’estimer les risques et les avantages d’une nouvelle 

thérapie.  

 

Ainsi, le parlement européen a édité la régulation EC 1394/2007 pour introduire notamment la 

notion de produits thérapeutiques à partir de CSM. Ce texte suit en partie les précédentes 

directives 2003/94/EC et 2002/98/EC sur l’utilisation de produits médicaux chez l’homme et la 

définition de normes de qualité et de sécurité pour la collecte, le contrôle, la transformation, la 

conservation et la distribution du sang humain et des composants sanguins.  Depuis ce texte, 

l’EMA édite des directives et des recommandations scientifiques qui visent à fournir une base 

de réflexion supplémentaire sur les exigences en terme de qualité, de sécurité et d’efficacité 

pour obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM).  

(http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_0

00298.jsp&murl=menus/regulations/regulations.jsp&mid=WC0b01ac05800862bd). 

 
La production d’un MTI ou MTI-PP doit ainsi être réalisée en respectant certaines exigences 

en ce qui concerne : 

 le personnel, 

 les locaux, 

 le matériel,  

 les activités, 

 le contrôle de la qualité, 

 le transport, le conditionnement et l’étiquetage, 

 la documentation et les systèmes informatisés,  

 la gestion des non-conformités, réclamations et biovigilance. 
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Ces exigences garantissent que les tissus et les cellules sont préparés, contrôlés, conservés selon 

des normes de qualité. Elles s’appliquent tout au long de la chaîne, du prélèvement à la 

distribution. Il est à noter que les directives BPF sont des directives et non des lois, mais de 

nombreux pays ont adopté des lois qui obligent à suivre les directives BPF à l’échelle locale.  

3.4 Le cas des cellules souches/stromales 
mésenchymateuses (CSM) 

Pour démontrer l’efficacité d’une nouvelle thérapeutique, il faut satisfaire de nombreuses 

exigences comme réaliser des essais cliniques et suivre des démarches administratives et 

éthiques. 

 

Suite à leur découverte et à la caractérisation de leurs propriétés, les CSM ont été rapidement 

mises sur le devant de la scène, ce qui a suscité de nombreux espoirs pour les patients. 

Cependant, une recherche bibliographique rapide sur les essais cliniques et les MTI 

commercialisés utilisant des CSM fait ressortir que ces thérapeutiques ont encore besoin de 

faire leurs preuves pour transformer ces espoirs en réalité. En effet, les résultats récents 

indiquent des bénéfices plutôt modérés et non reproductibles (Allison 2009)(Daley 

2012)(Pacini 2014). Ces résultats seraient expliqués en partie par la variabilité des conditions 

de culture utilisées pour l’isolement et l’amplification ex vivo. Cette variabilité pourrait en 

entrainer une autre, celle des produits cellulaires utilisés qui expliquerait elle-même en partie 

la variabilité des résultats observés (Allison 2009)(Pacini 2014)(Ma et al. 2014). Par exemple, 

la différence de composition du sérum présent dans les milieux de culture pourrait impacter 

sensiblement le phénotype des cellules (Bieback et al. 2009). 

 

Dans le cas des CSM, il existe aussi des recherches qui sont effectuées hors du cadre classique, 

sans réaliser d’essais cliniques. Ces expérimentations sont réalisées de manière 

compassionnelle sur de petits groupes de patients ou au sein de cliniques spécialisées dans le 

tourisme médical. Il convient de rester prudent sur cette approche, car les résultats de ces 

expérimentations seront difficilement exploitables, étant très susceptibles aux biais de 

recrutement et d’analyse (Lau et al. 2008)(Daley 2012). 

L’une des solutions qui pourrait permettre d’apporter une reproductibilité dans les résultats 

serait de rationaliser les procédés et d’effectuer les bons contrôles qualité (Romagnoli et al. 
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2011)(Patrikoski et al. 2013)(Carvalho et al. 2013)(Nguyen et al. 2014). Ainsi, certains auteurs 

ont proposé des protocoles standardisés pour optimiser la qualité des cellules implantées (Figure 

24). Dominici et al. en 2006 ont initié cette démarche en proposant des critères pour définir les 

CSM (Dominici et al. 2006). Cependant, ces critères sont aujourd’hui remis en cause car ils ne 

sont pas spécifiques et ne permettent pas notamment de discerner de manière standardisé les 

CSM des fibroblastes ou des péricytes (Russell et al. 2010)(Alt et al. 2011)(Halfon et al. 

2011)(Al-Nbaheen et al. 2013). Ainsi, des protocoles plus récents permettent d’envisager une 

production  plus standardisée de CSM, par exemple pour des applications d’immunomodulation 

(Wang et al. 2012)(Sensebé et al. 2013)(Wuchter et al. 2015). Récemment, une réactualisation 

des critères pour caractériser les cellules après isolement et amplification a été proposée, afin 

de mieux définir les CSM qui peuvent être utilisées lors d’une application clinique (Torre et al. 

2015). 
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Figure 24 : Représentation schématique des étapes de fabrication d’un médicament de thérapie 
innovante contenant des cellules, selon une approche respectant les bonnes pratiques de  

fabrication. Cette approche nécessite de standardiser l’isolement, la production et les étapes de 
démarche qualité des cellules pour produire un médicament reproductible et utilisable pour la 

clinique et pour la recherche. (Pacini 2014) 
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 
Comme nous l’avons vu, l’un des défis majeurs de la régénération des tissus humains par 

ingénierie tissulaire est l’obtention de cellules de qualité, à partir d’une source peu ou non 

invasive pour le patient. Dans ce contexte, la pulpe des troisièmes molaires présente un grand 

intérêt car ces dents sont couramment extraites par les chirurgiens-dentistes à la fin des 

traitements orthodontiques. Le tissu pulpaire contient en effet des cellules mésenchymateuses, 

les CPD, parmi lesquelles on trouve une proportion non négligeable de cellules 

souches/progénitrices (CSM), qui peuvent être isolées, amplifiées en culture, et dont le potentiel 

de différenciation a été plusieurs fois démontré (Gronthos et al. 2000)(Huang et al. 2009).  

Toutefois, ces cellules sont obtenues actuellement dans des conditions respectant peu les BPF 

et un vrai effort d’amélioration et de standardisation est à réaliser lors de la production de CPD 

afin de s’assurer de la qualité du « produit cellulaire » final (Tirino & Papaccio 2012)(La Noce 

et al. 2014)(Nakashima & Iohara 2014)(Mayo et al. 2014)(Albuquerque et al. 2014)(Huang & 

Garcia-Godoy 2014). 

