N

N

Role antibactérien des fibroblastes pulpaires:
implication du complément

Candice Caro

» To cite this version:

Candice Caro. Role antibactérien des fibroblastes pulpaires: implication du complément. Chirurgie.
2019. dumas-02096895

HAL Id: dumas-02096895
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02096895

Submitted on 11 Apr 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.

Distributed under a Creative Commons Attribution - NonCommercial - NoDerivatives 4.0
International License


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02096895
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://hal.archives-ouvertes.fr

ACADEMIE d’AIX-MARSEILLE

Role antibactérien des fibroblastes
pulpaires : implication du
Complément

THESE

Présentée et publiqguement soutenue devant la

Faculté d’Odontologie de Marseille
(Doyen : Monsieur le Professeur Jacques DEJoU)

Aix Marseille Université
(Président : Monsieur le Professeur Yvon BERLAND)

Le 8 février 2019

par

CARO Candice

née le 25 mars 1991
a MARSEILLE

Pour obtenir le Diplome d’Etat de Docteur en Chirurgie Dentaire

EXAMINATEURS DE LA THESE :

Président : Madame le Professeur C. TARDIEU
Assesseurs : Monsieur le Professeur I. ABOUT
Monsieur le Docteur P. LAURENT

Monsieur le Docteur T. GIRAUD






ACADEMIE d’AIX-MARSEILLE

Role antibactérien des fibroblastes
pulpaires : implication du
Complément

THESE

Présentée et publiqguement soutenue devant la

Faculté d’Odontologie de Marseille
(Doyen : Monsieur le Professeur Jacques DEJoU)

Aix Marseille Université
(Président : Monsieur le Professeur Yvon BERLAND)

Le 8 février 2019

par

CARO Candice

née le 25 mars 1991
a MARSEILLE

Pour obtenir le Diplome d’Etat de Docteur en Chirurgie Dentaire

EXAMINATEURS DE LA THESE :

Président : Madame le Professeur C. TARDIEU
Assesseurs : Monsieur le Professeur I. ABOUT
Monsieur le Docteur P. LAURENT

Monsieur le Docteur T.GIRAUD



Faculté
d’'Odontologie
+ Aix--Marseille Université

ADMINISTRATION

DOYENS HONORAIRES

DOYEN

VICE - DOYEN

CHARGE DES ENSEIGNEMENTS
DIRECTEUR DU DEPARTEMENT DE
FORMATION INITIALE

VICE - DOYEN

CHARGE DE LA RECHERCHE
DIRECTEUR DU DEPARTEMENT DE LA
RECHERCHE

DIRECTEUR DU DEPARTEMENT DE
FORMATION CONTINUE

CHARGES DE MISSION

RESPONSABLE DES SERVICES
ADMINISTRATIFS ET TECHNIQUES

PROFESSEUR EMERITE

Professeur
Professeur
Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Madame

Professeur

Mise & jour: octobre 2018

R. SANGIUOLO
H. ZATTARA
A. SALVADORI

J. DEJOU

J.D. ORTHLIEB

C. TARDIEU

V. MONNET-
CORTI

F. BUKIET
A. RASKIN

K. LEONI

0. HUE



LISTE DES ENSEIGNANTS

56éme SECTION :
DEVELOPPEMENT, CROISSANCE ET PREVENTION

56.01 ODONTOLOGIE PEDIATRIQUE ET ORTHOPEDIE DENTO-FACIALE

ODONTOLOGIE PEDIATRIQUE

Professeur

Maitre de Conférences
Maitre de Conférences
Maitre de Conférences
Maitre de Conférences

C. TARDIEU *
D. BANDON
I. BLANCHET
A. CAMOIN
A. CHAFAIE

ORTHOPEDIE DENTO-FACIALE

Maitre de Conférences
Maitre de Conférences
Maitre de Conférences
Maitre de Conférences

J. BOHAR

J. GAUBERT

M. LE GALL *

C. PHILIP-ALLIEZ

Assistant
Assistant

Assistant
Assistant
Assistant
Assistant
Assistant

H. AL AZAWI
V. MAGNAN

I. CAMBON
L. LEVY

R. MATTERA
C. MITTLER
A. PATRIS-
CHARRUET

56.02 PREVENTION - EPIDEMIOLOGIE - ECONOMIE DE LA SANTE - ODONTOLOGIE

LEGALE

Professeur
Professeur

B. FOTI *
D. TARDIVO

Assistant

A. PORTAL

57éme SECTION :
CHIRURGIE ORALE ; PARODONTOLOGIE ; BIOLOGIE ORALE

57.01 CHIRURGIE ORALE ; PARODONTOLOGIE ; BIOLOGIE ORALE

PARODONTOLOGIE
Professeur

V. MONNET-
CORTI *

Assistant

Assistant
Assistant

A. BOYER

C. DUMAS
V. MOLL

CHIRURGIE BUCCALE — PATHOLOGIE ET THERAPEUTIQUE - ANESTHESIOLOGIE —

REANIMATION

Maitre de Conférences
Maitre de Conférences
Maitre de Conférences
Maitre de Conférences

BIOLOGIE ORALE
Maitre de Conférences

D. BELLONI

F. CAMPANA

J. H. CATHERINE *
P. ROCHE-POGGI

P. LAURENT

Assistant
Assistant
Assistant

Assistant

E. QUINQUE

C. LE FOURNIS

* Responsable de la discipline




65eme SECTION : BIOLOGIE CELLULAIRE

Imad ABOUT *
(Responsable de la Biologie orale)

Professeur

58éme SECTION :
REHABILITATION ORALE

58.01 RESTAURATRICE, ENDODONTIE, PROTHESES, FONCTION-DYSFONTION,

IMAGERIE, BIOMATERIAUX
ODONTOLOGIE CONSERVATRICE, ENDODONTIE

Professeur F. BUKIET * Assistant
Professeur H. TASSERY Assistant
Maitre de Conférences G. ABOUDHARAM Assistant
Maitre de Conférences M. GUIVARC’H Assistant
Maitre de Conférences C. PIGNOLY Assistant
Maitre de Conférences L. POMMEL

Maitre de Conférences E. TERRER

PROTHESE

Professeur M. RUQUET * Assistant
Maitre de Conférences G. LABORDE Assistant
Maitre de Conférences M. LAURENT Assistant
Maitre de Conférences G. MAILLE Assistant
Maitre de Conférences B.E. PRECKEL Assistant
Maitre de Conférences G. STEPHAN Assistant
Maitre de Conférences P. TAVITIAN Assistant

Maitre de Conférences A. TOSELLO
Maitre de Conférences R. LAN
associé

SCIENCES ANATOMIQUES ET PHYSIOLOGIQUES
BIOMATERIAUX, BIOPHYSIQUE, RADIOLOGIE

Professeur J. DEJOU Assistant
Professeur J. D. ORTHLIEB *
Professeur A. RASKIN

Maitre de Conférences T.GIRAUD
Maitre de Conférences A. GIRAUDEAU
Maitre de Conférences B. JACQUOT
Maitre de Conférences J.P.RE

B. BALLESTER
H. DE BELENET
A. DEVICTOR
S. MANSOUR

L. MICHEL-
ROLLET

N.
CHAUDESAYGUES
M. DODDS

A. FERDANI

C. MENSE

A. REPETTO
A.SETTE

F. SILVESTRI

OCCLUSODONTOLOGIE,

M. JEANY

* Responsable de la discipline




Je remercie. ..

» Ma présidente du jury, le Professeur Corinne Tardieu, pour sa pédagogie et la
précision de ses enseignements, qui sont un socle précieux dans la pratique
quotidienne de 1’odontologie. J’ajouterai que j’admire sa rigueur ainsi que son
engagement a soigner et faciliter le soin des enfants quelle que soit leur
condition, mais également sa patience et sa capacité d’écoute et de conseil vis-
a-vis des étudiants en odontologie.



» Mon directeur de these, le Professeur Imad About, pour avoir accepté de me
suivre et m’épauler dans ce fascinant travail de thése, avec patience et
bienveillance, pour ses réponses toujours rapides, claires et pointues, a chacun
des questionnements ou chacune des difficultés que j’ai pu rencontrer, mais
également pour ses enseignements de tres grande qualité tout au long de mon
cursus, qui ont su me donner I’envie de réaliser une thése dans ce domaine.
J’ajouterai que je lui porte une tres grande estime, sur le plan professionnel mais
¢galement personnel. En plus d’étre un véritable exemple de sympathie et de
pédagogie, son parcours est a mes yeux une source d’inspiration.



