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Mots clés : Résumé - Introduction : L'ingénierie tissulaire permet d’envisager de nouvelles thérapeutiques pour le traitement
ingénierie tissulaire /  des récessions gingivales. Cette étude de faisabilité proposait un protocole et une chronologie pour la biofabrica-
bioimpression / tion de greffons parodontaux sur mesure palliant ces défauts. Technique : L'impression d’'une matrice en hydrogel
impression 3D / collagénique a été réalisée grace a un systéme d'éjection piézoélectrique Microdrop®. La mise au point des condi-
récession gingivale /  tions optimales d'impression a été déterminée en fabriquant des échantillons de dimension et de morphologie com-
hydrogel patibles avec une application clinique. L'ensemencement cellulaire de matrices a été réalisé par bioimpression

assistée par laser, et la viabilité cellulaire post-impression testée. L'impression d'une matrice a été directement réa-
lisée sur les membranes de collagéne préfabriquées pour évaluer la facilité de manipulation du greffon. Les matrices
obtenues ont la forme souhaitée, les cellules sont viables, et le greffon est aisément manipulable et suturable.
Commentaires : L'impression de la matrice permet de choisir 'épaisseur du greffon. Il est attendu in vivo que
l'organisation spatiale des fibroblastes au sein des greffons permette d’augmenter la résistance mécanique et
l'esthétique des greffes parodontales. Conclusion : Cette étude de faisabilité préliminaire a permis de poser le
concept. D'autres études seront nécessaires pour étudier le remodelage du greffon in vitro et in vivo.

Key words: Abstract - Feasibility study of biofabricated graft for treating periodontal recession. Introduction: Tissue engi-

tissue el?gmeen.ng./ neering is a good candidate for treating periodontal recession. This feasibility study proposed a protocol for bio-

bioprinting / printing /' gaprication of customized periodontal grafts to treat this problem. Technics: Cell seeding of collagen matrices was

three-dimensional / done by laser-assisted bioprinting, and post-printing cell viability was assessed. The collagen hydrogel matrix print-

gingival recession / ing was performed by a Microdrop® piezoelectric inkjet system. Optimal conditions were determined by fabricating

hydrogel samples whose dimensions and morphology were suitable for clinical use. Then, the hydrogel matrix printing was
carried out directly on collagen membranes to evaluate the ease of the graft handling. The hydrogel matrices had
the expected shape, the cells were viable, and the graft was easy to handle and suturable. Comments: The matrix
printing allowed one to choose the graft thickness. Fibroblast organization was expected to improve the mechanical
resistance and esthetics of periodontal grafts in vivo. Conclusion: This preliminary feasibility study established the
bases of the concept. More studies are necessary to assess the graft remodeling both in vitro and in vivo.

Introduction hyperesthésies thermiques, des sensibilités au brossage, des
caries radiculaires, des lésions cervicales d'origine non ca-

La récession parodontale correspond a un déplacement des  rieuse et des génes esthétiques [2]. Le traitement repose sur
tissus marginaux apicalement a la jonction amélo-cémentaire  l'‘élimination de l'étiologie, puis sur la régénération tissulaire
[1]. Elle touche 85 % de la population adulte et favorise des  gingivale par une intervention chirurgicale. Les principales
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techniques de recouvrement radiculaire reposent sur des
greffes gingivales et le déplacement de lambeaux muqueux.
L'utilisation d'une membrane chirurgicale combine l'utilisation
d'une membrane biodégradable et d'un lambeau déplacé coro-
nairement [3]. Par l'unicité du site opératoire, cette technique
évite les inconvénients des techniques de greffes (comorbidité
du site donneur, quantité importante de tissu a prélever/dé-
placer pour restaurer les volumes). Toutefois, ces allogreffes
guidées par membranes dermiques acellulaires (ADMA, Acellu-
lar Dermal Matrix Allograft) présentent une cicatrisation retar-
dée et sont limitées en termes de volume de restauration [4].

Plusieurs essais cliniques ont associé des fibroblastes gin-
givaux autologues a des matrices afin d'améliorer le remode-
lage de la membrane. Les protocoles s'appuyaient sur des
matrices collagéniques ensemencées de fibroblastes et une
fenestration périostée, des greffes gingivales libres avec thé-
rapie cellulaire, des ADMA ensemencées de fibroblastes asso-
ciées a des greffes de tissu conjonctif (GTC) enfoui sur des
récessions, ainsi que des membranes de collagéne ensemen-
cées de fibroblastes sous un lambeau déplacé coronairement
[5-9]. Ces études comparant les produits d'ingénierie tissulaire
(IT) avec les techniques classiques ont montré des résultats
satisfaisants en termes d’inflammation postopératoire, de
régénération, de couleur et de texture. Cependant, si l'adjonc-
tion de cellules améliore la vitesse de remodelage, le volume
du greffon aprés cicatrisation reste une problématique cli-
nique.

