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1 : Introduction

1.1 La résorption radiculaire

La racine, par l'intermédiaire du cément, permet a la dent d’étre ancrée dans |'os alvéolaire
environnant par l'intermédiaire du ligament alvéo-dentaire, et a eux trois, ils forment une unité
fonctionnelle qui peut étre le siege de lésions, dont les résorptions radiculaires. Une résorption est
une disparition progressive, partielle ou totale d’un tissu, d’'un corps étranger ou d’un produit
pathologique, assimilé par les tissus environnants. Elle peut étre physiologique ou pathologique®.
Chez I'homme, ce phénomeéne existe au niveau des dents temporaires, c’est un processus
physiologique, appelé rhizalyse, la résorption radiculaire permettant I’exfoliation des dents lactéales,
et ainsi la mise en place des dents permanentes.

A l'inverse, la résorption radiculaire en denture permanente est un processus pathologique, qui

induit la perte du cément, de la dentine et de 'os. Il peut concerner les dents vivantes ou dépulpées?.

Deux types de résorption sont différenciés en fonction de leur point de départ, elle peut étre :
- Interne, quand le systéme canalaire n’est plus protégé par la prédentine (Figure 1a)

- Externe, lorsque la surface radiculaire n’est plus protégée par le précément (Figure 1b)

! Arana-Chavez et Bradaschia-Correa, « Clastic cells : mineralized tissue resorption in health and disease ».

2 Trope, « Root resorption of dental and traumatic origin : classification based on etiology ».
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Figure 1 : (a) Radiographie intra-orale rétro-alvéolaire d’une résorption radiculaire interne de
I'incisive centrale maxillaire a gauche. (b) Radiographie intra-orale rétro-alvéolaire d’une résoprtion

radiculaire externe de l'incisive centrale maxillaire droite

(a)

Résorption interne Résorption externe

Source : Trope, « Root resorption of dental and traumatic origin : classification based on etiology », 1998.

Dans ce travail, nous nous intéressons aux résorptions radiculaires externes.

Contrairement a ceux observés en présence d'une lésion carieuse, les symptomes liés aux
résorptions pathologiques sont discrets. Le diagnostic se fait donc généralement tardivement, lors de
la signalisation d’une géne par le patient ou lors de I'apparition d’une mobilité ou bien la survenue
d’une fracture inopinée. Elles peuvent étre découvertes lors d’'un examen radiographique de suivi,

méme en I'absence de symptéme3,

Les résorptions radiculaires ont diverses étiologies, notamment les traumatismes dentaires, dont la
résorption est une complication fréquente, difficile a gérer pour le clinicien®.

La fréquence des patients présentant des traumatismes dentaires est élevée, avec une incidence
annuelle rapportée comprise entre 1,5 % et 2,8 %°. En fonction du type de traumatisme et du délai
de prise en charge, les séquelles résultant d'une perturbation neurovasculaire, d'une nécrose de la
pulpe et d'une contamination bactérienne sont fréquentes, conduisent a une résorption radiculaire

pathologique, principalement externe, la résorption interne restant exceptionnelle.®

3 Ahangari et al., « Interventions for the management of external root resorption ».
4 Andreasen, Andreasen, et Andersson, Textbook and color atlas of traumatic injuries to the teeth.
3 Skaare et Jacobsen, « Dental injuries in Norwegians aged 7-18 years ».

6 Soares et al., « Frequency of root resorption following trauma to permanent teeth ».
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Par ailleurs, il existe un autre type de résorption, a point de départ cervical, c’est-a-dire
immédiatement sous I’émail de la couronne : les résorptions cervicales externes. Elles sont associées,
cette fois a un traumatisme parodontal répété, entrainant une inflammation, qui peut étre d’origine
septique, par exemple lors d’un brossage insuffisant entrainant la présence de plaque, ou d’origine

aseptique par exemple lors d’un traitement orthodontique. Les deux origines peuvent se cumuler’.