* Le Docteur Patrick Laurent, pour sa bonne humeur, sa patience et sa
disponibilité tres appréciables au quotidien au contact des étudiants, pour
I’intérét qu’il porte a chacun d’entre eux, pour 1’aide qu’il n’hésite jamais a leur
apporter, mais également pour son expérience précieuse et ses enseignements,
qu’il partage avec une grande génerosité et une grande précision.



* Le Docteur Thomas Giraud, pour 1’aide qu’il a pu me fournir tout au long de
mon parcours, tant au niveau clinique que dans la rédaction de ma these, pour sa
disponibilité, sa compréhension et son implication au quotidien dans
I’accompagnement des étudiants.



Sommaire

PREAMBULLE ...ttt ettt b e enbe e an e e nne e nneenneas 1
l. LESIONS CARIEUSES ET BACTERIES CARIOGENES ... 3
A. Processus d’une I€Sion CaArieuse ..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiie e 3
B. LS DaCteries CAriOgENES ........cccviiiieieieieies ettt sttt nrenne e 5
1. LES DEFENSES. ... ..ottt 6
A. Les Toll-Like Receptors au niveau des odontoblastes et la dentine réactionnelle....... 6
B. Les cellules immunitaires et la phagocytose des bactéries cariogenes dans la pulpe..9
I1l. LE ROLE DES FIBROBLASTES DANS LA LESION CARIEUSE..................... 10
A. Les fibroblastes pulpaires sécrétent les protéines du Complément............c.ccccoeveneee. 10
B. Le complexe d’attaque membranaire ...................ccoooiiiiiiiiiiiene e 11
O I T PR P PPV PRPPRTPRRS 13
IV. LEC3BET LAPHAGOCYTOSE ......cooiiieie e 13
AL LA PRAGOCYTOSE ...ttt bbb 13
B. L& C3D, UNE OPSONINE ....c.uiiiii ettt ettt et a bt e e beesnaeenreesnaeens 17
V. PROBLEMATIQUE ...ttt 18
VI. PROTOCOLE EXPERIMENTAL ...ttt 18
A. Isolement et culture des fibroblastes hUMAINS ..o, 18
B. Stimulation des fibroblastes au LTA ......coooiiiiiiiieecee s 19



C. Activation du Complément et quantification de C3b ..........cccecvevviiivicic i 19

D. Culture des bactéries cariogénes Streptococcus mutans et Streptococcus sanguis..... 20
E. Fixation de C3b sur les bactéries CariOgeNES.........covevueiieieeiesie e 20
F.  ANAIYSE STALISLIQUE ..o.vecveeiecie ettt ettt be et esaa s 20
VI RESULTATS ettt ettt st sttt e b ne e nae e 21

A. Caractérisation des fibroblastes pulpaires : La protéine FSP sur les cellules triées 21
B. Production du C3b par les fibroblastes pulpaires ...........cccccoveiiiniinicniecce e, 23

C. Opsonisation de S. mutans et S. sanguis par le C3b.........ccccooeiiiiiiii i, 25

VIIl. DISCUSSION ET CONCLUSION SUR L’IMPLICATION ANTI-CARIOGENE
DES FIBROBLASTES, PERSPECTIVES ..., 27

IX.,  BIBLIOGRAPHIE ... 29



Table des illustrations

FIGURE 1 : ORGANISATION DE LA COUCHE D’ODONTOBLASTES.................... 6
FIGURE 2 : FORMATION DU COMPLEXE D'ATTAQUE MEMBRANAIRE........... 12
FIGURE 3 : OPSONISATION ET PHAGOCYTOSE. ..o 17

FIGURE 4 : CELLULES PULPAIRES SE DETACHANT DE L’EXPLANT
PULPAIRE ..o 21

FIGURE 5 : MULTIPLICATION DES CELLULES PULPAIRES, APRES
PLUSIEURS JOURS. ...ttt 21

FIGURE 6 : DETECTION DE LA PROTEINE FSP SUR LES FIBROBLASTES
PULPAIRES. ... e 21

FIGURE 7 : FIBROBLASTES TRIES, CULTIVES EN MILIEU MEM FULL. ........... 23

FIGURE 8 : SECRETION DE C3B PAR LES FIBROBLASTES A5 HEURES ET 24
HEURES EN COMPARAISON AVEC UN MILIEU TEMOIN. * TEMOIGNE DE
DEUX RESULTATS SIGNIFICATIVEMENT DIFFERENTS (P < 0.05). .cccoceovvivinne. 24

FIGURE 9 : FIXATION DU C3B PRODUIT PAR LES FIBROBLASTES PULPAIRES
SUR S. MUTANS ET S. SANGUIS. ..o 25


file:///C:/Users/c/Desktop/Thèse%20corrigée%20terminée(1).docx%23_Toc3141377
file:///C:/Users/c/Desktop/Thèse%20corrigée%20terminée(1).docx%23_Toc3141377

Préeambule

Le tissu pulpaire a une architecture conformationnelle particuliére. Etant donné que la
pulpe est située dans un environnement inextensible, I'équilibre entre les signaux
inflammatoires et de régénération est crucial dans le processus de régénération.
L’inflammation précéde la régénération. Si la réponse inflammatoire est trop importante et
incontrélée, 1’équilibre permettant d’accéder a la régénération n’est pas trouvé et la pulpe
évolue vers une nécrose. Des mécanismes mis en place par I’inflammation vont permettre de
controler et d’arréter la progression carieuse. Puis, les odontoblastes détruits au niveau de la
Iésion carieuse sont remplacés par des odontoblastes de nouvelle génération, différenciés a
partir de cellules souches pulpaires. Ces odontoblastes nouvellement différenciés sécretent

alors une dentine réparatrice qui s’interpose entre les bactéries et le complexe pulpaire.

Le systeme du Complément joue un role clé a la fois dans I’inflammation et dans la
régenération. Les fibroblastes représentent la population cellulaire la plus abondante dans la
pulpe dentaire et il est connu depuis peu qu’ils synthétisent tous les composants du
Complément (Chmilewsky et al. 2014). Le C3a et le C5a exercent une action majeure au
cours de la régénération pulpaire. Le C5a guide le recrutement des cellules souches, et le C3a
entraine la prolifération des fibroblastes et des cellules souches (Chmilewsky et al. 2013;
Rufas et al. 2016). Dans I’inflammation, les anaphylatoxines C3a et C5a jouent, la encore, un
role majeur. Grace a leurs récepteurs respectifs, C3aR et C5aR, ils permettent tous deux une
vasodilatation et augmentent la perméabilité vasculaire, les deux permettant aux cellules de
I’immunité d’arriver sur le site 1ésé. 1ls exercent également tous deux un chimiotactisme vis-
a-vis des cellules phagocytaires et permettent leur arrivée rapide sur le site infecté. Les
fibroblastes produisent aussi tous les composants du complexe d’attaque membranaire (CAM)
et permettent la lyse bactérienne.

L’objectif de ce travail de thése a été de définir de maniere plus précise le role joué
par les fibroblastes pulpaires dans le contexte de la lutte antibactérienne lors de lésions
carieuses et la place de la protéine du Complément C3b dans ce processus. En effet la
protéine du Complément C3b, produite notamment par le foie, a la capacité de se fixer aux
pathogenes et ainsi d’augmenter leur destruction par les cellules immunitaires par un
processus appelé la phagocytose. Nous avons donc étudié la synthése de la protéine C3b par

les fibroblastes pulpaires et sa capacité a se fixer et a opsoniser les bactéries cariogenes en vue



de les rendre plus susceptibles a la phagocytose par les macrophages recrutés dans la pulpe

lors d’une lésion carieuse.



I.  Lésions carieuses et bactéries cariogenes

A. Processus d’une lésion carieuse

La carie est qualifiée par I’Organisation Mondiale de la Santé de « troisiéme fléau
mondial » et elle est la pathologie chronique la plus répandue, a tout age, dans le monde. Il
s’agit d’'une maladie dont 1’étiologie principale est les bactéries dites cariogenes. Cette
pathologie multifactorielle, est caractérisée par la destruction localisée des tissus dentaires
sous I’action des microorganismes. Cette destruction est en réalit¢ un processus de
déminéralisation des tissus dentaires, et est réversible durant ses stades initiaux (Botelho et al.
2016).