Ainsi, les objectifs que nous avons définis pour notre travail sont les suivants :  

- Réaliser une revue bibliographique décrivant les principales conditions de culture 

actuellement utilisées pour obtenir des cellules à partir de la pulpe dentaire humaine. Ce travail 

a permis de mettre en exergue certains points qui peuvent s’avérer limitants dans la perspective 

de produire des CPD comme un MTI et selon les BPF (Article 2). 

- Améliorer la qualité des CPD obtenues ex vivo avec une approche de respect de 

l’intégrité cellulaire et de sécurité pour le patient receveur. Pour cela, nous avons décidé de 

mettre au point un protocole global permettant la production de CPD en respectant le plus 

possible les BPF (Article 3). Nous avons ensuite comparé, à l’aide de marqueurs membranaires, 

les CPD avec les cellules mésenchymateuses de la gelée de Wharton isolées et amplifiées de 

manière similaire (Article 4). Un travail de comparaison plus large a également été réalisé avec 

des cellules mésenchymateuses de moelle osseuse et de tissu adipeux (Article en préparation). 
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RESULTATS 

Article 2 : Fabrication d’un produit cellulaire à partir 
de la pulpe des troisièmes molaires : stratégies 
actuelles et perspectives de recherche 
 

DUCRET M., FABRE H., DEGOUL O., ATZENI G., McGUCKIN C., FORRAZ N., 

ALLIOT-LICHT B., MALLEIN-GERIN F., PERRIER-GROULT E., FARGES J.-C. 

 

Manufacturing of dental pulp cell-based products from human third molars: current 

strategies and future investigations.  

 

Front. Physiol. (2015) 6:213. doi: 10.3389/fphys.2015.00213 

 

Résumé : Ces dernières années, des thérapies à base de cellules mésenchymateuses 
souches/progénitrices ont été développées pour améliorer les stratégies de réparation des tissus 
humains. Dans ce contexte, la dent est récemment apparue comme une source intéressante de 
cellules souches ou progénitrices pour régénérer les tissus oro-faciaux. En effet, la pulpe 
dentaire est facile d’accès et les cellules mésenchymateuses pulpaires présentent un fort 
potentiel de différenciation. Les différents organismes de contrôle recommandent actuellement 
d’utiliser des procédures standardisées pour l’isolement, le stockage et l’expansion des cellules 
en culture afin de garantir une sécurité, une efficacité et une reproductibilité optimale lorsque 
les cellules sont utilisées pour une application clinique. Cependant, la plupart des procédures 
utilisées pour la production de cellules à partir de la pulpe dentaire ne sont pas entièrement 
satisfaisantes car elles peuvent altérer les propriétés biologiques des cellules mais aussi la 
qualité des produits qui en sont composés. Les procédures d’isolement, d’enrichissement, de 
cryopréservation et d’amplification cellulaire pendant de nombreux passages et dans des 
milieux contenant des produits d’origine animale ou humaine sont connues pour modifier le 
phénotype, la viabilité, la prolifération et les capacités de différenciation des cellules. Cet article 
se focalise sur les stratégies actuelles de fabrication des produits médicinaux cellulaires à partir 
de la pulpe dentaire et propose un nouveau protocole pour améliorer l’efficacité, la 
reproductibilité et la sécurité des stratégies thérapeutiques en cours de développement. 
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Synthèse et conclusions de l’article 2 : 

 

Les produits cellulaires destinés à l’ingénierie tissulaire sont référencés comme « médicaments 

de thérapie innovante » et les lignes directrices des autorités européennes et américaines 

(notamment la Directive Européenne 1394/2007 et le 21ème Code américain de Régulation 

Fédérale Partie 1271) ont précisé des conditions des Bonnes Pratiques de Fabrication pour ces 

produits cellulaires. Ces textes incluent en particulier des recommandations concernant les 

protocoles de culture cellulaire afin d’assurer une reproductibilité, une efficacité et une sécurité 

optimales du produit cellulaire final destiné à être introduit chez le patient. Ces protocoles 

doivent altérer le moins possible les caractéristiques biologiques des cellules et éviter tout 

risque pour le patient.  

 

Dans ce contexte, la très grande majorité des protocoles rapportés dans la littérature ne sont pas 

satisfaisants. En effet, ils comprennent le plus souvent une amplification importante des cellules 

avec de nombreux passages qui peuvent entrainer une sénescence importante des cellules et une 

modification de leur phénotype. De même, les milieux utilisés pour la culture cellulaire 

contiennent la plupart du temps des éléments xénogéniques ou allogéniques qui peuvent être 

contaminés par des virus, des bactéries ou le prion. 

 

L’objectif de ce premier travail était de réaliser une large analyse de la bibliographie afin de 

synthétiser les principales conditions d’obtention des CPD. Les résultats de cette analyse nous 

ont permis de proposer cinq étapes lors de la production de CPD : collecte des dents et 

récupération de la pulpe dentaire, isolement des cellules et enrichissement, culture et expansion 

des cellules, contrôle de la production, et utilisation des cellules (Figure 25). Ce travail a 

également permis de souligner un certain nombre de facteurs qui peuvent s’avérer limitants 

dans la perspective de produire des CPD comme un MTI et selon les BPF. Dans la dernière 

partie de l’article, nous proposons une modification des protocoles d’isolement et de culture 

cellulaire classiquement décrits tenant compte de ces facteurs (Figure 26).  
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Figure 25 : Les 5 étapes de fabrication d’un produit cellulaire composé de cellules pulpaires.  

 

 

 
 

Figure 26 : Procédures actuelles de fabrication d’un produit cellulaire à partir de la pulpe dentaire 

qui nécessitent des modifications.  
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L’utilisation récente de CPD pour un essai clinique de stade 1 dont le recrutement des patients 

vient de se terminer est encourageant dans la perspective de futures applications thérapeutiques 

à grand échelle (Essai numéro : UMIN000009441)(Nakashima & Iohara 2014). Cependant, il 

reste encore de nombreuses améliorations à réaliser, comme notamment trouver une alternative 

au G-CSF, le facteur de croissance utilisé dans cette étude, dont les effets sur les cellules et les 

tissus sont encore mal connus. Le design de cette étude et la production des cellules pourront 

aussi être améliorés pour s’assurer de la sécurité, de l’efficacité et de la reproductibilité du 

produit cellulaire fabriqué. Dans ce contexte, le développement de nouveaux protocoles pour 

la production de CPD selon des procédures de BPF apparait nécessaire (Article 3 et Article 4). 
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Article 3 : Production de cellules de la pulpe dentaire 
selon une approche médicinale 
DUCRET M., FABRE H., FARGES J.-C., DEGOUL O., ATZENI G., McGUCKIN C., 

FORRAZ N., MALLEIN-GERIN F., PERRIER-GROULT E. 