Figure 2 : Histogramme représentant la fréquence (%) des principaux risques de facteurs de

développement d’une résorption cervicale externe pour les dents étudiées

8
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Source : Mavridou et al., « Descriptive analysis of factors associated with external cervical resorption », 2017.

A I’échelle cellulaire, la résorption des tissus dentaires minéralisés est la conséquence de I'activité de
cellules plurinucléées, parfois appelées odontoclastes, par assimilation aux ostéoclastes®. Elles ont la
méme origine cellulaire, la méme anatomie (présence d’une bordure en brosse) et ont des propriétés
enzymatiques et métaboliques identiques. De plus, leur activité est également régulée par le systeme
OPG/RANKL/RANK®,

Certains auteurs avancent quelques petites différences: au niveau de la taille inférieure des
odontoclastes, qui posséderaient en outre moins de noyaux et formeraient des lacunes de résorption

plus petites qu’au niveau de I'0s™°.

7 Mavridou et al., « Descriptive analysis of factors associated with external cervical resorption ».
8 Wang et McCauley, « Osteoclasts and odontoclasts : signaling pathways to development and disease ».
? Tyrovola et al., « Root resorption and the OPG/RANKL/RANK system : a mini review ».

10 Wang et McCauley, « Osteoclasts and odontoclasts : signaling pathways to development and disease ».
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1.2 Un lien entre la pulpe et la résorption radiculaire externe ?

Bien que la pulpe soit a distance du cément, la pulpe pourrait jouer un role important dans les
phénomeénes de résorption. Ce roéle a notamment été mis en évidence, dans I'étude de Zheng et
collaborateurs!!. Des cellules issues de culture primaire d’os alvéolaire et des splénocytes murins ont
été mis en culture, en présence ou non de cellules pulpaires. La présence de cellules pulpaires
atténuait significativement I'ostéoclastogénese.

Les auteurs ont également mis en évidence que des dents réimplantées étaient plus sujettes a des
résorptions radiculaires lorsque la pulpe avait été éliminée. La pulpe protégerait donc la dent des

cellules clastiques responsables de la résorption radiculaire.

Figure 3 : Histogramme de la quantification de cellules ostéoclastisque a gauche et mise en évidence
de la résorption radiculaire au niveau de I'incisive maxillaire de rat par une coloration TRAP (H), une

immunohistochimie de RankL (I) et d’OPG (J) a gauche

* ¥

Ctrl ABCs DPCs

Source : Zheng et al., « Mesenchymal dental pulp cells attenuate dentin resorption in homeostasis », 2015.

Par ailleurs, dans une étude menée au sein du laboratoire « Pathologies, Imagerie et Biothérapies
orofaciales » du Professeur Chaussain, Mangione et ses collaborateurs'? ont réalisé une effraction
pulpaire au niveau de molaires chez le porc, puis implanté des hydrogels contenant ou non des
cellules pulpaires de cochon afin d’étudier le potentiel régénérateur de la pulpe. lls ont constaté des
résorptions radiculaires externes systématiques, qui seraient dues au traumatisme pulpaire réalisé

lors de la pulpotomie, puisqu’indépendantes de la présence de cellules implantées.

1 Zheng et al., « Mesenchymal dental pulp cells attenuate dentin resorption in homeostasis ».

12 Mangione et al., « Implanted dental pulp cells fail to induce regeneration in partial pulpotomies ».
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La pulpe semblerait donc impliquée dans le processus physiopathologique conduisant a des

résorptions radiculaires externes.

Figure 4 : Mise en évidence de résorption radiculaire externe de molaire de cochon nain par imagerie

microCT a gauche et coupe histologique a droite

200 um_

Source : Mangione et al., « Implanted dental pulp cells fail to induce regeneration in partial pulpotomies »,

2017.