L’organe dentaire peut étre divisé en deux parties, la couronne visible et les racines
permettant son ancrage dans 1’0s. Au niveau coronaire, on va pouvoir distinguer trois tissus

principaux, 1’émail, la dentine et la pulpe dentaire.

L’email, d’origine épithéliale, est le tissu le plus minéralisé de 1’organisme. Il a une
structure prismatique créée par un réseau de cristaux d’hydroxyapatite, qui constituent 96 %
de son poids. Lors de I’éruption, la surface amélaire est poreuse et au contact du milieu
buccal, elle subit une maturation dépendante du pH et des ions minéraux (calcium et
phosphate) présents dans les fluides buccaux. On observe alors une succession de cycles de
déminéralisation et de reminéralisation qui aboutissent, dans des conditions normales, & une
diminution de la porosité et des irrégularités de surface. Une fois la maturité amélaire atteinte,

les échanges se poursuivent tout au long de la vie entre la salive et I’émail.

La dentine est le tissu majoritaire de 1’organe dentaire (présent également au niveau
radiculaire), elle est de type organo-minéral. La partie minérale (70%) est majoritairement
constituée de phosphates de calcium et d’hydroxyapatite. La partie organique (20%) est
constituée de collagene (types I, I11, V), de phosphoprotéines, de protéoglycanes et de facteurs
de croissance (Goldberg et al. 2011). La dentine est sécrétée par les odontoblastes situés au
niveau pulpaire au contact de la prédentine, et dont les prolongements se poursuivent dans les
tubulis dentinaires. Ces cellules, post-mitotiques, vont sécréter de la dentine de maniére
physiologique et, en cas d’agression, une dentine dite tertiaire afin de protéger le complexe

pulpaire sous-jacent.



La salive humaine est un veéritable écosysteme comportant des interactions entre les
milieux biotiques (organismes) et abiotiques (élements physiques et biochimiques)
(Humphrey and Williamson 2001).

Les bactéries vont s’organiser en biofilm, sur les surfaces dentaires (plaque dentaire).
En réalité cette organisation s’initie par la formation de la plaque exogéne acquise, d’origine
salivaire, acellulaire, sur laquelle les différentes espéces bactériennes vont pouvoir
s’organiser. Le point de départ du processus carieux est la bascule de 1’équilibre
microbiologique sous I’influence de facteurs de risques tels que les comportements
alimentaires (apport de sucres excessifs), une exposition trop ou trop peu importante au fluor,
ou une hygiene insuffisante. A partir de la fermentation des sucres, certaines bactéries vont
syntheétiser des acides capables de déminéraliser les tissus dentaires. Ceci entraine, au niveau
amélaire, un élargissement des espaces inter-cristallins et une dissolution des cristaux
d’hydroxyapatite. Si rien n’est fait dans les premiers stades, la carie continue son avancee, au
niveau dentinaire, par phénomeéne de cavitation et devient alors irréversible, nécessitant des
procédures de soins restaurateurs. L’avancée du processus carieux entraine une inflammation
au niveau pulpaire, elle aussi réversible dans un premier temps, puis irréversible et empéchant
la conservation de la vitalité de la dent. En effet, les vaisseaux pulpaires a I’intérieur des
canaux radiculaires et de la chambre pulpaire se dilatent et 1’augmentation du flux sanguin
intra-canalaire entraine une surpression, qui entraine la destruction des tissus pulpaires et la

nécrose.

Cependant, un potentiel important de régénération de 1’organe dentaire est présent,
notamment consécutivement a la déminéralisation permettant la libération de molécules
bioactives au niveau dentinaire. Lors de Iésions carieuses modérées affectant la dentine,
I'activité sécrétoire des odontoblastes est stimulée pour élaborer localement et rapidement une
couche de dentine tertiaire réactionnelle protectrice en regard du front de progression carieux.
En cas de progression plus importante et rapide, les odontoblastes sous-jacents vont étre
détruits et ne pourront synthétiser cette dentine réactionnelle. Dans ces conditions, les cellules
progénitrices présentes au niveau de la pulpe sont activées et migrent vers le site de la
blessure, ou, aprés différenciation en cellules « odontoblast-like », pourront régénérer une

couche protectrice de dentine, qualifiée cette fois-ci de réparatrice.



B. Les bactéries cariogenes

Les couronnes des dents humaines, une fois 1’éruption faite, sont couvertes par une
communauté microbienne symbiotique, principalement composée de bactéries a Gram-positif,
normalement non pathogenes pour la dent. Ces communautés adherent, sous forme de
biofilms, a la surface hautement minéralisée de 1’email. Celui-ci constitue une barriere
imperméable aux microorganismes et protége la dentine minéralisée sous-jacente, et la pulpe
dentaire, tissu conjonctif situé au centre de la dent. Cependant, dans un environnement riche
en sucre, des populations spécifiques de bactéries issues de cette communauté libérent des
acides qui progressivement déminéralisent 1’émail. Ceci conduit & une Iésion carieuse,
caractérisée par une cavité dans laquelle les bactéries cariogenes proliferent et liberent des

acides, creusant petit-a-petit la lésion.

Quand la barriere amélaire est rompue, la dentine est alors dégradée par les bactéries a
Gram-positif, incluant les streptocoques, les lactobacilles et les actinomycetes, qui dominent
largement la microflore carieuse. La prolifération et [D’activité métabolique de ces
microorganismes conduit a la diffusion de composants bactériens a I’intérieur des tubulis

dentinaires, jusqu’a atteindre la pulpe périphérique (Gao et al. 2016).

Comme nous 1’avons vu, différentes especes bactériennes interviennent dans la lésion
carieuse. La carie des sillons des faces occlusales révele une plaque généralement dominée
par Streptococcus mutans, avec la présence de Streptococcus sanguis et de lactobacilles, tels
que Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei et Lactobacillus salivarius. Les
lactobacilles, S. mutans et Aactinomyces viscosus sont présents dans les lésions de subsurface
(Botelho et al. 2016).

Le rdle des actinomycetes n’est pas clairement défini. En effet, ils sont ubiquitaires et
leur nombre varie peu entre sites sains et sites cariés. Il semblerait qu’avec 1’apparition de la
carie, le nombre de A.naeslundii diminue, alors que celui de A. viscosus augmente. Apres
cavitation, s’effectue une sélection bactérienne trés rapide, de 1’ordre de 4 semaines : le
nombre de Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei augmente, passant de 1 a 5 %, et
la proportion de S. mutans diminue. Lorsque la carie atteint la dentine, la proportion
d’actinomycétes et de lactobacilles augmente fortement jusqu'a égaler celle des streptocoques.
Les lactobacilles sont en contact avec la dentine, alors que les streptocoques restent a

distance, du c6té salivaire. Des études anciennes montraient que A. naeslundii et A. viscosus



étaient les agents étiologiques de la carie radiculaire. Il est clairement établi que les
lactobacilles, ainsi que S. mutans et S. sanguis sont les micro-organismes prédominants dans

ces lésions (Gao et al. 2016).

Il. Les défenses

A. Les Toll-Like Receptors au niveau des odontoblastes et la dentine
réactionnelle

Les odontoblastes sont localisés au niveau de I’interface pulpe-dentine, et étendent
leurs prolongements cellulaires dans les tubulis dentinaires. En cas d’attaque, ce sont les
premiéres cellules a étre en contact avec les micro-organismes ou leurs produits, qui pénétrent

facilement a travers 1’émail et la dentine (Figure 1).

Dentine

Figure 1 : Organisation de la couche d’odontoblastes.
Source : Bulletin de I'Académie nationale de chirurgie dentaire, (Maurin 2007)

Il a été montré que les odontoblastes sécretent des peptides antimicrobiens tels que les
B-défensines, notamment hBD-1 et hBD-2 (Dommisch et al. 2005). Ils se comportent
également comme une barriere impermeéable et ont des fonctions immunitaires innéees
similaires a celles de 1’épithélium oral. Ils sont aussi étroitement associés avec les cellules
dendritiques et les lymphocytes T, qui sont des cellules pouvant répondre au facteur de
croissance TGF-B1, libéré en cas de caries ou de blessures, lors de la destruction de la dentine
(Botelho et al. 2016).


http://www.academiedentaire.fr/publications
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Ils peuvent egalement induire, in vivo, un chimiotactisme vis-a-vis des neutrophiles,
par I’intermédiaire de I’interleukine-8 (IL-8), sécrétée en réponse aux lipopolysaccharides
(LPS) bactériens (Durand et al. 2006).