 

Production of human dental pulp cells with a medicinal manufacturing approach. 

 

J Endod. 2015 41(9):1492-9 doi: 10.1016/j.joen.2015.05.017  

 

Introduction : Les cellules de la pulpe dentaire CPD sont généralement isolées et cultivées avec 
des produits xénogéniques et dans des conditions de stress qui peuvent altérer leurs 
caractéristiques biologiques. Cependant, les recommandations de l’Agence américaine pour la 
nourriture et les médicaments (FDA) et l’agence européenne des médicaments (EMA) 
proposent actuellement d’utiliser des protocoles de production comparables à ceux utilisés pour 
la fabrication des médicaments. Le but de notre travail a donc été de développer un protocole 
permettant de produire ex vivo de grandes quantités de CPD pour l’ingénierie de la pulpe 
dentaire et de l’os, selon ces recommandations internationales. Méthodologie : Les CPD 
humaines ont été obtenues à partir de cultures d’explant. Après sélection du milieu sans sérum 
approprié, les CPD en culture ont été analysées par immunophénotypage par cytométrie de flux. 
Les échantillons ont ensuite été cryopréservés pendant 510 jours. Après décongélation, le temps 
de doublement cellulaire a été déterminé jusqu’au passage 4. L’analyse du caryotype a été 
réalisée par analyse des bandes G. Le potentiel de différentiation osteo/odontoblastique a été 
déterminé après culture des CPD dans un milieu de différenciation par analyse de l’expression 
de gènes de marqueurs ostéo/odontoblastiques et par la quantification de la minéralisation. 
Résultats : L’immunophénotypage des CPD en culture a révélé un profil mésenchymateux des 
cellules dont certaines exprimaient les marqueurs de cellules souches/progénitrices CD271, 
Stro-1, CD146 ou MSCA-1. Le temps de doublement des CPD après décongélation était stable 
et similaire à celui des cellules fraichement isolées. Apres amplification, les cellules ne 
présentaient pas d’anomalies du caryotype. L’expression des gènes codant pour la phosphatase 
alcaline, l’ostéocalcine et la sialophosphoprotéine dentinaire, ainsi que la minéralisation des 
cultures étaient augmentées lorsque les cellules étaient cultivées dans un milieu de 
différenciation ostéo/odontogénique. Conclusions : Nous avons réussi à isoler, cryopréserver 
et amplifier des CPD humaines avec une approche de fabrication médicinale. Ces travaux 
peuvent constituer une base pour déterminer comment la production de CPD peut être optimisée 
pour l’ingénierie de la pulpe dentaire ou de l’os. 
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Discussion et conclusion de l’article 3 : 

 

Aujourd’hui, les produits cellulaires destinés à l’ingénierie de la pulpe dentaire humaine sont 

référencés comme « Produits médicamenteux de thérapie avancée », avec des recommandations 

concernant des protocoles de culture cellulaire pour assurer une reproductibilité, une efficacité 

et une sécurité optimale des produits destinés aux patients. Dans ce contexte, la très grande 

majorité des protocoles rapportés dans la littérature ne sont pas satisfaisants en ce qui concerne 

la production des CPD (Tirino & Papaccio 2012)(La Noce et al. 2014)(Nakashima & Iohara 

2014)(Mayo et al. 2014)(Albuquerque et al. 2014). Afin de pallier ces inconvénients, nous 

avons développé un nouveau protocole de production des CPD avec une approche de BPF : 

sélection du stade de développement des troisièmes molaires (stades 5 à 7 de la classification 

de Nolla), isolement non-enzymatique des cellules à partir du tissu pulpaire (culture d’explants), 

limitation à 4 du nombre de passages, culture et cryoconservation en milieu sans sérum, absence 

d’utilisation de produits xénogéniques (trypsine porcine par exemple). Les cultures sont 

réalisées sur un substrat recouvert, à parts égales, de collagènes de types I et III humains qui 

sont les collagènes majoritaires de la matrice extracellulaire pulpaire et qui constituent le 

substrat naturel des cellules mésenchymateuses pulpaires in vivo. L’importance de recréer in 

vitro pour les CPD un microenvironnement proche de celui in vivo a encore été rappelée 

récemment, car il permet de maintenir le phénotype des cellules (Smith et al. 2015). 

 

Notre protocole a permis d’isoler, d’amplifier rapidement une  population de cellules à partir 

de culture d’explants de pulpe dentaire humaine. L’immunophénotypage de ces cellules a 

montré un profil mésenchymateux (expression des marqueurs moléculaires CD10, CD13, 

CD29, CD44, CD49a, CD73, CD90, CD105 et CD166). Un fort pourcentage de cellules 

exprime également les marqueurs de CSM CD146 (40% des cellules) et MSCA-1 (15%). Ce 

profil reste stable au moins jusqu’au 4ème passage, passage au-delà duquel il n’est plus 

recommandé d’utiliser des cellules amplifiées ex vivo (Torre et al. 2015). 

 

Nous avons pu cryopréserver ces cellules pendant au moins 510 jours. Nous avons observé que 

leur viabilité après décongélation est légèrement inférieure à celle des cellules fraichement 

isolées. Toutefois, les temps de doublement des deux populations sont stables et similaires (# 

40 heures), ce qui permet dans les deux cas d’obtenir après amplification des quantités de 

cellules importantes. Les cellules amplifiées ne montrent pas d’anomalie caryotypique après 4 
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passages. Elles sont capables de se différencier en cellules ostéo/odontoblastiques lorsqu’elles 

sont cultivées  pendant 4 semaines dans un milieu inducteur spécifique.  

 

Sur le plan quantitatif, notre protocole permet d’obtenir plusieurs dizaines de millions de 

cellules à partir d’une seule pulpe dentaire, ce qui est compatible avec la régénération d’un 

complexe dentinopulpaire dans l’endodonte d’une dent humaine ou avec le comblement d’un 

défaut osseux de petite étendue, voire de taille moyenne, comme par exemple d’une poche 

parodontale ou d’une alvéole dentaire (Yamada et al. 2013).  

 

L’ensemble de ces résultats indique que le protocole que nous avons développé permet de 

sélectionner, d’amplifier rapidement et de manière importante, avec une approche de 

BPF, une population qui possède des propriétés ostéo/odontoblastiques. Pour confirmer 

ces résultats, une approche de culture tridimensionnelle, qui se poursuivra par une étude 

in vivo chez l’animal, est actuellement en cours d’investigation dans notre laboratoire 

(voir la partie Perspectives). 
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Article 4 : Description d’une procédure standardisée 
pour le prélèvement, l’isolement et la caractérisation 
de cellules souches/stromales mésenchymateuses de la 
pulpe dentaire et de la gelée de Wharton avec un 
minimum de manipulation 
 

A standardized procedure to obtain mesenchymal stem/stromal cells from minimally 

manipulated dental pulp and Wharton’s jelly samples. 

