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I. PREFACE

Nous étudierons dans cette thése d’exercice de chirurgie dentaire, la question des
variations du récepteur spécifique des produits finaux de glycosylation avancée
(RAGE), de ses formes solubles et de son antagoniste transmembranaire AGER1 en
fonction de la présence ou non d’une parodontite chronique généralisée modérée a
sévere.

Cette thématique s’articulera autour de quatre axes.

Dans la premiere partie nous introduirons les bases amenant a la compréhension de
I’étude sous-jacente. De succincts rappels seront émis concernant les parodontites.
Nous nous attarderons ensuite sur ses relations avec les maladies systémiques et plus
particulierement les maladies cardio-vasculaires et le diabéte, ot RAGE joue un role
prépondérant dans leur physiopathologie. Enfin, nous décrirons RAGE ainsi que les
différents protagonistes, de 1’étude du niveau moléculaire jusqu’a leurs impacts en
clinique.

Dans un deuxiéme temps, nous aborderons la partie patients et méthodes en décrivant
la population étudiée, les différents prélevements réalisés, tout en développant les
techniques utilisées dont le test ELISA, la PCR en temps réel ou encore
I’immunomarquage.

La pénultieme partie présentera les différents résultats de cette étude. Nous finirons

par les discuter et conclure ce travail.

Ce travail a été réalisé durant une « année recherche » dans le cadre de I’internat pour
le diplome d’études spécialisées en médecine bucco-dentaire. Elle a été réalisée au
laboratoire de parodontologie de la faculté de médecine dentaire de 1’université de
Columbia New York city (NY ; USA) en association avec le laboratoire EA2496

Pathologies, imagerie et biothérapie oro-faciales Montrouge (France).



II. INTRODUCTION

I1.1. Les parodontites

I1.1.1. Définition

Les parodontites sont des maladies inflammatoires dysbiotique et multifactorielles conduisant
a la destruction des tissus de soutien de la dent, le parodonte et provoquant un impact négatif
sur la santé systémique(Hajishengallis 2015). La maladie parodontale est définie comme
I’association de lésions parodontales correspondant a des entités nosologiques signant une
altération plus ou moins étendue et sévere de la santé du parodonte. La 1ésion parodontale,
quant a elle, est une entité étiopathogénique élémentaire a expression clinique, mettant en jeu
la réponse inflammatoire, consécutive a la présence de pathogeénes parodontaux de la plaque
dentaire et entrainant une destruction non traumatique locale et individualisée du parodonte
(Bouchard 2015).

Les signes cliniques recherchés pour diagnostiquer les parodontites sont, la récession
parodontale, la profondeur de poche permettant de déterminer le niveau d’attache,
I’inflammation gingivale, le saignement au sondage, la mobilité dentaire ainsi que les signes

radiographiques de perte osseuse alvéolaire.

I1.1.2. Classification des maladies parodontales
La classification communément utilisée permettant de classer les maladies parodontales a été

introduite en 1999 par 1’« International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases
and Conditions ». Ces pathologies sont subdivisées en 8 catégories comme suit. (Armitage

1999)

I : Maladie Gingivale
I : Parodontite chronique
I11 : Parodontite agressive
IV : Parodontite en tant que manifestation d’'une maladie systémique
V : Maladies parodontales nécrotiques

VI : Abcés parodontaux

VII : Parodontites associées a des lésions endodontiques

VIII : Anomalies congénitales ou acquises

Table 1 : Classification des maladies parodontales ( Armitage 1999)



Deux formes sont prédominantes : les parodontites chroniques et les formes agressives. La
parodontite agressive est définie par une perte d’attache rapide, avec une non contribution de
I’historique médical et dans laquelle les facteurs génétiques jouent un plus grand réle (Lang,
Bartold et al. 1999). La forme chronique, quant a elle, est la plus commune et est caractérisée,
en opposition a la parodontite agressive, par une perte d’attache lente. Cette forme que nous
allons étudier plus précisément dans cette theése crée une perte tissulaire de sévérité et de
localisation commensurable avec les facteurs étiologiques locaux. Elles est associée a des
signes cliniques d’inflammation et peut étre modifiée par des facteurs environnementaux. Les
calculs tartriques sous-gingivaux sont invariablement présents au niveau des sites atteints par
la maladie parodontale.

Les critéres suivants permettent de définir I’étendue et la sévérité de la maladie parodontale

L’étendue de la maladie parodontale : si moins de 30 % des sites sont atteints, on parlera de

parodontite localisée et de parodontite généralisée si 30% ou plus des sites sont atteints.

La sévérité de la maladie parodontale: elle est définie en fonction de la perte d’attache et est

caractérisée de superficielle si la perte d’attache est comprise entre 1 et 2 mm, modérée si elle
est comprise entre 3 et 4 mm. Elle est enfin caractérisée de sévere si elle est supérieure ou

¢gale a 5 mm.

Parallélement a cette classification clinique, la CDC-AAP (2012) a mis en place une
classification épidémiologique pour 1’étude de la prévalence au sein d’une population. (Eke,
Page et al. 2012)

Les définitions proposées par Eke et coll. sont les suivantes :

- La parodontite superficielle est définie par > 2 sites interproximaux avec une perte d’attache
(PA) > 3 mm et > 2 sites interproximaux avec profondeur de poche (PP) > 4 mm (pas sur la
méme dent) ou un seul site avec une PP > 5 mm.

- La parodontite modérée est définie, quant a elle, par au moins 2 sites inter-proximaux avec
PA = 4 mm ou au moins 2 sites inter-proximaux avec PP>5 mm sur des dents différentes.

- Enfin la parodontite sévere est caractérisée par au moins 2 sites inter-proximaux avec PA> 6

mm et 1 site inter-proximal avec PP25 mm.



11.1.3. Prévalence des maladies parodontales

Les maladies parodontales sont des pathologies universelles (Burt 2005). Une étude de la
National Health and Nutritional Examination Survey NHANES, menée en 2009-2010, montre
que plus de 47% des patients agés de 30 ans et plus présentent une parodontite, dont 8,7% une

forme superficielle, 30% modérée et 8,5% sévere (Eke, Dye et al. 2012).

I1.1.4. Physiopathologie des parodontites

La santé parodontale nécessite un état inflammatoire contr6lé qui peut maintenir une
homéostasie entre hote et microbe au niveau du parodonte : la symbiose. La pathogenése de la
Les parodontites implique une synergie polymicrobienne et une dysbiose (Hajishengallis
2015). C’est un état qui est caractérisé par un déséquilibre de I’abondance ou I’influence de
certaines espeéces bactériennes dans un macrobiote, associées a une maladie ici les
parodontites. Cet état conduit a une altération de la relation homéostatique hote-microbiote

qui permet la médiation de I’inflammation conduisant a la perte osseuse. (Figue 1)

Parodonte sain Parodontite chronique

Figure 1 Différences entre parodonte sain et parodonte atteint par la parodontite chronique

Ces bactéries subgingivales dysbiotiques ainsi que les endotoxines bactériennes (LPS) du
biofilm initient la réaction inflammatoire parodontale. Cette infection augmente la
perméabilité de 1’épithélium de jonction offrant aux bactéries et a leurs produits un acces au

tissu conjonctif sous-jacent. Un recrutement de neutrophiles puis de macrophages est observé.