De nombreuses études réalisées ces dix derniéres années ont montré que les
odontoblastes sont capables de détecter les microorganismes issus de la cavité orale qui
envahissent les tissus minéralisés. Les odontoblastes sont impliqués dans ce combat contre
I’invasion d’agents bactériens et activent différents acteurs de I’immunité pulpaire. Ils se
mobilisent contre cette attaque en construisant leur propre arsenal antibactérien (défensines et
oxyde nitrique) et en envoyant des messages moléculaires (chemokines et cytokines) dans la
pulpe pour alerter les cellules immunitaires capable de détruire ses microorganismes (Yumoto
et al. 2018). Ceci est possible grace a la reconnaissance des agents pathogénes par les cellules
pulpaires. De maniére générale, une telle reconnaissance intervient a travers la détection des
structures moléculaires commune, ¢’est-a-dire partagees par tous les agents pathogenes. Ces
structures sont regroupées sous le terme «Pathogen Associated Molecular Patterns»
(PAMPS) et sont detectées par un nombre limité de récepteurs cellulaire, nommés « Pathogen

recognition receptors » (PRRs).

Une classe importante des PRRs est représentée par la famille des Toll-Like Receptors
(TLR), qui est cruciale pour le déclenchement de la phase effectrice de la réponse immunitaire
innée. En culture, il a été démontré que les odontoblastes produisent de nombreux facteurs
pro-inflammatoires, tels que les B-défensines 1, 2 et 3 et I’interleukine 8, et expriment des
TLR, dont TLR2 et TLR4 (Farges et al. 2015). De plus, il a été montré que 1’expression de
ces marqueurs est régulée de maniere différentielle par les ligands apparentés a TLR2 et
TLR4. TLR2 et TLR4, sont respectivement impliqués dans la détection de bactéries Gram-
positif et Gram-négatif. Ils ont été retrouvés dans la membrane des cellules odontoblastiques
dans la pulpe saine, et entrainent une réponse différente aux bactéries Gram-positif et Gram-
négatif, ce qui indique que les odontoblastes sont équipés pour reconnaitre ces pathogenes
lorsqu’ils diffusent a travers les tubulis dentinaires lors de I’infection carieuse. Il a été montré
que TLR2 est présent en plus grand nombre sur les odontoblastes présents sous des lésions
carieuses que sur les odontoblastes sous la dentine saine, ce qui suggére que ces cellules ne
sont pas seulement adaptées a la reconnaissance des bactéries a Gram-positif mais aussi

capables d’amplifier leur réponse a ces agents pathogenes (Yumoto et al. 2018).

Une des principales conséquences de 1’activation des TLR est la régulation positive
des effecteurs de I’immunité innée, incluant les agents antimicrobiens, les cytokines pro-
inflammatoires, et les chimiokines qui recrutent et activent les cellules immunitaires
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résidentes au niveau tissulaire et les cellules inflammatoires/immunitaires de la circulation

sanguine (Keller et al. 2010).

L’activation de TLR4 par les LPS induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,
IL-1B, et TNF-a dans les cultures correspondantes, mais 1’activation de TLR2 par son
agoniste, un lipopeptide triacétylé nommé Pam3CSK4, diminue ces marqueurs
inflammatoires (Veerayutthwilai et al. 2007). Les réponses a 1’agoniste de TLR2,
contrairement a 1’agoniste de TLR4, indique que TLR2 peut servir de médiateur dans
I’immunotolérance innée au niveau de la dent, tandis que 1’activation de TLR4 par les
bactéries a Gram-négatif initie les réponses inflammatoires. Le réle de I’immunotolérance est
certainement d’empécher les dommages tissulaires, notamment au niveau de la pulpe,
entrainés par une inflammation importante due a une réaction forte aux bactéries Gram-
positif, lors de caries précoces. A I’inverse, TLR4 peut entrainer une réaction excessive en
réaction aux bactéries Gram-négatif, lors de lésions carieuses, conduisant a une réaction
inflammatoire incontr6lée et des dommages irréversibles a la pulpe et aux tissus péri-

radiculaires (Papp et al. 2016).

Les médiateurs de I’inflammation peuvent éliminer les infections bactériennes a un
stade precoce et bloquent cette progression lorsqu’ils sont accompagnés par la formation de
dentine a D’interface pulpo-dentinaire. Une cessation rapide de 1’inflammation permet la
guérison compléte de la pulpe avec la formation d’une barriére, soit de dentine réactionnelle
sécrétée par les odontoblastes survivants initiaux, soit de dentine réparatrice, sécrétée par les

odontoblastes nouvellement différentiés.

La néoformation de dentine protege la pulpe sous-jacente de I’infection dentinaire
et/ou du biomatériau de restauration coronaire, réduisant le risque d’irritation permanente par
des agents extérieurs bactériens ou chimiques. Plus la formation de dentine
réactionnelle/réparatrice est rapide, plus la guérison de la pulpe est rapide, et plus vite la santé
de la dent est rétablie. Ceci dépend des agents moléculaires et cellulaires en mesure d’amortir
les événements immunitaires et inflammatoires au sein de la pulpe dentaire et de favoriser le
retour rapide a 1’homéostasie tissulaire, une fois 1’infection bactérienne résolue. Ces agents
contribuent a empécher 1’évolution de I’inflammation de la pulpe vers un état chronique

(Farges et al. 2015).



B. Les cellules immunitaires et la phagocytose des bactéries cariogenes
dans la pulpe

Comme les tissus périphériques tels que la peau, le tractus gastro-intestinal et les
poumons, la pulpe dentaire saine contient des leucocytes sentinelles, qui sont biologiquement
en mesure de détecter et de répondre a 1’environnement local, incluant les macrophages, les

cellules dendritiques (DCs) et les lymphocytes T (LT).

Les leucocytes, dans un tissu sain, prennent en charge I’immunosurveillance, ¢’est-a-
dire qu’ils réalisent un échantillonnage continuel de leur environnement, afin de détecter les
éventuels microorganismes envahissant 1’hote. Leur nombre augmente de manicre
significative lorsque des pathogeénes sont détectés, en raison de 1’augmentation du processus

inflammatoire.

Les neutrophiles sont initialement recrutés vers les tissus inflammatoires pour
phagocyter et détruire les microorganismes. Par la suite, cette réponse est suivie par celle des
monocytes, qui se différencient en macrophages. Les neutrophiles et les macrophages
s’infiltrent progressivement dans le tissu pulpaire au fur et a mesure que la lésion carieuse

progresse (Rutkowski et al. 2010).

Les macrophages sont capables de phagocyter les bactéries et d’activer les cellules
déclenchant une réponse immunitaire adaptative, qui intervient en association avec les DCs.
Dans la pulpe, les DCs sont initialement présents a un stade immature et elles sont attirées par
les chemokines dérivées des odontoblastes vers le site de I’infection, ou ils capturent les
antigénes bactériens qui diffusent a travers les tubulis dentinaires. La capture d’antigénes
déclenche ’activation et la maturation progressive des DCs, qui peuvent par la suite migrer
vers les ganglions lymphatiques, ou ils présentent les antigénes et activent les LT CD4+ naifs
(Farges et al. 2015).

Les DCs activés sécretent un groupe de cytokines qui influencent la réponse
immunitaire innée et adaptative, et qui sont considérés comme des régulateurs clés de la
défense tissulaire contre l’infection. Les LT CD4+ naifs, lorsqu’ils sont activés, se
différencient en effecteurs CD4+ qui sont classiquement assignés pour prendre des fonctions
specifiques dans la réponse immunitaire, incluant la régulation des cellules médiatrices de
I’immunité, I’inflammation et la protection contre les pathogénes intracellulaires (Rutkowski

et al. 2010).



Il a été montré que les LT CD8+ cytotoxiques représentent environ 21 % du nombre
total de leucocytes, les LT CD4+ environ 11 %, et les DCs environ 4%. Il a été observé qu’il
y a une accumulation progressive et seéquentielle de CD4+ et de CD8+ dans la pulpe
inflammatoire, cette accumulation apparaissant en paralléle avec 1’augmentation de la

profondeur de la Iésion dentinaire (Uribe-Querol and Rosales 2017).