L'objectif de notre étude était de proposer un protocole et
une chronologie de biofabrication pour des greffons potentiel-
lement utilisables en parodontologie en combinant la tech-
nique de jet d'encre d’hydrogel pour la création de matrice avec
la technique de bioimpression assistée par laser (LAB, Laser
Assisted Bioprinting) pour lensemencement cellulaire (Fig. 1).
Dans notre modéle, la matrice volumique en hydrogel collagé-
nique reposait sur une membrane préfabriquée de collagéne qui
conférait au greffon sa résistance. Les cellules étaient ense-
mencées de maniére organisée sur la matrice.

Technique

Détermination des conditions optimales d'utilisation
de U'imprimante a jet d’encre Microdrop®

Le mode de distribution des gouttes et le déclenchement
de l'imprimante a jet d'encre piézoélectrique (Microdrop® Tech-
nologies® GmbH, Norderstedt, Germany) étaient contrdlés par
la pression, la course du poussoir hydraulique (CPH), le temps
nécessaire a l'ouverture de la valve (TNOV), le temps valve
ouverte (TVO), le temps de fermeture de la valve et d'éjection
de la buse (TFV), la pause entre les impulsions (PEI) et le
nombre de jets par déclenchement (JD). Une goutte était faite
a la demande (GAD) pour P = 1. Pour déterminer les conditions
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Fig. 1. Objectifs de l'étude et vue en coupe des différentes couches
du greffon. (i) Essai du Microdrop® avec des gouttes a la demande.
(i) Impression d’'une matrice en hydrogel collagénique. (iii) Impres-
sion de cellules par LAB sur la matrice. (iv) Impression d’'une matrice
sur une membrane de collagéne préfabriquée.

fig. 1. Aims of the study and section view of the graft layers. (i) drop
on demand printing with the Microdrop®, (ii) collagen hydrogel matrix
printing, (iii) cell printing on the matrix using the LAB, (iv) matrix
printing on a collagen membrane.

optimales d'utilisation du Microdrop®, tous les essais étaient
réalisés par GAD avec de l'alginate sur un support plastique.
L'ordinateur contrélait le déclenchement de l'éjection de
l'encre et les mouvements de la platine portant la lame récep-
trice au-dessus de la buse. Le motif imprimé était des carrés
en alginate (1 x 1 cm), dont la réalisation a été uniforme, et
conformes au schéma du set up. L'alginate a 2 % était filtré
et fabriqué 12 heures avant les expériences. Les valeurs nomi-
nales d'utilisation étaient : CPH = 40 %, pression = 200 kPa,
TNOV=0,5ms, TVO= 0,3 ms et TFV = 0,5 ms. Une seule de ces
valeurs variait par expérience. Le diamétre des gouttes, mesuré
au microscope optique, augmentait avec le CPH, la pression et
le TVO (pour TVO > 0,3 ms). Cette augmentation était propor-
tionnelle pour le TNOV et le TFV. Les gouttes étaient signifi-
cativement plus grandes sur le verre que sur le plastique.

Impression d’'une matrice en hydrogel collagénique sur
mesure respectant la morphologie d’'une récession (Fig. 2)

Une matrice a été dessinée avec le logiciel Paint (Microsoft
Corporation®, Redmond WA, USA) pour correspondre a une
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Fig. 2. Matrice en hydrogel créée au Microdrop® a partir d’'un cas cli-
nique de récession de classe II de Miller. A) Photographie clinique de
la récession. B) Dessin du greffon sous Paint®. C) Projet de greffon.
D) Greffon imprimé.

fig. 2. Printing of the hydrogel matrix with the Microdrop® to fit a
Miller class II recession. A) Clinical photograph of the recession, B)
Paint® drawing of the graft, C) Graft project, D) Printed graft.

récession de classe II de Miller. En se basant sur la taille cli-
nique de lincisive (8 mm pour 287 pixels sur la photographie),
la taille de la matrice a été déterminée (14,8 x 18,9 mm). Le
collagéne de type I (BD Biosciences®, Franklin Lakes NJ, USA)
était dilué a 2 mg/mL avec du milieu Delbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, GIBCO®, InVitrogen®, Carlsbad CA, USA).
Limpression de la matrice en hydrogel collagénique a été satis-
faisante car homogeéene, conforme a la morphologie choisie, et
réalisée en 3 minutes. Aprés impression des matrices, les lames
de collagéne étaient placées dans lincubateur a 37 °Cet 5 %
de CO2 pendant une heure et en présence de milieu.
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Fig. 3. Cellules D1 tdTomato a t0 post-impression au LAB en micros-
copie a fluorescence. A) Grossissement x 2,5. B) x 10. C) Test de via-
bilité a la calcéine 72 h post-impression (grossissement x 10).