Ces cellules immunitaires et les cellules résidentes du parodonte (cellules épithéliales,
fibroblastes, cellules endothéliales ou encore cellules de Langerhans) sont activées et libérent
des médiateurs protéiques (ex : IL-1, TNF-a) et lipidiques (ex : PGE,) de I'inflammation. Les
macrophages phagocytent et présentent les antigénes bactériens aux lymphocytes (Thl, Th2,
Th17 et B), et aux cellules dendritiques permettant la mise en place d’une réponse
immunitaire acquise. Cette réponse inflammatoire est en premier lieu de nature protectrice
pour controler Dl’infection bactérienne. Ces cellules produisent des médiateurs pro-
inflammatoires (tels que des cytokines : TNF-a, IL-1p et IL-17) ayant une action sur la
résorption. L’ensemble de ces médiateurs (cytokines, prostaglandines, protéases,
métalloprotéinases, complexes auto-immuns) conduisent a la libération d'autres molécules de
I’inflammation telles que par exemple, ROS, ainsi qu’a l'expression cruciale de RANKL par
les ostéoblastes. Ceci entraine la maturation des ostéoclastes précurseurs. Les neutrophiles
activés expriment RANKL membranaire et peuvent stimuler directement 1’ostéoclastogenese.
Une migration apicale de ’attache épithélio-conjonctive qui lie la gencive a la dent est
observée. Une perturbation des cellules du remaniement osseux en faveur d’une ostéoclasie
accrue s’effectue. Ainsi, en présence d’inflammation, le sulcus s’approfondit et une poche
parodontale se crée. Ce nouvel environnement est propice a la colonisation de bactéries
anaérobies parodontopathogeénes (ex : Porphyromonas gingivalis). La maladie est installée.

(figure 2)

Facteurs de risques environementaux

Antigénes

Cytokines

Anticorps Prostanoides

Signes cliniques
de
I installation et
de la progression
de la maladie

métallo-
proteinases de
la matrice

Lipopoly-
sacharides

Autres facteurs
de virulence

Facteur de risque génétique

Figure 2 : Pathogénie des parodontites (Page and Kornman 1997)



I1.2. Impact systémique des parodontites

I1.2.1. Pathologies systémiques et parodontites

Malgré la nature localisée de la maladie parodontale, 1’infection du site est responsable d’une
réponse inflammatoire se développant bien au-deld du parodonte. L’épithélium sulculaire,
dans des conditions saines, agit comme une barriére naturelle prévenant la pénétration
bactérienne. Au cours des parodontites, I’épithélium de poche inflammée présente des aires de
tissus vulnérables a la pénétration bactérienne (Davenport, Simpson et al. 1982) et sources de
cytokines inflammatoires. Ainsi, cette plaie induit une inflammation systémique et une
dissémination bactérienne (Hujoel, White et al. 2001). Les parodontites contribuent a des
¢pisodes de bactériémie extrémement fréquents et répétés (Daly, Mitchell et al. 2001) et a une
diffusion de cytokines inflammatoires dans la circulation sanguine (Loos 2005). A ce jour de
multiples voies ont été décrites, nous offrant des hypothéses raisonnables de 1’induction, par
la maladie parodontale, d’une inflammation systémique.

Les parodontites représentent un facteur de risque de I’initiation et/ou de 1’évolution de
pathologies a distance. Des études épidémiologiques montrent que les parodontites sont
indépendamment associées a de nombreuses pathologies telles que des pathologies
inflammatoires : maladies cardio-vasculaires et tout particuliérement I’athérosclérose (Beck
and Offenbacher 2005)), la polyarthrite rhumatoide (Ribeiro, Leao et al. 2005), des
complications au cours de la grossesse telles que la naissance d’enfants prématurés et de petit
poids (Ide and Papapanou 2013), certains cancers (Hujoel, Drangsholt et al. 2003), des
infections telles que les infections respiratoires (Scannapieco 1999) et du diabéte avec ses

complications (Lalla and Papapanou 2011).

11.2.2.Voie de Pinflammation

Une augmentation des parodontopathogénes, de leurs facteurs de virulence dans les tissus
gingivaux et par conséquent dans la circulation systémique survient. Ils stimulent les tissus
¢loignés (Jain, Batista et al. 2003). Les leucocytes et les cellules endothéliales et
hépatocytaires répondent a ces facteurs de virulence produisant des médiateurs immuns pro-
inflammatoires. De plus, les antigénes solubles peuvent réagir avec des anticorps spécifiques
créant des complexes immuns pouvant amplifier les réactions inflammatoires aux sites de
déposition (Thoden van Velzen, Abraham-Inpijn et al. 1984).

Les médiateurs pro-inflammatoires tels que IL-1B, IL-6, TNF-a et PGE2 sont aussi

impliqués dans I’inflammation systémique en réaction aux parodontites. IlIs sont produits



localement par les cellules hotes dans le tissu gingival inflammé et sont en partie libérés dans
la circulation. Ils exercent aussi une action systémique a distance. Plus spécifiquement, les
cytokines pro-inflammatoires activent les cellules endothéliales, engendrant notamment leurs
dysfonctionnements (Amar, Gokce et al. 2003). La libération et la circulation de ces cytokines
affectent des sites ectopiques causant une inflammation ou une exacerbation de différents
processus inflammatoires existants. Les parodontites contribues a 1’inflammation chronique
globale. De nombreuses études ont montré une association entre les parodontites, la
concentration de protéine C-réactive (CRP) (Fredriksson, Figueredo et al. 1999) et la
réduction de sa concentration apres traitement (D'Aiuto, Ready et al. 2004). La CRP est
produite par le foie, est induite par des médiateurs immuns (Steel and Whitehead 1994) et est

fortement associée aux maladies cardio-vasculaires (Fredriksson, Figueredo et al. 1999).

Les changements dans les paramétres sanguins dus aux parodontites n’exceédent que
modestement les valeurs de référence. Néanmoins en analogie avec d’autres maladies
inflammatoires chroniques, il est concevable que I’augmentation faible mais chronique de ces

marqueurs au niveau systémique exacerbe d’autres processus inflammatoires en cours (Loos

2005).

L’inflammation systémique de bas grade d’origine parodontale est impliquée dans de
nombreuses pathologies. Nous allons approfondir et explorer 1’association entre les maladies
parodontales, le diabéte et les maladies cardiovasculaires. Ces deux dernic¢res pathologies

chroniques systémiques ont une voie physiopathologique commune : RAGE.

I1.2.3. Les biomarqueurs des parodontites

Les mesures cliniques de la maladie parodontale peuvent parfois étre considérées comme
subjectives. Les biomarqueurs sont définis comme une caractéristique biologique qui est
objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus biologiques normaux,
pathologiques, ou a une réponse pharmacologique a une thérapeutique (Group 2001). De
nouveaux biomarqueurs de la maladie parodontale peuvent émerger pour une meilleure
détermination du diagnostic, du pronostic et de la prise en charge de la maladie parodontale.
Des cytokines inflammatoires et des enzymes sont libérées dans le fluide gingival et la
circulation sanguine, reflétant la réponse de I’hote face a 1’agression bactérienne. De

potentiels biomarqueurs des parodontites ont été étudiés tels que les cytokines inflammatoires



TNF-a ou interleukin-18 (IL-1) (Page 1992, Loos 2005), pour prédire la sévérité, la
progression et la récurrence des parodontites (Giannobile 2012). Cependant a ce jour aucun

n’est validé (Bouchard, Carra et al. 2016).

Un biomarqueur efficient de la maladie parodontale serait d’une aide considérable au fauteuil
pour dépister et évaluer 1’activité de la maladie parodontale, assurer le suivi et la réponse a un
traitement donné. Il pourrait enfin aider a 1’auto-évaluation par le patient de son statut
inflammatoire et ainsi lui permettre d’en référer a son praticien. Des biomarqueurs sont
utilisés dans certaines pathologies telles que 1’hémoglobine glyquée Al pour le diabete. Les
chirurgiens-dentistes peuvent jouer un role important dans le dépistage de ces autres
pathologies. La puissance du dépistage serait accrue si I’examen parodontal était associé a
I’utilisation de ces bio-marqueurs. En effet, dans une cohorte, 601 patients, agés de plus de 40
ans et n’ayant jamais été¢ diagnostiqués pour un diabéte, ont recu un examen parodontal.
Soixante-treize pourcents des patients ayant plus de 26% de poches parodontales profondes
ou plus de 4 dents absentes ont été diagnostiqués diabétiques. Le dosage de HbAlc supérieur
a 5.7% permet de déceler 92% de vrais positifs chez les présumés diabétiques (Lalla, Kunzel
et al. 2011). Ces tests simples ont une bonne spécificité et sensibilité dans le diagnostic des
patients pré-diabétiques et diabétiques non décelés.