Les cellules natural killers (NK) sont également bien connues comme faisant partie de
systéme immunitaire inné. Il a été montré qu’ils possedent également les caracteristiques de la
réponse immunitaire adaptative. Les NK représentent environ 2,5 % des leucocytes dans la

pulpe dentaire humaine saine.

Enfin, un nombre relativement petit de lymphocytes B est présent dans la pulpe saine,

et leur nombre augmente significativement lors d’une pulpite et de la progression carieuse

(Farges et al. 2015).

Dans le but d’éviter des dommages irréversibles au tissu pulpaire, la réponse
immunitaire complexe doit étre contrélée pour permettre aux médiateurs de I’inflammation la
destruction des pathogénes sans dommage pour les tissus de 1’héte. Les cellules régulatrices

jouent un role majeur dans ce processus.

I11. Le role des fibroblastes dans la Iésion carieuse

A. Les fibroblastes pulpaires sécrétent les protéines du Complément

Le systeme du complément est une cascade de protéines qui a été décrite pour la
premiére fois au 19°™ siécle. Ce systéme du complément chez les vertébrés supérieurs est
constitué de pres de 60 protéines circulantes et membranaires. Les composants plasmatiques
font partie des cascades protéolytiques et fonctionnent pour protéger 1’hdte des microbes,
enlévent les débris et semblent impliqués dans la survie cellulaire (Lubbers et al. 2017). I
s’agit un systéme de surveillance plasmique rapide et efficace qui contréle les infections et les
blessures tissulaires. Le Complément joue un r6le majeur dans la réponse inflammatoire lors
de telles lesions. Il est rapidement activé par trois principales voies enzymatiques, la voie
classique, la voie de la lectine, et des voies alternatives, qui convergent vers une voie
terminale qui amene a la déposition du complexe d’attaque membranaire (MAC)/C5b-9 sur

les surfaces des pathogenes.
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L’activation du Complément peut étre induite par une infection bactérienne, la
présence de cellules apoptotiques et nécrotiques, ou la modification des surfaces par un
biomatériau. C’est le cas lors de lésions carieuses ou traumatiques et des procédures de

coiffage pulpaire.

Dés 1900, Ehrlich et Morgenroth suggérent que le Complément est synthétisé dans le
foie, et récemment, il a été établi que le foie est la principale source de plusieurs composants
sériques du Complément, comme réveélé par des études menées chez des patients transplantés
du foie (Alper et al. 1969; Torisu et al. 1972), par des études menées in vitro avec des foies
humains (Colten 1972). Il est la source d'au moins 90% du C3, C6, C8 et du facteur B
contenus dans le sérum. (Morris et al. 1982). Le foie est donc le site primaire de la synthése

des protéines circulantes du Complément (excepté pour C1q, C7, et le facteur D).

Par ailleurs, les protéines du Complément sont synthétisées par de nombreuses
cellules, inflammatoires et non inflammatoires. La biosynthese des protéines du Complément
est sous contrdle génétique, et soumise a une régulation par différentes cytokines et
hormones. Un large éventail de protéines solubles du systtme du complément semble étre
sécrété par une variété d’organes, tissus, et cellules, constitutivement ou en réponse a
différents stimulis. Cette synthése extra-hépatique, qui génére une réserve basale et locale de
molécules du Complément, représente une contribution significative a la réaction

inflammatoire tissulaire locale.

Les fibroblastes pulpaires humains sont les premieres cellules non immunitaires
capables de synthétiser toutes les protéines du Complément (Chmilewsky et al. 2014). Cette
étude démontre que les fibroblastes pulpaires humains, stimulés par 1’acide lipotéichoique
(LTA), synthétisent toutes les protéines du Complément, aboutissant notamment a la
formation d’un complexe d’attaque membranaire cytolytique et le relargage du fragment C5a
actif (Chmilewsky et al. 2015). Le LTA est un composant complexe de la paroi bactérienne
des bactéries a Gram-positif, son ajout permet de mimer une infection bactérienne. Cela
signifie que les fibroblastes sécretent les protéines du Complément lors d’une Iésion carieuse,

qui sont directement disponibles pour réagir rapidement contre 1’infection.

B. Le complexe d’attaque membranaire

L’activation de la voie terminale du Complément aboutit a la formation du complexe

d’attaque membranaire (CAM), un pore lytique qui s’insére dans les bicouches lipidiques et
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qui entraine la lyse bactérienne. Ce pore mesure environ 10 nm de diamétre et est assemblé a
partir de cinqg protéines du Complément : C5b, C6, C7, C8 et C9. La formation du CAM est
une réaction séquentielle. Le processus est initié par le clivage protéolytique irréversible de
C5 en deux composants (C5a et C5b) par la C5 convertase. C5a agit comme une
anaphylatoxine pro-inflammatoire, tandis que C5b sert d’échafaudage pour la formation du
CAM. C6 se lie a C5b pour produire C5b6, un intermédiaire stable et soluble. Ensuite, C7 se
lie a son tour et I’ensemble devient a nouveau lipophile. C8 se lie alors a ce précurseur ainsi
qu’a la membrane, devenant le premier composant a traverser la bicouche lipidique. Enfin,
entre 12 et 19 exemplaires de C9 se joignent a 1’assemblage pour former le CAM, qui est

alors en forme d’anneau (Figure 2) (Bubeck 2014).
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Figure 2 : Formation du complexe d'attaque membranaire.
Source: (Andrade et al. 2017)
La formation du pore membranaire et la lyse cellulaire qui en découle est inhibée par
le CD59, un récepteur glycosylphosphatidylinositol ancré a la surface des cellules, qui se lie a
C8 et C9. 1l agit spécifiquement en bloquant I’incorporation de C9 dans le CAM. Durant
I’activation de la voie terminale, CD59 protége les cellules hotes de dommages tissulaires

injustifiés.
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Le travail expérimental réalisé sur les fibroblastes pulpaires a démontré, qu’apres
stimulation par le LTA des bactéries a Gram-positif, le CAM produit par les fibroblastes
pulpaires s’assemble et se fixe sur S. mutans et S. sanguis entrainant leur lyse. Cette fixation a
été démontrée dans un systéeme de co-culture de fibroblastes pulpaires avec des bactéries

cariogénes (Jeanneau et al. 2015).

C. Le Cha

Durant le processus inflammatoire, C5a induit la vasodilatation des vaisseaux et le
recrutement par chimiotactisme des leucocytes exprimant C5aR. Ces cellules migrent en
suivant un gradient de concentration en C5a jusqu’au site inflammatoire. C5a induit d'autres
effets divers, tels que la sécrétion d'amines vasoactifs et l'augmentation de la perméabilite

vasculaire, afin de faciliter la migration extravasculaire des cellules (Cruvinel et al. 2010).

IV. Le C3b et la phagocytose

A. La phagocytose

La phagocytose est un mécanisme de I’'immunité innée permettant 1’élimination des
éléments pathogeénes. 1l s’agit d’un mécanisme de défense contre les pathogénes, mais qui
permet également, dans les organismes pluricellulaires, d’éliminer les cellules apoptotiques et

de maintenir 1’homéostasie tissulaire.

Des cellules, appelées phagocytes, migrent vers le site infectieux et reconnaissent les
pathogenes a 1’aide d’un systéme ligand/récepteur. Il s’agit de la premiére étape de la
phagocytose : la reconnaissance du pathogene. La cellule phagocytaire va alors ingérer

I’¢lément reconnu comme pathogene grace a I’émission de pseudopodes.

Il existe 3 grands systemes de reconnaissance du pathogéne par la cellule
phagocytaire. Il y a la voie PAMP/PRR, la voie C3b/CR1 médié par le systeme du
complément et la voie Anticorps/Recepteur Fc medié par des anticorps reconnaissant
spécifiguement un antigéne a la surface du pathogene. Ces récepteurs déclenchent alors une

cascade de signalisation qui induit la phagocytose. Ces récepteurs des phagocytes peuvent
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étre divisés en deux sous-ensembles : les récepteurs opsoniques (CR1 et Fc récepteur) et non-
opsoniques (PRR). Les récepteurs non-opsoniques peuvent directement identifier les PAMPs
sur la surface des micro-organismes. Les récepteurs osponiques, eux, se lient a des molécules
produites par 1’hdte appelées opsonines qui sont soit la proteine du complément C3b soit des
anticorps (Uribe-Querol and Rosales 2017). La présence d’opsonines permet d’augmenter la

phagocytose.