 

DUCRET M., FABRE H., DEGOUL O., ATZENI G., McGUCKIN C., FORRAZ N., 

MALLEIN-GERIN F., PERRIER-GROULT E., FARGES J.-C. 

 
Résumé : Un défi majeur de la régénération tissulaire est l’isolement de cellules à partir d’une 
source peu ou pas invasive pour le patient et selon les recommandations de bonnes pratiques de 
fabrication. Les tissus et les cellules doivent ainsi être le moins « manipulés » possible et 
cultivés en présence de milieux contrôlés. Dans ce contexte, les troisièmes molaires en phase 
pré-éruptive et la gelée de Wharton présentent un grand intérêt car elles sont prélevées selon 
des protocoles peu traumatisants et car elles contiennent des cellules qui peuvent être facilement 
amplifiées ex vivo, permettant d’obtenir une quantité de cellules suffisante pour être utilisable 
cliniquement. L’objectif de ce travail est de mettre au point des procédures standardisées pour 
la collecte de la pulpe dentaire et de la gelée de Wharton, et pour l’isolement et la caractérisation 
de cellules souches/stromales mésenchymateuses (CSMs) qu’elles contiennent. La pulpe 
dentaire a été collectée à partir de dents de sagesse (stades 5 à 7 de Nolla) et la gelée de Wharton 
a été isolée à partir de cordons ombilicaux. Des CSM-PD et des CSM-GW ont été obtenues 
respectivement à partir d’explants de Pulpe dentaire et de Gelée de Wharton cultivés pendant 
deux semaines. Les CSMs ont alors été analysées par immunophénotypage grâce à 
un cytomètre de flux. Ce protocole standardisé pour la pulpe dentaire et la gelée de Wharton 
nous a permis d’isoler des cellules pour les deux tissus. L’immunophénotypage des CSMs en 
culture révèle un profil mésenchymateux quasi identique pour le panel de récepteurs que nous 
avons utilisé. Ces résultats suggèrent que la mise en culture d’explants tissulaires de pulpe 
dentaire et de gelée de Wharton selon le même protocole permet d’obtenir des populations de 
cellules mésenchymateuses proches. Des investigations avec un nombre plus important de 
marqueurs de surface permettront de déterminer si ces populations sont identiques ou possèdent 
des caractéristiques différentes, et si elles contiennent des sous-populations cellulaires. 
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TECHNICAL NOTE 

 

A STANDARDIZED PROCEDURE TO OBTAIN MESENCHYMAL 
STEM/STROMAL CELLS FROM MINIMALLY MANIPULATED DENTAL 
PULP AND WHARTON’S JELLY SAMPLES 
 

M. Ducret1,2,3, H. Fabre1, O. Degoul4, G. Atzeni4, C. McGuckin4, N. Forraz4, F. Mallein-
Gerin1, E. Perrier-Groult1, J.-C. Farges1,2,3. 

1 Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie thérapeutique, UMR5305 CNRS/Université Lyon 1, 

Institut de Biologie et Chimie des Protéines, 7 passage du Vercors, 69367 Lyon Cedex 07, France  
2 Université de Lyon, Université Lyon 1, Faculté d’Odontologie, 11 rue Guillaume Paradin, 69372 Lyon 

Cedex 08, France  
3 Hospices Civils de Lyon, Service de Consultations et Traitements Dentaires, 6-8 place Depéret, 69007 

Lyon, France   
4 CTI-BIOTECH, Cell Therapy Research Institute, 5 avenue Lionel Terray, 69330 Meyzieu, France  
 

Keywords 

Human dental pulp, Wharton’s jelly, stem/stromal cells, good manufacturing practices, cell-based 

medicinal products, immunophenotyping 

 

Introduction  

 

Transplantation of mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) has emerged as an effective 

method to treat diseased or damaged organs and tissues, and hundreds of clinical trials using 

MSCs are currently under way to demonstrate the validity of such a therapeutic approach. 

However, most MSCs used for clinical trials are prepared in research laboratories with insufficient 

manufacturing quality control. In particular, laboratories lack standardized procedures for in vitro 

isolation of MSCs from tissue samples, resulting in heterogeneous populations of cells and variable 

experimental and clinical results. 

MSCs are now referred to as Human Cellular Tissue-based Products or Advanced Therapy 

Medicinal Products, and guidelines from the American Code of Federal Regulation of the Food and 

Drug Administration (21 CFR Part 1271) and from the European Medicines Agency (European 

Directive 1394/2007) define requirements for appropriate production of these cells. These 

guidelines, commonly called “Good Manufacturing Practices” (GMP), include recommendations 
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about laboratory cell culture procedures to ensure optimal reproducibility, efficacy and safety of the 

final medicinal product. In particular, the Food and Drug Administration divides ex vivo cultured 

cells into “minimally” and “more than minimally” manipulated samples, in function of the use or not 

of procedures “that might alter the biological features of the cells”. Today, minimal manipulation 

conditions have not been defined for the collection and isolation of MSCs (Torre et al. 2015)(Ducret 

et al. 2015). Most if not all culture protocols that have been reported so far are unsatisfactory, 

because of the use of xeno- or allogeneic cell culture media, enzymatic treatment and long-term 

cell amplification that are known to alter the quality of MSCs.  

The aim of this study was to describe a standardized procedure for recovering MSCs with 

minimal handling from two promising sources, the dental pulp (DP) and the Wharton’s jelly (WJ) of 

the umbilical cord. The quality and homogeneity of the expanded cell populations were assessed 

by using flow cytometry with criteria that go beyond the International Society of Cellular Therapy 

(ISCT) guidelines for MSC characterization. 

 

Materials and Methods 

 

Tissue collection  

Healthy, impacted human third molars were collected from donors aged 13-17 years (Fig 
1.A). Only teeth between Nolla developmental stages 5 (crown almost completed) and 7 (one third 

root completed) were used (Fig 1.B). 

Umbilical cords were collected either before or after the placenta was delivered (Fig 1.F). 
A section of the umbilical cord between 10 and 25 cm long was cut (Fig 1.G).  

Tissues were placed in a 50 mL tube supplemented with 1% antibiotics (PSA = Penicillin-

Streptomycin-Amphotericin B, Lonza) and transported to the laboratory within 12 hours.  