Fig. 3. Microscope views of D1 tdTomato cells after LAB printing at t0
A) x2.5, B) x10, C) calcein viability test 72h post-printing (x10).

Ensemencement cellulaire des matrices par LAB et survie
cellulaire (Fig. 3)

L'impression d’éléments biologiques assistée par laser a
permis d’organiser des éléments cellulaires sur des matrices
réceptrices. Le faisceau du laser générait ponctuellement une
bulle de vapeur au sein de la bioencre et provoquait la propul-
sion d’une goutte sur le substrat receveur. La station de bioim-
pression LASIT (Laser pour 'ASsemblage en Ingénierie Tissu-
laire, Novalase®, Canéjan, France) avait pour source un laser
Nd:YAG (infrarouge A = 1 064 nm / fréquence = 1 kHz / puis-
sance moyenne = 19 mw / focale = 58 mm). Le motif choisi
était un rectangle de 250 x 1 000 pm. La source était centrée
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sur le motif de la lame receveuse avec une caméra CCD a haute
résolution intégrée dans le laser. Les paramétres du laser choi-
sis étaient une puissance de 29 mW, une vitesse de 250 mm/s
et un entrefer de 1 000 pm.

Les cellules étaient des D1 tdTomato (D1 UVA - ORL, Ame-
rican Type Culture Collection, Manassas VA, USA) (Fig. 3). Ces
cellules mésenchymateuses de moelle de souris produisaient
une protéine fluorescente, la tdTomato. Le milieu était du
DMEM avec 10 % de sérum de veau foetal et 1 % d'antibiotiques
(pénicilline, streptomycine, GIBCO/InVitrogen®) mis en
atmospheére contrélée (100 % d’humidité, 37 °C, 5 % CO,).
Pour créer la bioencre, les cellules étaient détachées de la boite
de culture avec une solution de 0,125 % de trypsine et d’'EDTA
a 0,065 %. La concentration cellulaire obtenue était de
102 cellules/mL. La lame d’or donneuse était recouverte d’une
goutte de 33 pL d'encre cellulaire étalée manuellement avec
un embout de pipette. Les essais de bioimpression cellulaire
étaient réalisés sur les matrices en hydrogel collagénique pré-
cédemment obtenues par imprimante a jet d’encre. Aprés
impression, les lames receveuses étaient placées dans une
boite de 6 puits et 400 uL de milieu était déposés autour des
lames sans recouvrir les motifs imprimés. Aprés 30 minutes
dans lincubateur, 2,5 mL de milieu était rajouté pour recouvrir
les lames. Les lames (témoins et LAB) étaient observées en
microscopie photonique et en fluorescence aux temps 0, 24,
48 et 72 heures. Les lames issues du LAB étaient colorées avec
un test de viabilité a la calcéine (Life Technologies®, Carlsbad
CA, USA) a 72 h. Les cellules étaient fluorescentes et commen-
caient leur étalement dés 24 heures. Les témoins ont permis
de démontrer la survie cellulaire des D1 tdTomato sur les
matrices de collagéne issues du Microdrop® aux temps 0, 24,
48 et 72 heures.

Tests de maniabilité et de suturabilité sur machoire
de porc (Fig. 4)

Les matrices issues du Microdrop® ont été imprimées sur
une membrane collagénique préfabriquée Cova® (société
Biom’up SA, Lyon, France), constituée de collagéne de type 1.
Avant l'utilisation, les membranes étaient réhydratées par du
milieu DMEM et étalées sur une lame de verre. La matrice a été
dessinée sur ordinateur a partir d'une photographie de réces-
sion gingivale sur machoire de porc. Il a été possible de manier
et de suturer le biomatériau « membrane collagénique -
matrice de collagéne » sous un lambeau d’épaisseur partiel
avec du fils de suture résorbable (Vicryl® Plus 5-0, Ethicon Inc.,
Somerville NJ, USA).