Tres peu de modeles de résorptions radiculaires externes par traumatisme pulpaire ont été décrits,
comme par exemple chez le chien®®. Du fait des limites, notamment en terme de co(it mais aussi de
limites des études histologiques, il a semblé pertinent de poursuivre les investigations sur la
résorption par lésion pulpaire, en développant un modele expérimental murin de résorption
radiculaire externe afin d’analyser au mieux les mécanismes physio-pathologique de la résorption

radiculaire externe et du réle de la pulpe.

1.3. NLRP 3 et inflammation pulpaire

L'inflammasome NLRP3 est un complexe macro-moléculaire qui a un role crucial dans la progression
des réponses immunitaires inflammatoires et adaptatives en réponse a un large éventail de signaux

microbiens ou de dangers.

13 da Silva et al., « Radiographic evaluation of pulpal and periapical response of dogs’ teeth after pulpotomy and use of
recombinant human bone morphogenetic protein-7 as a capping agent ».

14 Kejia et al., « Role and mechanism of the nod-like receptor family pyrin domain-containing 3 inflammasome in oral
disease ».



Il est composé de 3 molécules :
- Le récepteur cytoplasmique Nalp ou NLRP3 pour NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3
- La protéine adaptatrice ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain)

- La pro-caspase 1.

Lorsqu'elles interagissent, le complexe inflammasome conduit a la libération des cytokines pro-
inflammatoires IL-1B et IL-18 par I'activation de deux types : premierement de la caspase-1 qui clive
la prolL-1B et la prolL-18 en cytokines inflammatoires matures ; deuxiemement par l'activation de la
gasdermine qui conduit a la pyroptose et donc a l'explosion de la cellule, libérant ainsi tous les

contenants de la cellule en milieu extra-cellulairel®

Figure 5 : Schéma de la libération d’IL-1B et IL-18 a partir de I'inflammasome NLRP3
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Source : Dr Gosset, 2018.

15 Kejia et al.



Au niveau de la pulpe dentaire, NLRP3 semble jouer un role essentiel dans la détection des bactéries
pathogénes et l'initiation de l'inflammation. En effet, I'équipe de Song!® a observé ex vivo que les
cellules de la pulpe dentaire humaine de 3®™ molaire présentaient des taux élevés d'’ARNm et de
protéines NLRP3. Les protéines NLRP3 étaient principalement exprimées dans les odontoblastes et

certaines cellules endothéliales vasculaires de la pulpe.

Figure 6 : Mise en évidence par immuno-histochimie de NLRP3 dans les odontoblastes a gauche et

dans les cellules vasculaire a droite

Source : Song et al., « NLRP3 is expressed in human dental pulp cells and tissues », 2012.

16 Song et al., « NLRP3 is expressed in human dental pulp cells and tissues ».
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De plus, I'expression de la protéine NLRP3 varie en fonction de l'inflammation pulpaire. Une
expression plus importante est observée dans les tissus pulpaires atteints de pulpite irréversible,
donc dans une pulpe trés inflammatoire, que dans les tissus pulpaires normaux et dans les tissus

atteints de pulpite réversible, c’est-a-dire pas ou moyennement inflammatoires®’.

Figure 7 : Histogramme de I'expression de NLRP3 en fonction de I’état inflammatoire de la pulpe

.

Fold change in protein
expression of NLRP3

= T T ol
Normal pulp Reversible pulpitis  lrreversible pulpitis

Source : Jiang et al., « Activation of the NLRP3 / caspase-1 inflammasome in human dental pulp tissue and

human dental pulp fibroblasts », 2015.

NLRP3 jouerait donc un réle essentiel dans la signalisation inflammatoire de la pulpe. Un modeéle KO-
Nirp3 est I'objet d’études du Professeur Gosset, au sein du laboratoire du Professeur Chaussain. Afin
de déterminer un role de I'inflammation dans les mécanismes de la résorption radiculaire, ce modeéle
devrait permettre, par la modulation de l'inflammation pulpaire, d’étudier son réle dans les

résorptions radiculaires externes.