L’inflammation systémique d’origine parodontale est impliquée dans de nombreuses
pathologies. Nous allons approfondir et explorer 1’association entre les maladies parodontales,
le diabéte et les maladies cardiovasculaires. Ces deux derniéres pathologies chroniques

systémiques ont une voie physiopathologique commune : RAGE.

11.2.4. Le diabete et les maladies parodontales

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par une perte de contrdle de
I’homéostasie glycémique. L’hyperglycémie en résultant entraine des complications sur court
et long terme (cécité, maladies rénales, accidents cardio-vasculaires, maladies parodontales,
etc) ; un diagnostic précoce est donc indispensable. Le diabéte est 1i¢ soit & une anomalie de
synthese, soit & une anomalie de 1’action de 1‘insuline, soit aux deux. A ceci se rajoutent des
facteurs génétiques et environnementaux. Deux types principaux de diabéte existent: le
diabéte de type I (5 a 10% des patients) et le diabete de type II (85 a 90% des patients). En
2010, 8,3% de la population des Etats-Unis présente un diabéte. La prévalence augmente avec
I’age, en effet on retrouve 27% de diabétiques ayant 65 ans ou plus. C’est la 7°™ cause de

mortalité aux Etats-Unis en 2011.
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Les recherches ont mis en évidence des relations bidirectionnelles entre parodontites et
diabéte. D’une part, les maladies parodontales sont considérées comme la 6éme complication
du diabete (Loe 1993). La sévérité des parodontites semble influencer le contréle de la
glycémie et le développement des complications du diabéte. Cependant, les traitements des
parodontites ont un effet favorable mais modéré sur le controle de la glycémie. D’autre part,
le diabéte non équilibré est un facteur de risque reconnu des parodontites. En effet, les
patients diabétiques présentent une réponse inflammatoire exagérée face a la charge
bactérienne et une cicatrisation altérée. Or ces deux phénomenes sont médiés, en partie, par

I’interaction RAGE-ligands, exacerbée lors du diabéte (Lalla and Papapanou 2011).

11.2.4.1. Effets de I’hyperglycémie sur les parodontites

I1.2.4.1.1. Plausibilité biologique

Les patients diabétiques présentent une réponse inflammatoire exagérée face a la charge
bactérienne (Manouchehr-Pour, Spagnuolo et al. 1981) et un trouble de la réparation. Ces
deux phénomenes sont médiés par l’interaction RAGE-ligands exacerbée lors du diabéte
(Lalla, Kunzel et al. 2011). Une diminution de la production de collagéne et une augmentation
de I’activité des collagénases produits par les fibroblastes gingivaux et ligamentaires, ont été
observées. (Ramamurthy and Golub 1983, Sasaki, Ramamurthy et al. 1992, Yu, Li et al.
2012). L’hyperglycémie dans le diabéte module le ratio RANK-L /ostéoprotegérine (OPG)
dans les tissus parodontaux contribuant ainsi a la destruction osseuse (Lappin, Eapen et al.

2009, Santos, Lima et al. 2010).

I1.2.4.1.2. Preuves provenant des études épidémiologiques

La plupart des études de cohorte concluent que la prévalence, I’étendue et la sévérité des
maladies parodontales sont supérieures chez les patients diabétiques ayant une hyperglycémie
en comparaison a ceux ayant une glycémie équilibrée (Taylor, Burt et al. 1998, Mattout,
Bourgeois et al. 2006, Sun, Chen et al. 2010). 35247 patients participant a 1’étude « Health
professionals Follow up Study » (HPFUS), ayant une moyenne d’age de 54 ans, ne présentant
aucune parodontite, ont été suivis pendant 20 ans. 2285 hommes présentant un diabéte de type
2 avaient un risque ajusté de développer une parodontite de 29 % (Jimenez, Hu et al. 2012).
L’hyperglycémie sévere due a un diabéte non équilibré est un facteur de risque important par
rapport au simple facteur diagnostic du diabéte (Genco and Borgnakke 2013). Un effet-
dose existe : plus I’hyperglycémie est €levée, plus la santé parodontale est négativement
affectée. Les patients présentant un diabéte non équilibré sont sujets a des profondeurs de

poche, pertes d’attaches et pertes osseuses radiographiques plus importantes. Les patients
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ayant un diabete équilibré présentent une santé parodontale similaire aux patients non

diabétiques (Costa, Miranda Cota et al. 2013).

11.2.4.2. Effets des parodontites sur la glycémie, le diabéte et ses complications.

Les maladies parodontales ont aussi un impact sur le diabéte et notamment sur le controle de

la glycémie et le développement du diabéte de type 2 (Borgnakke, Ylostalo et al. 2013)

I1.2.4.2.1. Plausibilité¢ biologique

L’augmentation des cytokines pro-inflammatoires et des médiateurs prothrombotiques
sériques générés par des parodontites, (Loos 2005, Kebschull, Demmer et al. 2010) favorise
I’insulino-résistance, influence le controle métabolique et, a long terme, contribue aux
complications du diabéte. Dans des études expérimentales chez le rat obése, 1’induction des
parodontites est associée a une détérioration du métabolisme de la glycémie.(Pontes
Andersen, Flyvbjerg et al. 2007). Chez des adultes atteints de diabéte de type 2, un effet dose
a ét¢ évalué entre la sévérit¢ du taux sérique de TNFa et la sévérité des parodontites
(Engebretson, Chertog et al. 2007). Cette cytokine aggrave 1’insulino-résistance (Shoelson,
Lee et al. 2006). La thérapie parodontale permet de réduire le taux sérique de TNFa
(Iwamoto, Nishimura et al. 2001) et des autres médiateurs circulant de 1’inflammation tels que
la CRP, I’'IL-6, et le fibrinogéne (Correa, Goncalves et al. 2010, Sun, Chen et al. 2010).
Ses effets peuvent améliorer la sensibilité a ’insuline et éventuellement améliorer le contrdle

de la glycémie.

11.2.4.2.2. Preuves épidémiologiques

Les maladies parodontales ont aussi un impact sur le diabéte et notamment sur le controle de
la glycémie et le développement du diabéte de type 2 (Borgnakke, Ylostalo et al. 2013). La
premicre étude longitudinale a été conduite par la « National institute of diabetes and
Digestive and Kidney Diseases » chez les indiens PIMA en Arizona présentant une
prévalence importante de diabéte. Les patients ayant un diabéte de type 2 bien controlé,
associ¢ a des parodontites séveres, perdent 6 fois plus I’équilibre de leur glycémie que ceux
ne présentant pas de parodontites séveres au départ (Taylor, Burt et al. 1996). Dans une étude
longitudinale de patients diabétiques (N=2793) menée sur une période de 5 ans, ceux ayant

des parodontites présentent une incidence 5 fois plus importante de voir une augmentation de
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leur hémoglobine glyquée que les parodontalement sains. Chaque millimétre de PP moyen en
plus correspondait a une augmentation de 0,13 point de pourcentage du taux de HbAlc a 10
ans (Saito, Shimazaki et al. 2004). Le traitement des parodontopathies a donc un effet
bénéfique sur le contrdle de la glycémie et réduit le taux de HbAlc (Simpson, Needleman et
al. 2010). De nombreuses méta-analyses ont été réalisées : une diminution de 0.41% de Hblac

a été évaluée apres traitement (Liew, Punnanithinont et al. 2013).

I1.2.5. Maladies cardiovasculaires (MCYV)

Vingt-neuf pourcent des causes de mortalité sont d’origine cardio-vasculaire soit la 1 cause
de mortalit¢ dans le monde (Fuster and Vedanthan 2008) L’athérosclérose, composante
majeure des maladies cardio-vasculaires, affecte une personne sur 4. Elle résulte de la
formation de plaque d’athérome au niveau de I’endothélium des artéres (coronaires,
cérébrales, périphériques) dont le développement complexe inclut 1’action de molécules

inflammatoires.