Aprés que les récepteurs du phagocyte aient repéré un microorganisme, des
événements de signalisation sont déclenchés pour initier la phagocytose. D’importants
changements interviennent, remodelant la membrane, et le cytosquelette d’actine se
développe pour aboutir a la formation de pseudopodes, qui couvrent le microorganisme. Les
lipides s’associent et se dissocient de la membrane des phagosomes de maniére ordonnée, et
les GTPases Rho et Rac, qui sont d’importants régulateurs du cytosquelette d’actine, sont
activés et recrutés a la formation du phagosome. Lors du contact avec 1’agent pathogéne, une
dépression de la membrane, appelée la coupe phagocytaire, est formée. Ensuite, la
polymérisation de 1’actine permet la formation de pseudopodes qui entourent le
microorganisme cible. En quelques minutes les saillies de la membrane fusionnent a

I’extrémité distale pour sceller le nouveau phagosome (Uribe-Querol and Rosales 2017).

Le nouveau phagosome change rapidement la composition de sa membrane et son
contenu, pour devenir une vacuole microbiocide, le phagolysosome. Ce processus est appelé

maturation du phagosome.

La caractéristique la plus distincte des phagolysosomes est leur faible pH. Au cours du
processus de maturation, la membrane du phagosome accumule de plus en plus de molécules
actives composant 1’ATPase de type V. Le complexe moléculaire que constitue cette V-
ATPase crée un gradient de protons en utilisant de 1’adénosine triphosphate (ATP)
cytosolique comme source d’énergie. En effet, la V-ATPase effectue une translocation des
protons extérieurs vers la lumiére des phagosomes. Le faible pH du phagosome crée un
environnement défavorable pour la plupart des microorganismes. L’acidité perturbe le
métabolisme normal de beaucoup de bactéries et de champignons, et empéche I’utilisation de
plusieurs éléments nutritifs microbiens. De plus, ce pH faible est nécessaire pour 1’activation

de nombreuses enzymes hydrolytiques, qui vont alors pouvoir dégrader le pathogene ingére.

La V-ATPase favorise également la génération de superoxyde (O2), et combine 1’0y’
obtenu avec du H* pour former d’autres espéces réactives de 1’oxygéne (ROS). Ces ROS sont

concentrés dans le phagolysosome et participent a la destruction des microorganismes. La
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production de ROS est réalisée par la NADPH oxydase (NOX 2) sur la membrane méme des
phagosomes. NOX 2 transfére des électrons du nicotinamide adénine dinucleotide
triphosphate (NADPH) cytosolique a 1’oxygeéne moléculaire pour générer de 1’O2™ dans le
phagosome. Dans les conditions acides du phagosome, 1’0" se transforme rapidement en
H>02, qui peut alors produire des radicaux libres hydroxylés (OH") par la réaction de Fenton,
catalysée par le fer libéré par certaines protéines du phagosome. En outre, la myéloperoxydase
est une enzyme présente dans le phagosome, pouvant transformer H>O, en acide
hypochloreux et chloramines. Oz  peut également réagir avec 1’acide nitrique (NO) pour
former le peroxynitrite (ONOQO), qui est hautement réactif. Les differentes formes de ROS
sont ensemble des agents antimicrobiens efficaces car ils endommagent les protéines, les

lipides et I’ADN des microrganismes dans le phagosome (Kissing et al. 2017).

En plus de ce pH inhospitalier pour les agents pathogenes et des conditions oxydatives
leur nuisant, le phagosome fusionne avec les lysosomes de la cellule, contenant des enzymes
digestives. Une série d’enzymes et de peptides sont alors libérés dans le phagosome pour
inhiber la croissance des microorganismes, qui peut étre limitée en réduisant la quantité de
nutriments essentiels a 1’intérieur du phagosome. Ces ¢léments nutritifs sont ¢liminés du
phagosome par des molécules de capture relachées dans le phagosome ou par des
transporteurs présents sur la membrane du phagosome. Plusieurs facteurs interviennent
également, tels que les enzymes, des peptides antimicrobiens, des protéases et des granules
microbiocides. Les enzymes et peptides libérés dans le phagolysosome ont des effets
antimicrobiens puissants. 1ls détruisent les différentes composantes de la cellule microbienne.
Les peptides antimicrobiens sont petits (< 10 KDa), cationiques et amphipathiques. Dans les
phagocytes, ces peptides sont majoritairement représentés par les défensines et les

cathelicidines.

Les défensines sont subdivisées en deux catégories, les a et les B défensines, et sont
stockées dans les granules primaires des neutrophiles. Elles perturbent 1’intégrité des agents
pathogenes en reliant des molécules chargées négativement a leur membrane. Elles forment
des canaux multimériques perméables aux ions, entrainant la perméabilisation des membranes

des bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif.

Les cathelicidines sont stockées dans les granules secondaires des neutrophiles en tant
que précurseurs inactifs. Elles sont ensuite converties en peptides antimicrobiens dans la
lumic¢re du phagolysosome par I’elastase, une enzyme issue des granules primaires. Les
cathelicidines actives perméabilisent la paroi cellulaire et la membrane interne des bactéries a
Gram-positif (Uribe-Querol and Rosales 2017).
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Parmi les nombreuses enzymes de dégradation, les cathepsines sont celles qui
représentent le plus largement les protéases lysosomales. Il s’agit de protéases de cystéine qui
jouent un roéle direct dans la mort des agents microbiens, en provoquant la rupture des

membranes bactériennes.

Le phagolysosome contient également de nombreuses hydrolases lysosomales, qui
aident a détruire les agents pathogénes ingérés. Une enzyme importante de ce groupe est le
lysozyme, une protéine antibactérienne qui peut étre exprimée et sécrétée par plusieurs types
de cellules. Le lysozyme dégrade les peptidoglycanes, constituants fondamentaux de la paroi

bactérienne. Les autres enzymes peuvent ensuite compléter la lyse des bactéries.

Le pathogene est digéré par 1’ensemble de ces éléments, et pour terminer est détruit
par lyse cellulaire totale. Les éléments non dégradés sont évacués a I’extérieur de la cellule

via exocytose.

Il existe des cellules phagocytaires dites professionnelles, telles que les macrophages,
qui éliminent les microorganismes et les présentent aux cellules de I’immunité adaptative, et

des cellules non-professionnelles, telles que les cellules dendritiques (Gordon 2016).
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B. Le C3b, une opsonine

Les opsonines se lient aux microorganismes et permettent d’augmenter 1’efficacité de
la phagocytose en facilitant la reconnaissance du pathogéne par le phagocyte (Uribe-Querol et
Rosales 2017).

opsonized bactenum

y.. 5 »
b M ),\A—.J\\

receptors
@ o ®

CR1
macrophage
. lysosome .
La bactérie est Quand le C3b se lie au Les membranes du Les lysosomes
recouverte par le récepteur CR1 et que macrophage fusionnent, fusionnent avec ces

complément et I"anticorps se lie au créant une vésicule vésicules, délivrant des

I'anticorps IgG. récepteur Fc, la bactérie entourée par ces enzymes qui dégradent
est phagocytée. membranes, le les bactéries.

phagosome.

Figure 3 : Opsonisation et phagocytose.

Source : traduit de Janeway’s immunobiology (Murphy et al. 2008)

La protéine du Complément C3b est relachée aprés clivage du fragment C3 par la C3
convertase. Le C3b est une opsonine, permettant de faciliter la phagocytose. En effet, il est
capable de se lier a la membrane des pathogenes, et les cellules phagocytaires expriment les
récepteurs au Complément (CR) (Pangburn et al. 1981; Newman et al. 1985).

Le CR1 est un sous-type de CR, qui est exprimé notamment par la plupart des cellules
phagocytaires. Il est capable de réguler les C3 convertases. La liaison entre 1’opsonine C3b,
elle-méme liée au pathogéne, et le CR1 entraine la phagocytose du pathogéne et permet la

destruction des complexes immuns solubles (Java et al. 2015).