17 Jiang et al., « Activation of the NLRP3 / caspase-1 inflammasome in human dental pulp tissue and human dental pulp
fibroblasts ».
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1.4. Objectif

Cette étude a pour but d’étudier le réle de I'inflammation pulpaire dans la résorption radiculaire
externe par:
1. La mise au point d’'un modeéle de résorption radiculaire externe chez la souris

2. L'étude de I'implication de I'inflammation pulpaire en utilisant le modele murin KO-NIrp3

11



2 : Materiels et Méthodes

2.1. Souris Wild Type (WT) et KO-Nirp3

Les souris ont été maintenues dans des conditions normales avec un cycle de lumiére et d'obscurité
de 12 h a 25° C et leur ont été fourni de la nourriture et de I'eau ad libitum.

Les souris Nlrp3-KO, sur fond génétique C57BL6, ont été obtenues grace au Professeur Gosset. Les
souris WT ont été commandées au fournisseur Janvier.

Elles ont été génotypées par réaction en chaine de la polymérase (PCR).

Tableau 1 : Caractéristiques des souris

Nombre de souris Race Age
30 C57BL6 3 mois
9 KO-NIrp3 3 mois

Source : Auteur, 2019.

2.2. Chirurgie

Trois protocoles chirurgicaux ont été réalisés sur la premiére molaire maxillaire de souris WT:
- Un traumatisme parodontal : n=9
- Un traumatisme pulpaire : n=9

- La combinaison du traumatisme parodontal et pulpaire : n=12

12




2.2.1 Protocole du traumatisme parodontal

- Sélection d’une souris

- Mesure du poids de la souris

- Anesthésie : injection intra-péritonéale de Kétamine-Xylazine (1ml/100mg)

- Positionnement de la souris et réglage du microscope opératoire

- Mobilisation de la premiére molaire maxillaire a I'aide d’un bistouri et d’une lame 11. La luxation est

réalisée jusqu’a ce la molaire présente une mobilité axiale et latérale.

Figure 8 : Protocole du traumatisme parodontal

Source : Auteur, 2019.
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2.2.2 Protocole du traumatisme pulpaire

- Sélection d’une souris

- Mesure du poids de la souris

- Anesthésie : injection intra-péritonéale de Kétamine-Xylazine (1ml/100mg)

- Positionnement de la souris et réglage du microscope opératoire

- Réalisation sur la premiére molaire maxillaire, de la cavité d’acces et de I'effraction pulpaire a I'aide
d’un contre angle bague bleue et d’une frise LN col 004

- Introduction d’une lime K pour réaliser les finitions de I'effraction pulpaire

- Obtention d’'une hémostase a l'aide de céne de papier

- Mise en place d’un matériau permettant un entretien de I'inflammation pulpaire : ciment d’oxyde

de zinc — eugénol (IRM ®)

Figure 9 : Protocole du traumatisme pulpaire

Source : Auteur, 2019.

Les souris sont sacrifiées a 7 jours, 21 jours et 42 jours apreés la chirurgie et les hémi-maxillaires sont

fixés dans du parafomaldhéyde 4% pendant 48 heures.

Le protocole conduisant au modéle le plus pertinent a été réalisé sur les souris KO Nlrp3 (n=9) et

comparées a des souris WT.
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2.3. Micro-CT

Un suivi longitudinal a 7, 21 et 42 jours a été réalisé par microCT, Quantum FX PERKIN ELMER sur la «
Plateforme d’Imagerie et du Vivant » (PIV). Pour chaque examen, les animaux ont été anesthésiés a
I'isofluorane.