[1.2.5.1. Plausibilité biologique

L’inflammation et I’infection originaires des parodontites, comme évoquées ci- dessus, sont
des facteurs de risque pour ’athérosclérose. Les bactéries circulantes produisent, comme le
LPS et les cytokines pro-inflammatoires, des molécules d’adhésion sur la surface de
I’endothélium. Les monocytes circulants sont ainsi recrutés et adhérent a I’endothélium
activé. Ils migrent dans 1’espace sous-endothélial, deviennent résidents et phagocytent les
lipoprotéines oxydées de faible densité. Leur apoptose résulte d’une accumulation de ces
lipoprotéines formant, de manicre chronique, la plaque d’athérome. En concomitance, les
pathogénes parodontaux induisent la prolifération de néo-intima et de cellules musculaires
lisses dans l’intima. La plaque d’athérome mature jusqu’a sa rupture, conduisant a la
formation d’un thrombus qui va entrainer une une possible occlusion vasculaire (Kebschull,
Demmer et al. 2010). De nombreuses études ont montré la présence de bactéries orales dans
la plaque d’athérome par immunomarquage (Chiu 1999) ou par polymérase Chain Reaction
PCR (Haraszthy, Zambon et al. 2000). De plus A. Actinomycetemcomitans et P. Gingivalis,
viables ont été isolés et cultivés a partir de plaques d’athérome humaines (Kozarov, Dorn et

al. 2005).
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11.2.5.2. Preuves épidémiologiques

Plusieurs méta-analyses sur I’association entre ’athérosclérose et les parodontites ont été
conduites. Une augmentation de 20% du risque de maladie cardio-vasculaire a été évaluée
chez des patients présentant une parodontite (95% CI: 1.08-1.32) (Meurman, Sanz et al.
2004). Une relation temporelle semble exister. En effet, dans une étude de cohorte,
I’exposition aux parodontites précede les maladies cardio-vasculaires. Chez 9760 adultes
suivis pendant 14 ans dans la cohorte NHANES I, les hommes de moins de 50 ans atteints de
parodontite ont 72% de risques de développer une MCV en comparaison aux patients sans

parodontite. (DeStefano, Anda et al. 1993)

Concernant les études interventionnelles, il a ét¢ démontré qu’apres traitement parodontal via
surfacage radiculaire, une réduction importante des biomarqueurs des MCV, dont la CRP et
I’IL-6 a été observée. (D'Aiuto, Ready et al. 2004). Dans une étude de cohorte, impliquant
700000 sujets, 1I’incidence des accidents vasculaires cérébraux a été évaluée sur 10 ans. Les
patients parodontaux présentant une prophylaxie avaient une incidence plus basse d’AVC

0.14%/an) que les patients parodontaux sans traitement (0.48%/an) (Lee, Hu et al. 2013).
q

I1.3. Le récepteur spécifique des produits terminaux de
glycosylation avancée et ses ligands

I1.3.1. La structure de RAGE

Le récepteur spécifique des produits finaux de glycosylation avancée (Receptor of Advanced
Glycation Endproducts ou RAGE) appartient a la superfamille des immunoglobulines. RAGE
a ¢été identifié pour sa capacité a se lier aux produits terminaux de glycosylation avancée
(AGE) (Schmidt, Vianna et al. 1992). RAGE reconnait les structures tridimensionnelles et
non des séquences spécifiques d'acides aminés (séquences primaires). Grace a cette
caractéristique, ce récepteur multi-ligand peut étre considéré comme un récepteur de

reconnaissance de motifs (pattern-recognition receptor).
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Figure 3: Le récepteur spécifique des produits terminaux de glycosylation avancée

Chez les humains et les souris, le géne codant pour RAGE est situé sur le chromosome 6
(environ 1,4 kb), proche du complexe majeur d'histocompatibilit¢ III (CMH classe III), au
voisinage des geénes pour la lymphotoxine, le tumor necrosis factor (TNF) et le geéne a
homéoboite HOX12(Sugaya, Fukagawa et al. 1994). La traduction de I’ARNm codant RAGE
produit une protéine de 404 acides aminés avec une masse moléculaire d'environ 55 kDa.

RAGE est composé d’un domaine transmembranaire hydrophobe unique, un domaine
cytosolique hautement chargé et une région extracellulaire. Cette région extracellulaire est

composée d’un domaine N-terminal type—V d’immunoglobuline et deux types C (C1 et C2)
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(Schmidt, Yan et al. 2001). Le domaine de type-V est considéré comme le premier site
d’interaction avec un ligand extracellulaire. Le court domaine cytosolique est la zone critique
de transduction intracellulaire du signal de RAGE (Neeper, Schmidt et al. 1992, Gonzalez,
Romero et al. 2013). (figure 3)

11.3.2. Les formes solubles et isoformes de RAGE

Cinq formes principales de RAGE sont distinguées :

- la forme totale « full-lenght RAGE » ;

- les deux formes solubles, esSRAGE (endogenous secretory RAGE) ¢cRAGE (forme clivée de
fl-RAGE) ;

- les formes N-tronquées ;

- les dominants négatifs ne signalant pas.

Il existe au total 19 isoformes de fIRAGE classés de RAGE-vl a RAGE-v19 par « le comité
de la nomenclature du gene humain» (Hudson, Carter et al. 2008). L’existence d’isoformes
tronquées provenant du méme gene implique que les pré-mRNA de RAGE sont sujets a

I’épissage alternatif (Schlueter, Hauke et al. 2003).

a) La forme totale de RAGE ou « full-lenght » RAGE (fl-RAGE) décrite précédemment,
est liee a la membrane cellulaire et est constituée de trois domaines: un
extracellulaire, un transmembranaire et un cytosolique.

b) Les deux formes solubles eSRAGE et cRAGE ont les régions V et le domaine
extracellulaire (de type C) identiques a fl-RAGE. Cependant elles ne présentent pas de
domaine transmembranaire ni cytoplasmique. L’épissage alternatif de 'ARNm et le
clivage protéolytique de fl-RAGE sont les principaux mécanismes donnant lieu a ces
formes solubles.

- esRAGE provient d’un épissage alternatif de l'exon 9: une forme C-tronquée de
RAGE en résulte. L'épissage alternatif chez les humains dépend du type cellulaire.
Dans le poumon humain et les cellules musculaires lisses aortiques, I’ARNm fl-RAGE
est la forme la plus répandue alors que dans les cellules endothéliales I'ARNm
esRAGE est exprimée plus fréquemment.

- ¢cRAGE provient du clivage protéolytique de fI-RAGE. Les MMPs, dont ADAMI10,
clivent a la surface de la cellule, la protéine libérant son domaine extracellulaire.
cRAGE est le variant prédominant dans le sérum. La concentration sérique de SRAGE

est décrite comme étant 4 a 5 fois supérieure a celle de esRAGE.
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La mesure de SRAGE comprend celle d’esRAGE et de cRAGE. esRAGE constitue 20% de
SRAGE (Humpert, Djuric et al. 2007). Les sSRAGE sont présents dans l'espace extracellulaire
et agissent comme récepteurs leurres. L’équilibre entre le niveau de sSRAGE et de RAGE est

un systeme dynamique.

¢) La forme N-tronquée présente une absence du domaine V et ne peut interagir avec les
ligands.
d) La forme dominante négative présente a ’inverse une absence du domaine

cytosolique empéchant la transduction du signal.

sRAGE, RAGE et ses ligands sont trois éléments en balance avec la présence de controles
positifs et négatifs qui peuvent étre modifiés par des situations physiopathologiques (Hudson,

Carter et al. 2008) (figure 4).
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Figure 4 : RAGE, ses formes solubles et AGER1




I1.3.3. Les ligands de RAGE

RAGE est capable de reconnaitre une classe de ligands hétérogenes dans leurs séquences et de

transduire leur signaux tels que :

- les AGEs,

- I’amyloide B-peptide, et les fibrilles a feuillets béta (Yan, Chen et al. 1996),
- HMGBI / amphotérine (Taguchi, Blood et al. 2000),

- S100 / calgranulines (Hofmann, Drury et al. 1999),

- I’acide lysophosphatidique(Rai, Toure et al. 2012)

- MACI (Chavakis, Bierhaus et al. 2003)

- et la fraction du complément C1q (Ma, Rai et al. 2012).