 

Cell isolation 

Dental pulps were aseptically, gently extirpated from pulp chambers with fine tweezers. The 

apical part of the radicular pulp was removed with a scalpel to prevent contamination by dental 

papilla and periapical cells (Fig 1.C). Pulps were then rinsed with PBS, placed onto a sterile glass 

slide and cut with a scalpel into 0.5 to 2 mm3 fragments to form explants (Fig 1.D).  
The umbilical cord fragment was shaken thoroughly to remove the remaining blood and 

potential microbial contaminants and then transversally cut into 1 to 2 mm-thick slices (Fig 1.H). 
Circular blades were then used to isolate 3 to 4 standardized WJ pieces of 2.5 mm diameter and 1 

to 2 mm thickness (Fig 1.I).  
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Four explants of each of the tissues were seeded per well on 6-well plates pre-coated with 

an equal mixture of human placental collagens I and III at a final concentration of 0.5 μg/cm2 

(ABCellBio, Paris, France) and then cultured in serum-free SPE-IV defined medium (ABCellBio®, 

Paris, France) supplemented with antibiotics. The culture medium was changed twice a week. At 

confluence, cells were detached with a xeno-free recombinant protease (TrypLE Select 1X, Life 

Technologies), seeded at 5 x 103 cells/cm2 and cultured for one week to obtain a sufficient number 

of cells for immunophenotyping. 

 

Immunophenotypic characterization 

Cultured cells were immunophenotyped after one passage as previously described (Ducret, 

Fabre, Farges, et al. 2015). Briefly, 3.106 cells were stained with 17 fluorochrome-conjugated 

antibodies (Table 1). The nucleic acid dye 7AAD (7-Amino-Actinomycin D, BD-Biosciences, Le 

Pont de Claix, France) was used for the exclusion of non-viable cells. Samples were acquired on 

a BD FACSCanto II Flow cytometer (BD Biosciences) as uncompensated events and then recorded 

as FCS 3.0 files. Analysis and compensation were performed using the FlowJo vX software. The 

percentage of cells positively stained corresponded to the percentage of cells present within a gate 

established so that less than 1% of the measured positive events represented nonspecific binding 

by the fluorochrome-conjugated isotype-matched control. 

 

Results  
 

Cells started to grow from the cultured DP explants after 3-4 days (Figure 1.E). Two weeks 

later, pooling of outgrowing cells from one dental pulp allowed the harvesting of about 106 cells. 

Cells started to migrate from the WJ explants after 4-5 days (Figure 1.J). The confluence was 

reached after about two weeks for DP cultures and three weeks for WJ cultures. All DP and WJ 

cells analyzed failed to express exclusion markers for hematopoietic cells (CD45), endothelial cells 

(CD31), monocytes/macrophages (CD14), B cells (CD79α), hematopoietic progenitors (CD34) and 

activated immune cells (HLA-DR). On the contrary, WJ and DP isolated cells were positive to the 

MSC markers recommended by ISCT (CD73, CD90, CD105 and HLA-ABC), as well as other, now 

recognized MSC markers (CD10, CD13, CD29, CD44, CD49a and CD166). DP and WJ cell 

populations showed similar profiles (Figure 2). Results shown are representative from 10 

independent samples, which indicates the reproducibility of our procedure. 
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Discussion 

Since the discovery of DP- and WJ-MSCs more than one decade ago (Gronthos et al. 

2000)(Wang et al. 2004), numerous papers have reported the isolation of mesenchymal 

stem/stromal cells from DP and WJ. However, guidelines for standardized procedures are lacking. 

For exemple, there are no rules specifying the tooth development stage for pulp MSC collection. 

Transport from the operating block to the laboratory requires a sterile medium and it was previously 

shown that DP-MSCs remain viable in phosphate-buffered saline (PBS) (Woods et al. 2009). We 

show here that the same procedures can be successfully applied to the transport of umbilical cord 

samples. Additionally, samples were processed within 12 hours of collection to prevent hypoxic 

stress and microbial contaminations. 

Two main techniques have been described for the isolation of MSCs (Hilkens et al. 2013): 

The direct culture of tissue fragments (explants), which has been used in this study, and the 

dissociation of the tissue by proteolytic enzymes that digest the extracellular matrix meshwork and 

free resident cells that can be immediately plated and cultured. The explant method was repeatedly 

proven to be similar to enzymatic digestion (Hilkens et al. 2013). Explant culture has the 

advantages of avoiding the use of proteolytic enzymes that are suspected to alter surface cell 

receptors and of providing a more homogeneous morphology of recovered cells (Ducret et al. 

2015). The diminution of the number of enzymatic components getting in contact with the cells is 

also more compliant with cGMP approaches. 

The identity of cultured cells is generally determined by flow cytometry analysis of surface 

antigens. During the past decade, MSCs have been mostly identified according to the 

recommendations of the International Society of Cellular Therapy (ISCT) (Dominici et al. 2006). 

However, it is today admitted that several markers initially considered by ISCT as being 

characteristic of MSCs (for instance CD73, CD90 and CD105) are shared by several other 

populations including progenitor cells, mature fibroblasts and/or perivascular cells (Alt et al. 

2011)(Halfon et al. 2011)(Lv et al. 2014). Here, in spite of the use of additional MSC markers, we 

failed to evidence differences between the cell populations from DP and WJ in 10 independent 

samples. This suggests that DP and WJ cells isolated and cultured according to the same 

procedure might lead to the recovery of similar mesenchymal cell populations. Additional studies 

are ongoing in our laboratory to improve the characterization and compare the immunophenotypic 

profile of mesenchymal cells isolated from various human tissues according to the procedure 

described here. 
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Conclusions and perspectives 
 
 

We described in this study standardized procedures by using minimally manipulated tissue 

samples for the collection and isolation of MSCs recovered from DP and WJ. This approach relies 

on commercially available serum-free medium, culture dish coating with a collagen solution and 

medical grade xenogeneic enzymes. Further investigations with a greater number of membrane 

markers are required to determine if DP and WJ populations are identical or possess different 

features and if subpopulations are present in both these populations. Indeed, in a recent 

immunophenotypic analysis, we found that mesenchymal dental pulp cells isolated similarly to this 

study contained cells a percentage of whom expressed the stem cell/progenitor markers CD146 

and MSCA-1 (Ducret et al. 2015).  
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Table 1: Antibodies used for the immunophenotypic analysis. 
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Figure 1:  Standardization of the isolation process for DP- and WJ-MSCs. 

DP (A,B) and UC (F,G) were processed for isolation by gently extirpating the pulp from the tooth (C), or 
by slicing the UC (H), and further cutting (D) or punching (I) of the mesenchymal tissue, respectively, to 
obtain explants. E and J show cells outgrowing from the DP and WJ explants, respectively, 96 h after 
seeding. Scale bar: 200 μm 
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Figure 2: Identity cards of DP- and WJ-MSCs. 