Parameétres utilisés :

- Voltage : 90 KV
- Intensité : 160 UA
-FOV :5 mm

- Mode d’acquisition : 3 minutes (fine)

Pour chaque animal, la présence, la localisation et |a taille des lacunes de résorptions ont été notées.
Les tissus dentaires et les structures environnantes ont également été systématiquement observés,
notamment la présence d’éventuelle Iésion osseuse inter-radiculaire. L'intégrité de plancher pulpaire
apreés chirurgie a également été controlé.

L'analyse des images a été réalisée grace au logiciel Osirix et la précision du Micro-CT n’a pas permi

d’études quantitatives.

2.4. Analyse Histologique

Aprés sacrifice des animaux, les hémimaxillaires sont prélevés, puis fixés au paraformaldéhyde 4 %.
Une déminéralisation par bains d'EDTA 4,13 % pendant 120 heures minium au four a micro-ondes
(chaleur humide) a été réalisée. Apres ringage au PBS, les échantillons ont été déshydratés par des
bains successifs d’alcool 70°, 95° et 100° et passage dans le toluéne. Les pieces ont ensuite été

incluses en paraffine et des coupes histologiques de 7um réalisées a I'aide d’'un microtome.

2.5. Colorations histologiques au Trichrome de Masson
Afin de mettre en évidence les différentes structures, un trichrome de Masson associant un colorant
nucléaire (Hémalun), un colorant cytoplasmique (orange G molybdique), et un colorant des fibres de

collagéne (vert lumiere) a été réalisé.

Protocole : d’une lame paraffinée

|  Déparaffinage :

e Bain dans du Toluéne, 2 fois 10 minutes

| Déshydratation : réalisation successive de bains
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e Alcool Absolue pendant 10 minutes
e Alcool 95 pendant 10 minutes
e Bain d’eau distillé pendant 10 minutes

] Coloration : réalisation successive de bains
e Hémalun, qui est a filtrer car il y a la présence de dépd6t, pendant 5 min (pour colorer les

noyaux)
e Ringage a I’eau courante, pendant 5 min
e passage dans I'eau distillée
e Ponceau Fuchsine, qui est a conserver au froid, pendant 2 min
e Ringages a 'eau acétique 2 %, pendant 2 min
e Orange G molybdique, pendant 5 min
e Ringages a I'eau acétique 2 %, pendant 5min
e Vert lumiére, pendant 5 min
e Rincages a I'eau acétique 2 %, pendant 5min
e Ringage a I’eau courante, pendant 5 min
| Déshydratation : réalisation successive de bains

e Alcool 95, 2 bains de 10 min puis un de 3 min
e Alcool absolu, 2 bains de 5 min
e Toluene, pendant 5 min

| Montage : des lames avec du Depex

2.6. Evaluation des résorptions

Des coupes sériées de 7um de I'ensemble des échantillons ont été réalisées. L’'ensemble des coupes
colorées au trichrome de Masson, soit 1 toutes les 8 coupes, a servi pour |'évaluation des
résorptions.

En se basant sur la classification d’Andreasson’®, il a été considéré qu’il n’y a pas de résorption,
guand aucune discontinuité radiculaire au niveau du cément n’est objectivable sur I'ensemble des
coupes colorées en trichrome de I’échantillon.

En présence d’'une lacune de résorption, sous forme de discontinuité du cément, sans autres

modifications, il a été considéré qu'’il s’agit d’'une résorption de surface. (Figure 10a)

18 Andreasen, « Luxation of permanent teeth due to trauma : a clinical and radiographic follow-up study of 189 injured
teeth ».
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En présence d’une lacune de résorption atteignant le cément et plus ou moins la dentine, et en
présence de modifications cellulaires parodontales. Il a été considéré qu’il s’agit d’'une résorption

inflammatoire. (Figure 10b)

Figure 10 : Coupe sagittale colorée au Trichrome de Masson de M1 sur laquelle des lacunes de
résorption de surface (a) et inflammatoire (b) sont visibles. P pulpe, D dentine, PDL ligament

parodontal

(b)

Source : Auteur, 2019.
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2.7. Analyses statistiques

L'aire des lacunes de résorption étant plus représentatif de la sévérité de la résorption que le nombre
de lacunes, L’aire des lacunes de résorption inflammatoire a été calculée pour 3 coupes de chaque
dent ayant subit un traumatisme et sacrifié a 21 jours, grace au logiciel Image J®.