Cette phagocytose par les cellules phagocytaires est optimisée par la fixation conjointe
d’IgG et de C3b, et également par I’intervention de la fibronectine et des lipopolysaccharides
(Figure 3) (Uribe-Querol and Rosales 2017).
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V. Problématique

Le C3b est une opsonine, permettant de faciliter la phagocytose. Dans le cas des
fibroblastes pulpaires, la question se pose alors : sécrétent-ils le C3b pour opsoniser les

bactéries cariogenes et permettre une phagocytose plus efficace par les macrophages ?

Pour répondre a cette problématique, des fibroblastes pulpaires ont été isolés a partir
d’explants de pulpe entiére, triés et caractérisé par la présence de la protéine FSP (Fibroblast
Surface Protein). La sécrétion de la protéine C3b par ces cellules a été analysée par dosage
immunoenzymatique (méthode ELISA). La capacité de cette protéine C3b, produite par les
fibroblastes pulpaires, a opsoniser les bactéries cariogénes (S. mutans et S. sanguis) a été

étudiée grace a la méthode d’immunofluorescence.

V1. Protocole expérimental

A. Isolement et culture des fibroblastes humains

Des cellules pulpaires primaires ont été préparées a partir de troisiemes molaires

immatures par la méthode de la culture d’explant.

Les fibroblastes pulpaires ont donc été isolés a partir de ces cultures primaires de
cellules pulpaires par tri magnétique de cellules (Chmilewsky et al. 2014). Le tri magnétique a
été réalisé via un anticorps anti-STRO. Les cellules souches sont STRO + et les fibroblastes
STRO-. Pour confirmer que les cellules isolées sont des fibroblastes, il a été réalisé une
immunofluorescence sur celles-ci. Les cellules ont été marquées au FSP (Fibroblast surface

protein), specifique des fibroblastes.

Les fibroblastes pulpaires ont été cultivés dans un milieu essentiel minimal (MEM)
additionné de 10% de sérum bovin feetal (BFS), de L-glutamine 2mM, de
pénicilline/streptomycine 50ug/ml et d’amphotéricine B 0,25 pg/mL a 37 °C dans une
atmosphére de CO2 a 5%. Ce milieu additionné sera appelé MEM full par la suite. Les
fibroblastes ont ensuite été fixés avec du paraformaldéhyde (PFA) a 4 % pendant 15 minutes
a 4°C et les sites de fixation non spécifiques ont été¢ bloqués avec de 1’albumine de sérum

bovin (BSA) pendant 1 heure.
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Les cellules ont ensuite été incubées pendant 1 heure avec 2 pg/mL d’IgM de souris
anti Fsp-1 humain. Apreés ringage, les cellules ont éte incubées 45 minutes avec de I’Alexa
Fluor 488 anti IgM de souris & 2 pg/mL et 1 pg/mL de DAPI, marquant les noyaux

cellulaires.

B. Stimulation des fibroblastes au LTA

A confluence, les fibroblastes ont été récoltés a 1’aide de trypsine et placés dans des
chambres douze puits, avec du milieu MEM full. Une fois la confluence atteinte, les cellules
ont été rincées trois fois avec du PBS et ensuite incubées avec 350 pL de milieu exempt de
sérum par puits, avec ou sans acide lipotéichoique (LTA) (Invivogen, San Diego, USA) a
lug/mL. Le LTA est un composant de la paroi bactérienne des bactéries a Gram-positif, il

permet de stimuler une réponse immunitaire et permet de mimer une infection bactérienne.

Aprés 5h et 24h, le surnageant a été récolté. Ce surnageant est appelé milieu
conditionné LTA dans les expérimentations suivantes. Le surnageant des fibroblastes non
stimulé au LTA est appelé LTA free par la suite.

C.  Activation du Complément et quantification de C3b

Les surnageants ont été récoltés apres 5h et 24h pour déterminer la concentration de
C3b par dosage immunoenzymatique (ELISA). Des plaques 96 puits (Nunc MaxiSorp,
DUTSCHER) ont été revétues d'anticorps C3b humains (10 pg/mL), durant toute la nuit, a
température ambiante. Les sites de liaison non spécifiques ont été bloqués avec 3% de lait
(lait en poudre de vache) dilué en PBS pendant 1h, puis des échantillons et des étalons de
protéines humaines de Complément C3b (Calbiochem, Millipore) ont été incubés a
température ambiante pendant 2h. L'anticorps secondaire biotinylé (C3b biotine-Human
anticorps, Assay Pro) a été ajouté a 10 pg/mL. Aprés 1h, de la streptavidine conjuguée avec la

HRP (R&D Systems) a été ajoutée et incubée 20min a température ambiante.

Du tétraméthylbenzidine (substrat) (Life Technologies) a été ajouté et I'absorbance a
été mesurée a 650nm. Toutes les expériences ont été réalisées en trois exemplaires avec 3

populations de fibroblastes différentes.
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D.  Culture des bactéries cariogénes Streptococcus mutans et Streptococcus

sanguis

Les Souches de Streptococcus mutans (ATCC no. 31383), Streptococcus sanguis
(ATCC no. BAA-1455)ont été obtenus a partir dATCC (Manassas, va, USA). Les bactéries
ont été cultivées a 37 °C en conditions aérobies dans le milieu de base Lennox broth (Life

Technologies).

E. Fixation de C3b sur les bactéries cariogénes

Des bactéries cariogénes (10° bacteries/mL) ont été incubées 1h a 37°C sous agitation,
dans un milieu témoin ou avec le surnageant, avec ou sans LTA. Les bactéries ont été lavées
avec du PBS et fixees avec un appareil soufflant de 1’air chaud sur des chambres de culture a
8 puits en verre. Les sites non spécifiques ont été bloqués avec du PBS contenant 3% de BSA
pendant 1h et les bactéries ont été incubées pour 2h avec des 1gG de souris anti-C3b humain
(5ug/mL), ou le témoin isotype, a température ambiante, suivi de 45min avec Alexa Fluor 594
anti-1gG de souris (2 pg/mL) a température ambiante.

F. Analyse statistique

Toute les expériences ont été répétées 3 fois, la différence significative a été réalisée (p <0.05)
par test T de Student.
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VI1I. Résultats

A.  Caractérisation des fibroblastes pulpaires : La protéine FSP sur les cellules

triées

Des cellules pulpaires primaires ont été préparées a partir de troisiemes molaires
immatures par la méthode de la culture d’explant (Figure 4 et Figure 5).

Figure 4 : Cellules pulpaires se détachant de Figure 5 : Multiplication des cellules pulpaires, apres
DUexplant pulpaire plusieurs jours.

A B

Figure 6 : Détection de la protéine FSP sur les fibroblastes pulpaires.
A : Fluorescence FSP sur fibroblastes pulpaire triés
B : Isotype controle
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Apreés isolement des fibroblastes par tri magnétique, les cellules ont été marquées avec
I’anticorps reconnaissant la protéine FSP (Fibroblast surface protein), couplé a un
fluorochrome. La protéine FSP est spécifique des fibroblastes. La fluorescence verte traduit la
présence de la protéine FSP a la surface des cellules. Le marquage au DAPI fait apparaitre le
noyau des cellules en bleu. Les cellules sont fluorescentes en vert, donc cette
immunofluorescence réalisée sur les cellules pulpaires STRO- triées confirme que celles-ci
sont bien des fibroblastes (Figure 6A). Un contrdle isotype a été réalisé en parallele :
I’immunofluorescence a été réalisée en absence de I’anticorps primaire. L’absence de

fluorescence verte (Figure 6B) démontre la spécificité de I’immunofluorescence.
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B. Production du C3b par les fibroblastes pulpaires

Les fibroblastes ont été cultivés dans des flasques dans du milieu MEM full (Figure 7).

Figure 7 : Fibroblastes triés, cultivés en milieu MEM full.

Apres isolement des fibroblastes et stimulation de ceux-ci au LTA, la récolte des
surnageants a été faite au bout de 5h et de 24h, et a permis d’observer qu’il y a une
augmentation significative de C3b, a la fois a 5h et a 24h, en comparaison avec le milieu sans
sérum. En revanche, il n’y a pas de différence significative entre les milieux avec ou sans
LTA (Figure 8). On en déduit donc que le LTA n’induit pas I’augmentation de C3b, il n’a pas

d’impact sur sa sécrétion. Cette sécrétion est alors constitutive, non influencée par le LTA.
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Figure 8 : Sécrétion de C3b par les fibroblastes a 5 heures et 24 heures en comparaison avec un
milieu témoin. * témoigne de deux résultats significativement différents (p < 0.05).
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C.  Opsonisation de S. mutans et S. sanguis par le C3b

A

Figure 9 : Fixation du C3b produit par les fibroblastes pulpaires sur S. mutans et S. sanguis.