11.3.3.1. Les produits terminaux de glycosylation avancée AGEs

I1.3.3.1.1. Origine des AGEs

Les AGEs sont des dérivés métaboliques pro-oxydants (origine interne) provenant de
réactions non enzymatiques (réaction de Maillard) entre les sucres réducteurs, les amines
libres de protéines, les aminolipides et les acides nucléiques. Les AGEs sont surexprimés dans
le diabete en raison de I’hyper-glycémie sanguine. Ils sont cependant retrouvés dans des
conditions de normo-glycémie. Le stress oxydant, I’inflammation et 1’dge provoquent par
exemple leur formation (Ramasamy, Vannucci et al. 2005). L’autre origine est externe,
notamment dans les pays industrialisés : ils sont retrouvés dans des procédés de conservation
des aliments via des traitements par haute température. Dans ces pays, une augmentation

significative du taux de AGE a été observée chez I’homme (Vlassara and Striker 2011).

II. 3.3.1.2. Roles et mécanismes d’action des AGEs

Les AGEs sont connus pour moduler une multitude de structures intracellulaires et
extracellulaires et ont des effets pro-oxydants dans l'inflammation, la prolifération cellulaire
ou I’apoptose. Ils forment des molécules glycosylées. Ces procédés d’oxydation altérent de
facon permanente les protéines des tissus, les lipoprotéines plasmatiques, les phospholipides
de la membrane cellulaire ou encore I’ADN. Les AGEs peuvent favoriser la génération de
nouveaux AGEs et des especes réactives de l'oxygene (ROS), épuiser les systemes
antioxydants et favoriser la perpétuation de I’inflammation. L’interaction de AGEs-RAGE
active un signal de transduction et surexprime la transcription de certains génes, tel que le

« Vascular Cell Adhesion molécule 1 » (VCAM-1), qui engendre le stress cellulaire et méne
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aux complications de différentes pathologies. Certains AGEs, tels que la pentosidine, sont
capables de se lier aux protéines qui raffermissent des tissus préalablement souples et
¢lastiques. D’autres peuvent glyquer des protéines et changer leurs fonctions (Prasad, Imrhan
et al. 2014).

Les ROS, générés par les AGEs ou par I'interaction AGEs/RAGE(Wautier, Chappey et al.
2001), sont des espéces chimiques oxygénées (radicaux libres, peroxydes...) a forte réactivité
due a la présence d’¢lectrons de valence non appariés. Ils oxydent les protéines, ’ADN et les
membranes cellulaires et entrainent la génération de tumeurs, de mort cellulaire par apoptose
ou de nécrose. Enfin ils contribuent a 1’augmentation de la rigidité artérielle, aux problémes
cardiovasculaires et a la détérioration du collagéne et donc a la rigidité des tissus. Ils sont

I’une des causes du vieillissement.

II. 3.3.1.3. Variations du taux de AGEs et pathologies

Le processus chimique de glycosylation est lent et strictement réglementé par 1'équilibre entre
oxydants et antioxydants naissants. Le niveau d’AGEs circulants est fonction de 1’équilibre
délicat entre la production endogéne, la prise exogene et la clairance rénale et enzymatique.
Différentes enzymes (glyoxylase I, II, carbonyl reductase), les récepteurs solubles (sSRAGE) et
le récepteur AGERI1 participent a la détoxification et a la contre-régulation de I’effet pro-
oxydant des AGEs. Enfin la fonction rénale joue un rdéle important dans 1’excrétion des
AGEs. Cependant, une perturbation dans cet équilibre est responsable de certaines
pathologies telles que l'athérosclérose (Prasad, Imrhan et al. 2014). Dans des conditions
pathologiques telles que le diabéte, les AGEs se forment a des taux considérablement
accélérés. Leur concentration dans les tissus augmente dans le diabéte mais aussi en cas de
néphropathie non diabétique et physiologiquement avec 1’age, le stress et 1’inflammation

(Morimoto-Yamashita, Ito et al. 2012, Cohen 2013).

11.3.3.2.HMGBI

La protéine nucléaire High Mobility Group Box 1 (HMGBI1) est un régulateur de
transcription nucléaire. HMGB1 présente une séquence trés conservée entre les especes. Elle
est constituée de deux domaines nommés HMG box A et B. HMGBI1 agit comme un
régulateur de la transcription intracellulaire, et joue un réle crucial dans le maintien de la
fonction de I’ADN. La forme extracellulaire d¢ HMGBI est libérée par différentes cellules
(macrophages, monocytes, cellules endothéliales) ou par des cellules nécrotiques. Cette forme
extracellulaire agit comme une cytokine pro-inflammatoire avec RAGE ou avec les Toll-Like

Receptors (TLR) 2 and 4 (Lu, Kobayashi et al. 1996). HMGBI1 joue un role critique dans la
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progression de pathologies inflammatoires telles que les chocs septiques, la polyarthrite
rhumatoide ou I’athérosclérose (Taniguchi, Kawahara et al. 2003, Kalinina, Agrotis et al.
2004) .

Cette protéine aurait également un lien avec les parodontites. En effet, HMGBI a été
retrouvée de manicre significativement plus concentrée dans le fluide gingival (FG) et est tres
exprimée dans la gencive de patients atteints de parodontite chronique séveére, agressive,
généralisée et de péri-implantites (perte d’os péri-implantaire a la suite d'une réaction
inflammatoire d’origine bactérienne) (Luo, Xie et al. 2011). D’autres études histologiques ont
montré que HMGB1 est exprimée de mani¢re prédominante dans le noyau des cellules
gingivales humaines saines et est transloquée du noyau au cytoplasme dans les fibroblastes du
tissu gingival issu de patients atteints d’une parodontite chronique (Ebe, Hara-Yokoyama et

al. 2011). (figure 5)

Figure 5 Expression de HMGBI1 au niveau parodontale (Ebe, et al 2011)

A Coupe coronale parodontale d’un patient présentant une parodontite chronique. Coloration
hématoxyline éosine (H.E.) au niveau : b) épithélium gingival, c) épithélium de poche zone 1,
d) épithélium de poche zone 2. Himmunolocalisation de HMGB1 (peroxydase) au niveau : )
épithélium gingival, f) épithélium de poche zone 1, g) épithélium de poche zone 2
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Au sein de ce tissu, les macrophages expriment aussi HMGBI, ce qui suggére un role de
HMGBI au cours de I’inflammation parodontale. /n vitro, HMGBI est libérée par les cellules
épithéliales et les fibroblastes gingivaux stimulés par TNF-a , par le LPS ou I’acide butyrique
secrétés par les bactéries parodontopathogenes (Morimoto, Kawahara et al. 2008, Feghali,
Iwasaki et al. 2009, Ebe, Hara-Yokoyama et al. 2011). HMGBI jouerait donc un réle dans les
parodontites, role qui serait médi¢ par le récepteur RAGE (Morimoto-Yamashita, Ito et al.
2012).

11.3.3.3. Les autres licands de RAGE

Les ligands de RAGE s’accumulent dans les tissus et altérent leur fonction ainsi que leur
structure. Ils provoquent la cascade inflammatoire par I’interaction avec le récepteur RAGE.
Enfin, ils induisent la surexpression de ce dernier (Cohen 2013). En plus de se lier aux ligands
qui participent activement a I’inflammation chronique et a la réponse immunitaire, RAGE
interagit aussi avec les molécules des surfaces bactériennes, les prions (Sasaki, Takeuchi et al.
2002) et les leucocytes via Mac-1 (macrophage 1 antigen) (Chavakis, Bierhaus et al. 2003).