Sonar representation of flow cytometry results showing the frequencies of positive (green arc) and 
negative (red arc) markers for DP- and WJ-MSCs, respectively. Cell immunophenotype after one 
passage. Data shown are representative of 10 DP and 10 WJ samples. 
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Synthèse et conclusion de l’article 4 : 

Un défi majeur de la régénération du complexe dentinopulpaire est l’isolement de CSM à partir 

d’une source peu ou pas invasive pour le patient. Dans ce contexte, les troisièmes molaires en 

phase pré-éruptive présentent un grand intérêt car elles sont extraites par les chirurgiens-

dentistes à la fin des traitements orthodontiques selon des protocoles peu traumatisants. Elles 

contiennent diverses populations de CSM pulpaires qui peuvent être efficacement amplifiées 

ex vivo afin d’obtenir une quantité de cellules suffisantes pour être utilisables en clinique. 

Cependant, comme nous l’avons souligné dans l’article n°2 et comme le rappelle une récente 

revue sur l’isolement des CSM, il n’existe pas ou peu de protocole standardisé pour la collecte 

et l’isolement de cellules souches/stromales mésenchymateuses à partir de la pulpe dentaire 

humaine (Ducret et al. 2015)(Torre et al. 2015). 

Ainsi l’objectif de notre travail était de mettre au point une procédure standardisée pour la 

collecte des dents et l’isolement de cellules à partir de la pulpe dentaire (Figure 27). Pour valider 

la qualité de notre protocole, nous avons comparé les CSM-PD avec des CSM isolées d’un autre 

tissu prélevé de manière non invasive, la gelée de Wharton (CSM-GW)(Mueller et al. 2014). 

 

 

 

 

 Figure 27 : Procédure pour l’isolement CSM-PD. Les dents sont sélectionnées après 
l’extraction lors que le stade de développement de 5 à 7 est confirmé. Elles sont ensuite 

collectées et transportées jusqu’au laboratoire. Après séparation de la pulpe et de la papille 
apicale, la pulpe est fragmentée en 20 à 25 fragments qui sont placés sur des boites de culture 
recouvertes d’un mélange de collagène I et III. Apres 3 à 5 jours, les premières CPD migrent 
de l’explant et après deux semaines, la phase  d’amplification peut débuter avec la réalisation 

d’un premier passage. 

 

Nos résultats indiquent que le protocole que nous avons développé permet, de manière similaire 

aux CSM-GW, de collecter des dents de manière stérile et d’isoler rapidement et de manière 
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importante des CSM-PD. Ces cellules présentent un profil membranaire de type 

mésenchymateux similaire à celui des CSM-GW. Une investigation plus large est en cours de 

réalisation dans notre laboratoire avec un nombre plus important de récepteurs et différentes 

sources de cellules souches/progénitrices (Figure 28). 

 

 

Figure 28 : Immunophénotypage membranaire des CSM(MSCs) issues de la moelle osseuse 
(BM), de la gelée de wharton (WJ), de la pulpe dentaire (PD) et du tissu adipeux  (AT). 

Représentation en sonar de cellules isolées et amplifiées pendant un passage dans le milieu 
SPE-IV (ABCellBio). Fabre, Ducret, et al. Article en préparation.  
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CONCLUSION GENERALE  
L’objectif de ce travail était de déterminer des conditions favorables au développement futur 

d’un MTI permettant de régénérer un complexe dentinopulpaire dans l’endodonte après exérèse 

du tissu pulpaire lésé de manière irréversible, désinfecté et mis en forme. En effet, le traitement 

actuel, qui consiste à remplacer le tissu pulpaire par un biomatériau à base de gutta-percha 

présente des limites majeures parmi lesquelles le manque d’étanchéité du biomatériau vis-à-vis 

des bactéries présentes dans la cavité buccale.  

 

Plusieurs approches innovantes de médecine régénérative à base de CSM adultes ont 

récemment fait leurs preuves dans la réparation et le remplacement des tissus endommagés chez 

l’homme (Demoor et al. 2014). De telles approches présentent un grand intérêt en médecine 

bucco-dentaire car la régénération d’un tissu pulpaire fonctionnel dans l’endodonte permettrait 

à la dent de se défendre face à des agressions futures (Cao et al. 2015). Elle favoriserait 

également la formation d’une barrière de dentine tertiaire au contact du matériau bioactif 

dentino-inducteur. Cette barrière représente la meilleure stratégie d’éloignement et de 

protection de la pulpe vivante saine vis-à-vis du milieu buccal septique.  

 

Pour relever ce défi, il est nécessaire de collecter et d’amplifier des cellules, de manière à 

produire un médicament de thérapie innovante sur mesure.  

 

Pour développer un produit répondant aux exigences d’une application clinique, nous avons 

donc :  

- mis au point, un protocole innovant qui cherche à respecter le plus possible les BPF 

actuelles.  

- isolé de manière non-enzymatique, amplifié et congelé des cellules mésenchymateuses 

pulpaires en utilisant des milieux sans sérum et en l’absence de produits xénogéniques.  

- effectué un travail de caractérisation de ces cellules afin de confirmer la présence de 

cellules souches/progénitrices. 

- confirmé le potentiel de différenciation ostéo/odontoblastique de ces cellules dans nos 

conditions de culture. 
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Les perspectives de notre travail sont les suivantes :  

 Poursuivre la caractérisation des sous-populations de CPD identifiées in vitro dans l’article 

2 et qui expriment les marqueurs de cellules souches/stromales mésenchymateuses MSCA-

1 et/ou CD146. Etudier la cinétique d’expression de ces marqueurs membranaires. Trier les 

sous-populations cellulaires identifiées et étudier leur comportement in vitro dans un 

environnement tridimensionnel. Analyser les effets d’un enrichissement après tri cellulaire 

qui pourrait permettre de sélectionner certains progéniteurs pour améliorer la qualité du 

tissu formé. 

 

 Développer un modèle in vivo chez le petit animal, dans un environnement tridimensionnel 

qui permette aux cellules de survivre, d’adhérer, de proliférer et de se différencier en 

cellules pulpaires (fibroblastes, odontoblastes,…).  
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PERSPECTIVES 

 Immunophénotypage et tri cellulaire de progéniteurs 
issus de la pulpe dentaire humaine pour la régénération 
des tissus squelettiques 

 

Projet lauréat de l’Institut Français de Recherche Odontologique  

(IFRO) en 2014 

 

L’immunophénotypage membranaire des sous-populations de cellules pulpaires présentes dans 

notre modèle de culture a permis d’établir une carte d’identité à P1 de ces cellules et d’analyser 

la cinétique d’expression de marqueurs membranaires plus spécifiques (CD146, MSCA-1 [ou 

TNAP], CD271 et Stro-1) à différents temps de culture (P0, P1, P3…)(Figure 29). Cet 

immunophénotypage, associé à l’analyse multiparamétrique des données, indique que certains 

marqueurs ou certaines combinaisons de marqueurs pourraient permettre de caractériser des 

sous-populations de cellules pulpaires possédant des propriétés accrues de différenciation 

ostéo/odontoblastique et de formation de tissu minéralisé. 