A S. mutans incubé avec le surnageant des fibroblastes pulpaire et
marqué avec un complexe d’anticorps anti-C3b couplé a un
fluorochrome. Al. S. mutans en contraste de phase. B. S. sanguis
incubé avec le surnageant des fibroblastes pulpaire et marqué avec un
complexe d’anticorps anti-C3b couplé a un fluorochrome. B1. S.
sanguis en contraste de phase. C. Contréle Isotype. C1 le contrble en
contraste de phase.

Barre d’échelle : 10pum
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Aprés incubation des bactéries cariogenes avec de 1I’IgG de souris anti-C3b humain
puis incubation avec de 1’Alexa fluor 594 anti-IgG de souris, on obtient une fluorescence
visible. Cette fluorescence traduit la présence de la protéine C3b. Les bactéries cariogenes
sont marquées par la fluorescence, ceci traduit la présence de C3b sur ces bactéries, ainsi que

leur opsonisation par le C3b produit par les fibroblastes pulpaires (Figure 9).

La présence de C3b sur les bactéries permet de déduire que le C3b produit par les
fibroblastes pulpaires est actif, il est capable d’opsoniser les bactéries cariogénes et donc de
les rendre plus susceptibles a la phagocytose par les macrophages présents dans la pulpe. Le

C3b facilite alors I'élimination de I’infection.
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VI11. Discussion et perspectives sur I’implication anti-cariogéne

des fibroblastes

Les fibroblastes constituent la population cellulaire la plus représentée dans la pulpe

dentaire et de ce fait on peut se demander s’ils jouent un role dans la défense antibactérienne.

Comme nous I’avons vu, ils sont capables de produire tous les composants du
Complément. Suite a des stimulations bactériennes, les fibroblastes produisent notamment des
CAM, permettant 1’élimination directe des pathogenes par lyse (Jeanneau et al. 2015). Mais a
coté de cela, le fibroblaste est une cellule également capable de produire une opsonine, le
C3b. En cas d’attaque, 1’opsonisation permet alors la phagocytose de I’agent opsonisé et sa

destruction par lyse.

En sécrétant le C3b, qui est ’opsonine active dans ce processus, le fibroblaste joue un
role important dans la défense contre les bactéries cariogenes, en favorisant leur phagocytose
et donc leur destruction. Cette sécrétion de C3b est constitutive, elle ne semble pas dépendre
d’une stimulation bactérienne. Ceci est un atout majeur dans le réle anti-cariogéne joué par le
fibroblaste pulpaire. Le fait que cette sécrétion soit constitutive permet une action rapide du
C3b localement. Le C3, précurseur du C3b, est la molécule du Complément la plus
massivement représentée dans le plasma (Lambris 1988). Apres action de la C3 convertase, le
C3 est dégradé en C3a et C3b. Un grand nombre de fragments C3b sont alors présents dans le
plasma et dans les vaisseaux qui constituent la pulpe dentaire. 1l y a donc un afflux de C3b par
voie sanguine et une production locale par les fibroblastes. Ces deux origines du C3b, locale

et plasmatique, permettent de renforcer les défenses sur le site 1ésé.

Nous avons donc vu que les fibroblastes pulpaires sont en premiére ligne vis-a-vis des
Iésions carieuses. 1ls sont naturellement présents dans la pulpe dentaire et, en cas d’attaque, ils
jouent un réle non négligeable dans I’inflammation, elle-méme nécessaire a la mise en place

de la régénération.

Il est également clairement établi a présent que les fibroblastes jouent aussi un role
prépondérant dans la régénération pulpo-dentinaire (Chmilewsky et al. 2014). Ce double role
a la fois dans I’'inflammation et dans la régénération en fait une cellule incontournable de la

pulpe dentaire.
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Ce travail de thése a participé a une meilleure définition du role des fibroblastes au
sein de la pulpe dentaire, dans le cadre de la lutte antibactérienne. Au niveau clinique, cela
permet une meilleure compréhension des capacités de la pulpe dentaire a se défendre contre
les attaques carieuses. La prise en charge de la pulpite irréversible est influencée par les
connaissances acquises au fil du temps et cette prise en charge évolue. De nouvelles
techniques se développent, allant vers le maintien de la vitalité pulpaire. Le tissu pulpaire est
emprisonné dans la dent qui est constituée d’émail et de dentine rigide, faisant de la chambre
pulpaire une cavité inextensible, contenant les nerfs et vaisseaux sanguins. Une lésion
carieuse déclenche une réaction inflammatoire mettant en jeu le systeme du Complément.
Cette inflammation est nécessaire a I’élimination des bactéries, avec 1’intervention des
cellules phagocytaires et du la synthése du CAM. Ce nettoyage est un prérequis a la mise en
place du processus de régénération. Cependant, si cette inflammation prend trop d’ampleur, la

régénération pulpo-dentinaire ne peut avoir lieu et cela aboutit a la nécrose pulpaire.

Jusqu’a présent, seul le traitement endodontique était préconisé pour le traitement de
la pulpite irréversible. Les connaissances actuelles démontrent que la pulpe dentaire contient
des cellules souches, lui conférant un potentiel de régénération, et peut avoir une capacité
anti-inflammatoire (Casagrande et al. 2011). Ces connaissances ont permis d’envisager
d’autres voies thérapeutiques de la pulpite irréversible telle que la pulpotomie associée a un
coiffage direct avec un matériau bioactif tel que le MTA (agrégat de trioxyde minéral) (Taha
et Khazali 2017), ou le Biodentine (silicate) (Giraud et al. 2017) qui ont un réel effet anti-

inflammatoire sur la pulpe, permettant de conserver la vitalité pulpaire.

Dans cette thése, nous nous sommes concentrés sur la sécrétion de C3b par les
fibroblastes aprés stimulation par un motif bactérien (LTA) et I’implication de ce fragment
bioactif dans 1’opsonisation des bactéries cariogénes. Comme suite logique a ce travail, il
serait important de déterminer si le C3b exerce un chimiotactisme sur les cellules
immunitaires, permettant leur arrivée de maniére plus rapide sur le site infecté. Par la suite, il
serait intéressant de savoir si les fibroblastes pulpaires, en plus de sécréter du C3b, et apres
intervention de celui-ci, sont également capables de phagocyter les agents infectieux.
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Résume :

Le systeme du complément est une cascade protéique impliquée dans I’initiation de
I’inflammation. De récentes études ont démontré que les fibroblastes pulpaires sécrétent
toutes les protéines du Complément, permettant un contréle local de I’inflammation.
L’objectif de ce travail de theése est de définir le role de 1’opsonine C3b sécrétée par les
fibroblastes lors d’une inflammation pulpaire consécutive a une lésion carieuse. La protéine
C3b se fixe a la surface des pathogenes et les rend plus susceptible a la phagocytose par les
macrophages. La premiére partie présente les systémes de défenses pulpaires lors d’une
infection bactérienne, le Complément et la phagocytose. La deuxiéme partie détaille les
matériels et méthodes utilisés lors des expérimentations réalisées et les résultats obtenus sont
présentés dans une troisieme partie. Enfin, dans la quatrieme partie, mes résultats sont placés
dans les perspectives cliniques de la prise en charge de la pulpite irréversible.
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Abstract:

Complement system plays a major role in the initiation of the inflammation. Recent studies
have demonstrated the secretion of all Complement molecules by pulp fibroblasts and its
implication in local control of pulp inflammation. This work was designed to investigate the
role of the Complement protein C3b, secreted by pulp fibroblasts under pulp inflammation
after bacterial infection. C3b is an opsonin able to fix on bacteria and increase their
phagocytosis by macrophages. The pulp defense system, Complement and phagocytose are
explained in the first part. The second part details the materials and methods used in the
experimental work and the obtained results are presented in the third part. Finally, in the
fourth part data are explained in the the clinical perspectives that this knowledge opens in the
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