RAGE dispose d'un large répertoire de ligands. Ceux-ci partagent la propension a s’accumuler
dans les tissus durant le vieillissement, les maladies chroniques, l'inflammation et la réponse

de I'hote (Bierhaus, Humpert et al. 2005) (Table 2).

Ligands Commentaire Références

Amyloid-f S’accumule dans la maladie d’Alzheimer | (Yan, Chen et al.
et dans le syndrome de Down 1996).

Amyloid-a S’accumule dans I’amyloidosis | (Yan, Chen et al.
systémique 1996).

S100-A4/A8/A9/A12/B S’accumulent dans le compartiment | (Hofmann, Drury et

calgranulins extracellulaire des zones d'inflammation | al. 1999, Donato,
chronique. Associés aux cancers du rein, | Cannon et al. 2013).
poumon, sein et de la thyroide

Table 2 : Principaux ligands non-AGE de RAGE
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I1.4. RAGE, ’inflammation et le stress oxydant

I1.4.1. Expression de RAGE

RAGE est exprimé par différents types cellulaires. Cette expression est constitutive ou induite
et différe en intensité selon le type cellulaire, son état ainsi que le stade de développement
(Brett, Schmidt et al. 1993). Il est présent dans une large gamme de cellules différenciées,
telles que les cardiomyocytes, les neurones, les neutrophiles, les monocytes / macrophages,
les lymphocytes, les cellules dendritiques (CD), les cellules épithéliales et endothéliales
(Chuah, Basir et al. 2013, Daffu, del Pozo et al. 2013). Au cours du développement
embryonnaire, RAGE est majoritairement exprimé de maniére constitutive et améliore la
survie des neurones durant cette méme période. Par la suite, son expression chute a un niveau
faible au cours de la vie dans les tissus sains.

Dans certaines conditions, telles que le vieillissement ou certaines pathologies, notamment les
maladies cardiovasculaires, le diabéte, 1’inflammation, les tumeurs ou encore la neuro-
dégénération, RAGE est surexprimé par rapport aux sujets contréle humain ou animaux sains
(Yan, Ramasamy et al. 2010, Chuah, Basir et al. 2013). La voie de signalisation alors activée
est dépendante de la durée d’interaction ligand/récepteur du type cellulaire en question

(Daffu, del Pozo et al. 2013).

I1.4.2.voies de signalisation de RAGE

La stimulation de RAGE par ses ligands active différentes voies de signalisation dont les

voies JAK/STAT, RAS, MAPK et NF-kB.
- voie JAK/STAT(Huang, Guh et al. 2001)

- voie RHO : Rho est impliquée dans la formation stable de filaments d'actine et a la

migration cellulaire(Huang, Guh et al. 2001)

- voie RAS : RAS est impliquée dans la réponse au stress et a 1’apoptose

- voie NF-KB : NF-kB a une action pro-inflammatoire. Une fois activé, NF-kB se transloque
au noyau pour activer des genes cibles, incluant différentes cytokines responsables de
I’immunité innée ou adaptative, des molécules vasoconstrictrices, pro-thrombotique et
d’adhésions. RAGE est également un géne cible régulé par NF-kB, présentant un site de
liaison fonctionnel pour NF-kB dans son promoteur proximal. La signalisation entre RAGE et
NF-kB est donc interconnectée (Li and Schmidt 1997). Elle permet le maintien,

'amplification du signal et I’entretien de la réponse cellulaire, qui va enlever 1 espacea son
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tour déclencher des altérations tissulaires chroniques. En outre NF-kB peut se lier a
glyoxalase (GLO1) qui est un détoxifiant supprimant son activité inhibitrice de production
d’AGEs et sa protection contre les effets délétéres du stress oxydant. Les geénes cibles de NF-
kB comprennent les geénes anti-apoptotiques tels que les protéines Bcl ; par conséquent la

survie de la cellule est sous le contréle de NF-kB (Lee and Park 2013).

- voie MAPK : RAGE stimule ERK (p42), p38 et JNK et conduit a l'induction de la

prolifération cellulaire.
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Figure 6 : Illustration des voies de signalisation de RAGE

RAGE est concerné par de multiples voies de signalisation cellulaire et en particulier dans les
réponses immunitaires et la survie cellulaire. Le domaine cytoplasmique de RAGE est
dépourvu d'activité endogéne tyrosine-kinase. Il se lie 8 ERK ou diaphanous 1 (mDial), un
membre de la famille de formin. Le blocage de RAGE ou de mDial est de plus en plus
propos¢ en tant que cible thérapeutique (Ramasamy, Yan et al. 2012) (Figure 6).
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I1.4.3. Role de RAGE dans ’inflammation et les pathologies associées

RAGE a le potentiel de convertir une réponse pro-inflammatoire transitoire, provoquée par un
stimulus inflammatoire, en dysfonctionnement cellulaire soutenu. L’augmentation de
I’expression de RAGE a ¢été observée dans un certain nombre de maladies inflammatoires
aigu€s et chroniques et coincide avec I’accumulation de ses ligands. Le développement de
nombreuses maladies humaines et leurs complications sont associés a ces voies. RAGE et ses
ligands sont anormalement régulés lors du diabéte, des maladies inflammatoires, des cancers
et des maladies cardio-vasculaires, dont I'athérosclérose, des troubles neurodégénératifs
(incluant la maladie d'Alzheimer), la polyarthrite rhumatoide ainsi que les maladies
chroniques inflammatoires de 1’intestin (Chuah, Basir et al. 2013).

L'expression basale de RAGE est retrouvée notamment dans plusieurs cellules immunitaires
et dans les cellules endothéliales. Dans un contexte inflammatoire, ces cellules expriment des
ligands de RAGE. Les interactions de RAGE avec ses ligands régulent positivement son
expression (Bierhaus, Humpert et al. 2005). Ainsi l'accroissement de la concentration des
ligands de RAGE augmente son expression. Les cellules endothéliales exprimant RAGE
interagissent physiquement avec les Mac 1 (qui sont une intégrine 2) des leucocytes. RAGE
fonctionne ainsi comme un récepteur d'adhésion aux leucocytes et est impliqué dans le
recrutement de cellules inflammatoires. En synergie, ces interactions induisent I'expression de
facteurs pro-inflammatoires et de molécules d'adhérences recrutant les cellules inflammatoires
(Chuah, Basir et al. 2013). RAGE est capable de moduler la réponse immunitaire innée
(Bierhaus, Humpert et al. 2005). Dans un modéle murin présentant une délétion du geéne de
RAGE (-/-), une diminution significative de la migration des cellules de I’inflammation a été
observée dans un contexte de péritonite (Chavakis, Bierhaus et al. 2003, Liliensiek, Weigand
et al. 2004).

De plus, I’interaction AGE/RAGE initie la génération d’especes réactives de 1’oxygene
(reactive oxidant species, ROS) via un mécanisme cytosolique dépendant de la NADPH
oxydase. RAGE contribue ainsi a 1’amplification du stress oxydant via I’induction des
superoxydes mitochondriaux. Les AGEs générés par ce stress oxydant créent une boucle
d’amplification du stress oxydant et de la signalisation de RAGE.

Le role critique de la signalisation de RAGE dans ces pathologies lui confére, ainsi qu’a ses
ligands et ses formes associées (formes solubles cCRAGE ou esRAGE), un réle primordial de
biomarqueur dans le diagnostic, le pronostic, le suivi et le traitement (blocage de RAGE ou

mDIA1) de ces pathologies (Lee and Park 2013) dont les parodontites.
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I1.5. AGERI1 un nouveau récepteur d’intérét.