 

  
 

Figure 29 : Analyse de l’expression du récepteur CD146 (MCAM) durant les passages 
d’amplification in vitro. 
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Nous avons également choisi de nous intéresser au marqueur MSCA-1 (Mesenchymal Stem 

Cell Antigen-1), aussi appelé TNAP (Tissue Non-specific Alkaline Phosphatase)(Sobiesiak et 

al. 2010). In vivo, TNAP est exprimé dans la pulpe dentaire par les odontoblastes humains et 

dans la couche sous-odontoblastique (Figure 30)(Zweifler et al. 2014)(Tomlinson et al. 2015).  

 

 

 
 
 

Figure 30 : Localisation de l’expression de la TNAP  au niveau des odontoblastes (Od) bordant la 
dentine (DE) et des cellules de la région pulpaire sous-odontoblastique. (Zweifler et al. 2014) 

 

 

TNAP est également exprimé par les ostéoblastes durant la phase de différenciation, mais 

diminue dans les cellules différenciées. Les CSM de la moelle osseuse, du périoste et de la gelée 

de Wharton expriment également ce marqueur qui a été décrit comme prédictif du caractère 

ostéogénique des cellules (Kim et al. 2012)(Olbrich et al. 2012)(Devito et al. 2014). Une étude 

récente réalisée avec des CPD humaines n’a toutefois pas permis de confirmer cette hypothèse 

(Tomlinson et al. 2015). 

 

Nos premiers résultats indiquent que 5 à 10% des cellules présentes dans la pulpe dentaire in 

vivo expriment TNAP/MSCA-1, un pourcentage similaire à celui rapporté précédemment 

(Tomlinson et al. 2015). Lorsque des explants pulpaires sont mis en culture dans nos conditions, 

le pourcentage de cellules positives pour TNAP/MSCA-1 passe en moyenne à 15%, valeur qui 

reste stable pendant les 4 passages d’amplification (Figure 31). 
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Figure 31 : Analyse de l’expression du récepteur MSCA-1(ou TNAP) durant les passages 
d’amplification in vitro. 

 

 

Nous avons ensuite réalisé un tri cellulaire pour obtenir une population de cellules pulpaires 

enrichie en cellules TNAP/MSCA-1(+) (Figure 32). 

 

 

 
 
 

Figure 32 : Enrichissement réalisé grâce au tri cellulaire. Dans l’exemple choisi (CPD isolées in 
vitro et récupérées après 4 passages), les cellules MSCA-1(+) représentent 22,9% des cellules dans 

la population de départ. Après le tri cellulaire, la population MSCA-1(-) ne contient plus de cellules 
positives pour MSCA-1, alors que la population MSCA-1(+) contient plus de 69% de cellules 

positives pour ce marqueur. 
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Nous avons ensuite comparé le potentiel de différenciation ostéo/odontogénique de la 

population cellulaire de départ [MSCA-1(-/+)] avec les populations MSCA-1(-) et MSCA-1(+).  

L’analyse de la quantité de minéral déposé par les cellules après 4 semaines de culture (n = 2) 

indique que les cellules MSCA-1(+) ont un potentiel de minéralisation plus important que les 

cellules MSCA-1(-) (Figure 33). Ces résultats vont dans le sens de ceux obtenus avec d’autres 

populations de cellules stromales (Kim et al. 2012)(Olbrich et al. 2012)(Devito et al. 2014). Ils 

devront néanmoins être confirmés sur un nombre plus important d’échantillons. Ils diffèrent de 

ceux obtenus par Tomlinson et al. (2015) qui n’ont pas observé de différence de minéralisation 

entre les cellules de pulpe dentaire humaine MSCA-1(+) et MSCA-1(-) in vitro (Tomlinson et 

al. 2015). Cette différence de résultats pourrait être due à aux techniques d’isolement des 

cellules par dissociation, et de culture et d’amplification des CPD  avec un milieu à base de 

sérum d’origine animale utilisées par ces auteurs. Si nos résultats sont confirmés, ils 

démontreront tout l’intérêt de notre protocole par rapport à ceux précédemment publiés. 

 

 

 
 
 

Figure 33 : Coloration à l’alizarine rouge de cellules pulpaires MSCA-1(+), MSCA-1(-) et MSCA-1 
(80%(-)/20%(+) après trois semaines de culture en milieu de différenciation ostéo/odontogénique. 
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 Régénération d’un complexe dentinopulpaire par des 
cellules souches/progénitrices de pulpe dentaire 
humaine ensemencées dans un biomatériau hybride 
fibrine/chitosane 

 

 

Projet lauréat de la Fondation des Gueules Cassées en 2015  

 

 

Dans ce projet, nous souhaitons développer un biomatériau hybride innovant sous forme d’un 

hydrogel résorbable pour régénérer la pulpe dentaire humaine dans l’endodonte. Cet hydrogel 

servira de support à la formation d’un nouveau tissu qui va devenir progressivement une « pulpe 

équivalente ». Sa viscosité va être étudiée par rhéologie et la formulation optimisée pour 

permettre à l’hydrogel d’être facilement injectable dans l’endodonte. Les composants ont été 

choisis de telle sorte que le mélange final réticule sans ajout d’agent chimique, ce qui est un 

grand avantage en termes de cytotoxicité pendant les phases de gélification et de résorption de 

l’hydrogel. L’hydrogel sera fabriqué dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire 

d’Ingénierie des Matériaux Polymères de Lyon (UMR5223, Pr Laurent DAVID).  

Lors d’une première phase, nous analyserons la viabilité des cellules pulpaires dans 4 

formulations différentes de l’hydrogel, puis nous déterminerons également si les CPD 

ensemencées dans l’hydrogel modifient le volume (contraction) et la structure du biomatériau.  

Lors d’une deuxième phase, nous nous placerons dans une perspective préclinique en 

implantant in vivo chez des souris immunodéficientes des fragments cylindriques de dentine 

radiculaire humaine dans lesquels aura été injecté le mélange CPD-hydrogel. L’extrémité 

coronaire de chaque fragment sera obturée par un biomatériau de reconstitution coronaire 

dentino-inducteur (Biodentine®) afin de mimer la situation clinique chez l’homme (Figure 34). 
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Figure 34 : Cylindre de dentine radiculaire humaine et représentation schématique du modèle de 
cylindre que nous utiliserons dans notre étude. 