Commentaires
Notre étude proposait un protocole de biofabrication pour

des greffons sur mesure potentiellement utilisables en paro-
dontologie. La technique combinait la technique de jet d’encre
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Fig. 4. Test de maniabilité et de suturabilité du greffon biofabriqué.
A) Lambeau d’épaisseur partielle. B) Suture du greffon biofabriqué
sur la récession. C) Suture du lambeau sur la membrane.

Fig. 4. Handling and suturing the biofabricated graft. A) Split-thic-
kness flap. B) Suture of the biofabricated graft on the recession. C)
Flap suture on the membrane.

d’hydrogel pour la création de matrice avec la technique de LAB
pour l'ensemencement cellulaire. Les résultats attestaient la
possibilité dimprimer des matrices en collagéne selon le
volume choisi avec une imprimante piézoélectrique sur des
membranes collagéniques préfabriquées. Le produit de biofa-
brication était manipulable pour une éventuelle utilisation cli-
nique. D’autres études seront nécessaires pour étudier l'impact
de la bioimpression sur la maintenance du volume du greffon
gingival.

La Microdrop® est une imprimante a jet d’encre capable
d'imprimer des cellules. Cependant, pour cette expérience, les
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contraintes en cisaillement exercées lors de l'éjection étaient
trop importantes et pouvaient affecter la viabilité cellulaire.
De plus, seules des solutions autour de 10°-10° cellules/mL
pouvaient étre utilisées au jet d’encre, et cette forte concen-
tration augmentait les risques d'obturation de lorifice de
laiguille [11]. Pour pallier ce probléme, les matrices étaient
imprimées sans cellules et ensemencées secondairement avec
le LAB. Cette technique permet d‘imprimer des solutions de 5-
10x107 cellules/mL [12]. Le laser a d’autres avantages comme
l'augmentation de la densité cellulaire (plusieurs passages), la
combinaison de différents types cellulaires et 'organisation
spatiale.

Les cellules D1 tdTomato issues du LAB ont été imprimées
sur des matrices en hydrogel du Microdrop®. Elles émettaient
une fluorescence rouge lorsque qu'elles étaient vivantes. Ces
cellules étaient colorées 72 heures aprés l'impression avec un
test de viabilité cellulaire a la calcéine. La longueur d’onde de
la tdTomato étant proche de U'homodimere-1 d'éthidium mar-
quant la mortalité cellulaire (dead), il n‘apparaissait pas judi-
cieux d'exploiter cette donnée de mortalité. Il aurait fallu faire
un test live/dead avec des cellules D1 non marquées pour défi-
nir la mortalité cellulaire post-impression a 24 et 72 heures.
L'approche traditionnelle en IT parodontale ne permet pas de
contréler l'ensemencement cellulaire au sein du matériau.
L'avantage du LAB était l'obtention d'une organisation cellu-
laire dans le substitut et la création de niches cellulaires
(concentration cellulaire importante en un point précis).

Enfin, la machoire de porc était choisie pour des raisons
de ressemblance tissulaire avec 'humain. La réhydratation de
la membrane a posé un probléme lors de l'impression. Lors de
l'éjection sur la membrane de collagéne, les gouttes s'étalaient
par « dilution ». Pour pallier ce défaut, deux solutions ont été
mises en place. Premiérement, la membrane, une fois hydratée
et posée sur la lame de verre, était légérement séchée. Deu-
xiémement, comme les gouttes étaient plus grosses sur la mem-
brane, l'espace entre les gouttes était augmenté. Une perte de
précision de la forme s'opérait lors de la découpe de la mem-
brane autour de l'impression. Nous n'avons pas réalisé de test
des produits « membrane-matrice-cellules », car l'opacité de la
membrane empéchait toute observation au microscope.

Conclusion

Cette étude a montré : (i) les conditions optimales d'uti-
lisation du Microdrop® avec des essais en DOD, (ii) qu‘il était
possible dimprimer des matrices en hydrogel sur mesure res-
pectant la morphologie souhaitée, (iii) que les cellules pou-
vaient tout a fait étre imprimées au LAB en restant viables
sur ces matrices en hydrogel et (iv) qu'il était possible d"impri-
mer des matrices sur une membrane collagénique préfabri-
quée, de les manier et de les suturer. D'autres études seront
nécessaires pour compléter cette étude préliminaire, comme
de tester et valider in vitro la survie cellulaire dans le matériau
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« membrane-hydrogel-cellules » et de confirmer cette approche
in vivo sur un modéle animal.
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