AGERI1, codée par le géne DDOST, est une protéine conservée dans 1’évolution. Sa délétion
est 1étale. Elle est constituée d'un domaine transmembranaire court et d'une longue partie
intra-cellulaire. AGER1 est la protéine antagoniste du récepteur RAGE. Elle lie et dégrade
spécifiquement les AGEs, prévenant leur accumulation dans le cytoplasme et le milieu extra
cellulaire. Elle est ainsi impliquée de manicre critique dans la survie cellulaire et la régulation
de ROS. En effet, ses taux d’expression sont positivement corrélés avec des protéines
antioxydantes intracellulaires, telles que la Sirtuine (Sirt)-1 et négativement avec des voies
pro-oxydantes telles que la NADPH oxydase et la translocation nucléaire de NfkB (p65) et
donc la réponse de AGEs promue par RAGE.

Cette protéine d’environ 50 kDa est exprimée par la plupart des cellules incluant les
macrophages et les cellules mononucléaires. Les niveaux de protéines AGERI dans les
cellules mononucléaires isolées du sang chez I’homme en bonne santé sont en corrélation
avec les taux circulants d'AGE. Aprés de longues périodes d’exposition a des niveaux élevés
d’AGEs, comme chez les patients atteints de diabéte sucré ou de pathologies rénales
chroniques, 1’expression d’AGER1 diminue. Le niveau d’AGERI1 est alors inversement

proportionnel a la concentration intracellulaire de AGEs (Vlassara and Striker 2011).

AGEs et ROS s’accumulent alors, créant ainsi un cercle vicieux. La stimulation prolongée
des macrophages par AGE inhibe I’expression d’AGERI par ces cellules et favorise leur
polarisation en un phénotype inflammatoire M1. Ce changement permettrait de promouvoir
davantage la formation de ROS, un processus de l’inflammation chronique. Aprés une
exposition prolongée a AGE, I’expression d’AGER1 disparait de ces cellules inflammatoires
et monocytaires. AGER1 est impliquée dans la régulation des réponses inflammatoires. Les
changements dans I’expression d’AGERI reflétent des ajustements d’états inflammatoires et

métaboliques (figure 7) (Vlassara and Striker 2011).
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Figure 7: Voie de signalisation de AGERI1 chez un macrophage

I1.6. RAGE et les parodontites

Le lien entre RAGE et les parodontites a essentiellement été étudié dans la pathologie du
diabete. Le diabéte intensifie ’axe AGEs/RAGE et améne a un phénotype exacerbé par
rapport a la physiopathologie des parodontites seules. L’agression bactérienne dans un
environnement ou I’expression de RAGE est accrue, tel que le parodonte d'une personne
atteinte de diabete, conduirait a une inflammation exagérée et a des troubles de la réparation,
provoquant une destruction parodontale accélérée et sévere. Les études animales indiquent
que RAGE participerait a I’inflammation parodontale et diminuerait les capacités de
cicatrisation du parodonte. En effet, dans un modéle murin d'infection orale avec P.
gingivalis, une augmentation de 1'expression dans les tissus gingivaux de RAGE, d’AGE et de
MMP, parallelement a une perte d'os alvéolaire augmentée, est observée chez les animaux
diabétiques en comparaison aux groupes controles. L’administration de sRAGE, bloquant
compétitivement les interactions de RAGE-AGE, permet une diminution des niveaux de
TNFa, IL-6 et de MMP dans les tissus gingivaux et supprime les pertes osseuses alvéolaires
chez les animaux diabétiques, indépendamment du niveau de glycémie. Un modele « two-

hit » semble s’appliquer dans la pathogenese des parodontites associée au diabéte ou la
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destruction parodontale est due a une sur-activation de I’axe RAGE-Ligands. Dans ce

contexte, la charge bactérienne provoque une inflammation exagérée et des troubles de la

réparation avec pour conséquence une destruction parodontale accélérée et sévere (Figure

8).(Lalla and Papapanou 2011)

Inflammation soutenue
s et exagérée

4

RAGE

Ligand > RAGE

o)

Activation

\ thcleus

Activation de RAGE

Troubles de la
réparation

’ Destruction renforcée des tissus parodontaux

Figure 8: Le modele « Two hit » pour la pathogenése de la destruction parodontale chez les

patients diabétiques

RAGE joue néanmoins un rdéle non négligeable dans des parodontites seules. RAGE est

exprimé par les cellules épithéliales, endothéliales et inflammatoires au niveau des tissus

gingivaux de maniére significativement plus importante chez les patients ayant des

parodontites séveres avec ou sans diabéte par rapport a des patients ayant un parodonte sain

(Abbass, Korany et al. 2012).( figure 9)
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Figure 9 Immunolocalisation de RAGE (Abbass, Korany et al. 2012).

Marquage au peroxydase de raifort a) parodonte sain, b) Parodontite chronique d’un patient
diabétique, c¢) parodontite chronique. Marquage par immunofluorescence (anticorps
secondaire : rhodamine) d) parodonte sain, e) Parodontite chronique d’un patient diabétique,
f) parodontite chronique. L’échelle représente 50 pm

Les parodontopathogenes activent RAGE, sa cascade inflammatoire, ce qui génére du stress
oxydant (Chang, Chien et al. 2013). Les ROS induisent la génération des AGEs créant un
cycle vicieux clos (Abbass, Korany et al. 2012). Les cellules inflammatoires (recrutées dans
les zones d’inflammation ou RAGE joue un role dans le chimiotactisme) libérent
s100/calgranulines et activent les récepteurs RAGE environnants, dont ceux des cellules
épithéliales et endothéliales. Ces activations ameénent a la génération de ROS, de cytokines, de
molécules d’adhésion et de métalloprotéinases des tissus matriciels (MMPs). De plus les ROS
sont responsables d’une augmentation de 1’apoptose dans les zones les plus profondes de la
poche parodontale (Abbass, Korany et al. 2012) (Figure 10). In vitro les AGEs et les ROS
sont impliqués dans la suppression de la production de collagéne des fibroblastes gingivaux et
du ligament parodontal provoquant des microangiopathies et une altération de la cicatrisation.
L’implication de RAGE dans les retards de cicatrisation chez les souris diabétiques a été
¢tudiée sur des défauts osseux par craniotomie. Dans ce modele, I’interaction de RAGE avec
le ligand AGE carboxymethyllysine-albumine contribue a une cicatrisation osseuse retardée
en l'absence d'infection. In vitro, il a été montré que la carboxymethyllysine exerce un effet
apoptotique sur les ostéoblastes, médiée par RAGE, par activation des voies MAPK p38, INK
et des enzymes caspase 3 et caspase 8. L’accumulation d'AGEs et leur interaction avec RAGE
contribuent également a 'ostéoclastogenese par augmentation de I'expression de RANKL et a

la régulation négative de l'ostéoprotégérine OPG.
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Figure 10: Interrelation entre RAGE et les parodontites

I1.7. Les formes solubles de RAGE : un intérét grandissant

Pour rappel, les sSRAGE sont constituées principalement d’esRAGE, produit par épissage
alternatif, et de cRAGE générée par des métalloprotéines. Le clivage de cRAGE est
notamment promu par une augmentation de la concentration d’un de ses ligands HMGB1
(Sugaya, Fukagawa et al. 1994).

cRAGE et esRAGE sont fonctionnellement équivalents. esRAGE constitue 20% des formes
solubles de RAGE. Les formes solubles de RAGE agissent comme un récepteur leurre et
permettent de réguler I’activité de RAGE par inhibition compétitive. Les SRAGE se lient aux
différents ligands de RAGE sans traduire de signaux. En dehors de ce role concernant RAGE,
cette inhibition compétitive s’applique aux autres nombreux récepteurs avec lesquels les
ligands de RAGE interagissent, tels que la famille des Toll like receptors TLR (Bierhaus,
Humpert et al. 2005). L’injection de SRAGE in vitro et in vivo conduit au blocage effectif du
récepteur RAGE transmembranaire. Les formes solubles de RAGE ont été évaluées pour leurs
qualités thérapeutiques a I’encontre des pathologies et de leurs complications mais aussi de

biomarqueurs.
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I1.7.1.Le traitement par SRAGE