 

Après 1, 2, 4 et 6 semaines d’implantation, les souris seront euthanasiées, et les échantillons 

récupérés et analysés. Nous étudierons le comportement des CPD (prolifération et 

différenciation), la colonisation de l’hydrogel par les cellules de l’hôte, la cinétique de 

dégradation de l’hydrogel, ainsi que sa vascularisation et son innervation. Nous analyserons 

enfin la couche de dentine déposée par les CPD au contact de la Biodentine® et des parois 

dentinaires (Figure 35). 

 

Figure 35 : Coupe histologique d’un  fragment cylindrique de racine dentaire humaine ayant été 
implanté pendant 2 semaines sous la peau dorsale d’une souris immunodéficiente (Nude). 

L’exemple choisi montre que des cellules souches de tissu adipeux humain, ensemencées dans un 
gel de collagène de type I puis injectées dans le fragment radiculaire jusqu’au bouchon de 

Biodentine®, permettent la formation d’un tissu vascularisé dans la totalité de l’espace 
endodontique (Coloration : trichrome de Masson). 
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Article 5 : Les cellules odontoblastiques produisent de 
l’oxyde nitrique avec une activité antibactérienne 
suite à l’activation du récepteur TLR2 
 
 
FARGES J.-C., BELLANGER A., DUCRET M., AUBERT-FOUCHER E., RICHARD B., 

ALLIOT-LICHT B., BLEICHER F., CARROUEL F. 
 

Human odontoblast-like cells produce nitric oxide with antibacterial activity upon TLR2 

activation 
 

Front Physiol. 2015 6:185. doi: 10.3389/fphys.2015.00185 
 

Résumé : La pénétration de bactéries orales cariogènes dans l’émail et la dentine durant le 
processus carieux déclenche une réponse immunitaire/inflammatoire dans le tissu pulpaire 
sous-jacent. La diminution de cette réponse est considérée comme un prérequis à la régénération 
du complexe pulpodentinaire. Si le rôle des odontoblastes dans la formation de la dentine est 
bien connu, leur implication dans la réponse antibactérienne face aux microorganismes 
cariogènes n’a pas encore été élucidée. Notre objectif a été de déterminer si les odontoblastes 
produisent de l’oxyde nitrique (NO) avec une activité antibactérienne suite à l’activation du 
récepteur Toll-like-2 (TLR-2), un récepteur de la membrane cellulaire impliqué dans la 
reconnaissance des bactéries cariogènes Gram-positive. Des cellules odontoblastiques 
humaines différenciées à partir d’explants de pulpe dentaire ont été stimulées avec un agoniste 
synthétique du TLR-2, Pam2CSK4. Nous avons découvert que l’expression des gènes codant 
pour NOS1, NOS2 et NOS3 est augmentée dans les échantillons stimulés par Pam2CSK4 par 
rapport aux échantillons non stimulés. NOS2 est le gène le plus fortement stimulé. Les protéines 
NOS1 et NOS3 n’ont pas été détectées dans les cellules odontoblastiques contrôles ni dans les 
cellules stimulées. La synthèse de la protéine NOS2, l’activité globale des protéines NOS et le 
relargage de NO extracellulaire sont tous augmentés dans les échantillons stimulés. Le 
surnageant de culture des cellules stimulées avec Pam2CSK4 réduit la croissance de 
Streptoccocus mutans. Cet effet est contrebalancé par L-NAME, un inhibiteur spécifique des 
NOS. In vivo, l’expression du gène NOS2 est augmentée dans les pulpes enflammées suite à 
une lésion carieuse par rapport aux pulpes saines. La protéine NOS2 est immunolocalisée dans 
les odontoblastes situés en regard de la lésion carieuse, mais pas dans les pulpes saines. Ces 
résultats suggèrent que les odontoblastes participent à la réponse pulpaire antimicrobienne 
destinée à lutter contre l’invasion de la dentine par les bactéries Gram-positives, en produisant 
du NO par l’intermédiaire de NOS2. Ils pourraient de cette manière préparer le terrain aux 
mécanismes de la cicatrisation et de régénération pulpaires. 
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Ingénierie tissulaire de la pulpe dentaire : vers le développement 

d'un nouveau médicament de thérapie innovante 
 

 
Ces dernières années, des thérapies à base de cellules mésenchymateuses ont été développées pour améliorer 

les thérapies qui visent à réparer l’homme et notamment la pulpe dentaire. Dans ce contexte, la dent apparait 

comme la source de cellules mésenchymateuses, souches ou progénitrices, permettant de réparer la pulpe 

dentaire. En effet, la pulpe dentaire est facile d’accès et les cellules pulpaires présentent un fort potentiel de 

différenciation.  

 

Actuellement, les différents organismes de contrôle recommandent d’utiliser des procédures standardisées 

pour l’isolement, le stockage et l’expansion des cellules en culture pour garantir une sécurité et une 

reproductibilité optimale lorsque les cellules sont utilisées en culture cellulaire. Cependant, la plupart des 

procédures utilisées pour la production de cellules à partir de la pulpe dentaire ne sont pas entièrement 

satisfaisante, car elles peuvent altérer les propriétés biologiques et la qualité des cellules. En effet, les 

procédures d’isolement cellulaire, d’enrichissement, de cryopréservation et d’amplification pendant de 

nombreux passages dans des milieux contenant des produits d’origine animale ou humaine sont connues pour 

affecter le phénotype des cellules, la viabilité, la prolifération et les capacités de différenciation.  

 

Ce travail de thèse s’intéresse à compiler les stratégies actuelles de fabrication de produits cellulaires à partir 

de la pulpe dentaire, puis il propose de nouveaux protocoles pour améliorer l’efficacité, la reproductibilité et 

la sécurité de ces nouvelles stratégies thérapeutiques. Ainsi nous avons isolé, amplifié et cryopréservé des 

cellules de la pulpe dentaire. Grace à un travail d’immunophénotypage, nous avons pu étudier différentes sous-

populations à l’intérieur de la population totale. Enfin nous avons montré que ces cellules sont capables de 

rester congelées pendant plus de 500 jours sans présenter d’anomalies du caryotype et de conserver un potentiel 

de différenciation ostéo/odontogénique. 

 

Nos perspectives de travail sont aujourd’hui de développer un modèle de régénération pulpaire in vivo chez le 

petit animal, dans un environnement tridimensionnel permettant aux cellules de survivre, d’adhérer, de 

proliférer et de se différencier en cellules pulpaires. 
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