L’administration de formes solubles de RAGE dans des modeles in vitro et in vivo
(exclusivement animaux) a été testée. In vitro elles bloquent 1’expression des marqueurs de
I’inflammation, de migration cellulaire, de prolifération et de cytotoxicité (Yan, Ramasamy et
al. 2010). In Vivo elles suppriment de nombreuses pathologies telles que les pathologies micro
et macro vasculaires, notamment de 1’athérosclérose (Sakaguchi, Yan et al. 2003, Wendt,
Tanji et al. 2003) dans des modeles murins. Elle réduit les complications du diabéte
expérimental (dysfonctions myocardiques, complications rénales, rétiniennes et neuropathies)
(Chen, Yan et al. 2004, Yan, Ramasamy et al. 2010) et les retards de cicatrisation (Goova, Li
et al. 2001). sRAGE protege contre le développement de tumeurs primaires et le
développement de métastases (Taguchi, Blood et al. 2000). Dans un mode¢le de polyarthrite
rhumatoide, ot RAGE est fortement exprimé par les macrophages résidant des tissus
articulaires, 1’administration de sSRAGE réduit ’cedéme articulaire, 1’érythéme et supprime
I’activation des cytokines pro-inflammatoires et des métalloprotéinases (Hofmann, Drury et
al. 2002). L’injection de sSRAGE augmente le taux de survie du modéle murin dans le cas
d’infections et de Iésions massives (Yan, Ramasamy et al. 2010). Enfin au niveau parodontal,
I’administration de sRAGE bloque la destruction de ’os alvéolaire dans un modé¢le de
parodontite chez la souris diabétique (Lalla, Lamster et al. 2000).

Les formes solubles, en se liant aux ligands de RAGE, ont montré leur intérét thérapeutique.
Il est important cependant de noter que 1’expression de SRAGE n’a pas été étudi¢e chez le
gros animal ni méme chez I’homme dans le contexte de la maladie parodontale.
Singuliérement, SRAGE n’est pas mesurable quantitativement dans le sérum des modeles

murins mais est détectable chez 1’homme.

11.7.2. SRAGE/esRAGE : un nouveau biomarqueur d’intérét ?

Depuis la premiere description de niveaux détectables de SRAGE ou esRAGE dans le sérum,
de nombreuses études dans la littérature ont établi des corrélations entre les différentes
concentrations des formes solubles de RAGE et la présence de pathologies ainsi que leurs
sévérités. La concentration de SRAGE et de esRAGE au niveau systémique (sérum) varie en
fonction de diverses pathologies, en particulier du diabéte et des maladies inflammatoires.
(Tableau 3)

Le cas particulier du diabéte et de I'insuffisance rénale : La concentration sérique de
SRAGE est plus ¢levée en cas d’insuffisance rénale due, notamment, a la diminution de la

fonction de la clairance. Dans le cas du diabéte, les résultats de nombreuses études sont
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contradictoires. Dans ces deux situations, les concentrations tissulaires de RAGE et les
concentrations tissulaires et sériques des AGEs sont augmentées. (Maillard-Lefebvre,
Boulanger et al. 2009, Yan, Ramasamy et al. 2010).

Les pathologies inflammatoires : La concentration sérique de sSRAGE est diminuée ;
SRAGE pourrait devenir un biomarqueur d’intérét dans le suivi de pathologies, de leur
sévérité ainsi que de la réponse du patient a une thérapeutique. Au regard de la littérature, la
concentration sérique de SRAGE est diminuée dans un certain nombre de pathologies telles
que D’athérosclérose, les maladies coronariennes, I’hypertension essentielle et la maladie
d’Alzheimer. Plus spécifiquement, ’expression d’esRAGE est diminuée dans d’autres

pathologies comme I’infarctus du myocarde et le diabéte.

Conditions SRAGE | esRAGE | piferences
(Grossin, Wautier et al. 2008)
Diabete de type 2 v oA v
(Challier, Jacqueminet et al. 2005,
Diabeéte de type 1 Katakami, Matsuhisa et al. 2005,
g ¥ | Koyama, Shoji et al. 2005)
(Kalousova, Hodkova et al. 2006,
Insuffisance rénale ) ) Dalal, Semba et al. 2011)
v (Santilli, Bucciarelli et al. 2007)

hypercholestérolémie

(Geroldi, Falcone et al. 2005)

hypertension essentielle v

(Emanuele, D'Angelo et al. 2005)
Maladie d'Alzheimer v

(Pullerits, Bokarewa et al. 2005)
Arthrite rhumatoide ¥

(Wittkowski, Hirono et al. 2007)
Maladie de Kawasaki v

(Falcone, Emanuele et al. 2005)
Coronaropathies v

(Catalano, Cortelazzo et al. 2008)
Artériopathie oblitérante des v
membres inférieurs

(Boschetto, Campo et al. 2013)
Broncho-pneumopathie v
chronique obstructive

Table 3 : Concentration sérique de SRAGE et esRAGE en fonction de différentes pathologies
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sRage et esRAGE sont corrélés a différents facteurs. Ils sont notamment corrélés
négativement avec 1’age, la pression artérielle systolique et 1’indice de masse corporelle. De
surcroit, eSRAGE et sRAGE sont corrélés positivement avec 1’adiponectine. SRAGE est
inversement corrélé a la durée du diabete et esSRAGE au taux de HbAlc.(Norata, Garlaschelli

et al. 2009).

I1.8. Objectifs

Les parodontites sont des pathologies inflammatoires chroniques a forte prévalence, aux
conséquences orales et systémiques notables. Nous ne disposons pas a ce jour de
biomarqueurs pour aider au diagnostic, pronostic, suivi et conséquences extra orales des
parodontites. Le récepteur RAGE est impliqué dans la physiopathologie des parodontites
liée au diabete. Son implication et celle de ses formes solubles n’ont été que trés peu étudiées
dans les parodontites non associée au diabete.

L’objectif principal de ce travail a été de réaliser une ¢étude transversale afin d’évaluer
I’expression des formes solubles de RAGE au niveau systémique selon 1’existence d’une
parodontite chronique dans le sérum et la salive, d’évaluer leur intérét comme biomarqueurs
de la parodontite chronique. L’évaluation de RAGE et de son antagoniste AGERI a aussi été

évaluée au niveau local dans des biopsies gingivales.
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III. PATIENTS ET METHODES

Cette étude est de nature transversale. L’échantillon est issu d’une population sélectionnée sur

la présence ou I’absence de la parodontite chronique. La description de la population et la
méthode de recueil des échantillons ont été¢ décrites ( voir annexe 1 )(Detzen, Chen et al.

2017)

I11.1. Participants

I11.1.1. Sélection des patients

L’étude a été conduite en accord avec la déclaration d’Helsinski de ’association médicale
mondiale et approuvée par le « Columbia institutional Review Board (AAAE7056) ». Les
patients ont signé un consentement éclairé avant le début de leur participation. Cent quarante
patients présentant une parodontite chronique et patients parodontalement sains agés de 26 a
65 ans ont été recrutés pendant un entretien individuel, a la clinique de I'université de

médecine dentaire de Columbia a New York.

II1.1.1.1. Les critéres d’inclusion

Criteres Homme et Femme
d’inclusion
généraux

Age Supérieur a 20 ans

Groupe ayant une parodontite Groupe contrdle
chronique

Parodontite chronique généralisée, | Ayant un parodonte sain (les
Critéres modérée a sévére patients ayant une perte
d’inclusion | (définie par la présence d’au moins | d’attache n’excédant pas 2
parodontaux | deux poches parodontales dans deux | mm et aucune  poche
quadrants mesurant 5 mm ou plus, | parodontale excédant 4 mm).
ayant des pertes d’attache
concomitantes de plus de 3 mm et
saignement au sondage supérieur a
30%

Plus de 20 dents

Table 4 : Critéres d’inclusion
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I11.1.1.2. Les criteres d’exclusion

Fumeurs réguliers ou anciens fum