Une analyse statistique a I'aide d’un test de Wilcoxon — Mann Whitney a ensuite été effectuée.

Figure 11 : Coupe sagittale colorée au Trichrome de Masson de M1 présentant une résorption
inflammatoire. La surface de la dent résorbée (pointillé) est calculée afin de comparer les différents

échantillons. P pulpe, D dentine, PDL ligament parodontal

Source : Auteur, 2019.

2.8. Coloration de la Phosphatase Acide Tartrate Resistance (TRAP)

Afin de mettre en évidence |'activité ostéoclastique, des colorations de la Phosphatase Acide Tartrate
Resistance (TRAP) ont été réalisées sur des coupes d’intérét, sélectionnées d’apres les observations

des coupes colorées au Trichrome de Masson.
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Protocole :

| Préparation du tampon acétate 0,1 M pH 5,2

e 64 mg d’acétate de sodium anhydre (Sigma S-2889)

e 10 ml d’eau distillée

e 100 pl d’acide acétique glacial

e Vérification du pHa 5,2

"1 Préparation du réactif : a I'abri de la lumiéere

e 10 mg de naphol AS-MX phosphate (Sigma 6000) dissout dans

e 50 pl de NN dimethylformamide

e 10 ml de tampon acétate pH 5,2

e 230 mg de tartrate de sodium (Sigma S-4797)

e 10 mg de Fast Red TR salt (Aldrich 368881)

e Controle du pH a 5,2 et filtration

| Incubation des coupes : 1 heure a 37°C

| Rincage : a I'eau distillée

| Contre-coloration : au vert de Methyl

e Vert de Methyl sur coupe, 1 min

e Ringage eau distillé

| Deshydratation et montage des lames au Depex

2.9. Immuno-histochimie

Des marqueurs spécifiques de l'inflammation et de la voie OPG/RANK/RANKL ont été mis en

évidence par immunohistochimie.

Tableau 2 : Caractéristiques des anticorps

Anticorps primaire

Anti-IL1B
(ab9722)

polyclonal de lapin

Anti-TNFa
(ab34674)

polyclonal de lapin

Anti-OPG (ab9986)

polyclonal de lapin

Anti-RANKL
(ProSci, 3963)

polyclonal de lapin

Concentration 1/100 1/100 1/10 1/200
Anticorps Anti-lapin Anti-lapin Anti-lapin Anti-lapin
secondaire

Concentration 1/100 1/100 1/100 1/100

Source : Auteur, 2019
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Protocole :

Apres déparaffinage et réhydratation, les sites antigéniques ont été démasqués au BD RETRIVAGEN
(PHARMIGEN) (45 min). Brievement, selon les indications du fabricant, les coupes ont été immergées
dans la solution, chauffée au bain marie entre 80 et 85°C, pendant 10 minutes. Aprées refroidissement
a température ambiante pendant 20 minutes, les coupes ont été rincées a I’eau distillée.

Apres blocage des peroxydases a I'acide ortho-périodique 5mM pendant 10 minutes et incubation
pendant 1 heure au PBS 1X - BSA 5%, I'anticorps primaire a été incubé pendant 24 heures. Apres
rincage au PBS, I'anticorps secondaire a été incubé a son tour, sous agitation pendant 1 heure. La
visualisation des peroxydases a été réalisée a température ambiante, en chambre noire, en utilisant
la 3.3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Dab, Sigma-Aldrich), aprés 3 a 5 minutes.

Une contre-coloration au vert de Méthyl a été réalisée avant déshydratation et montage des coupes

au Dépex.
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3 : Résultats

3.1. Développement d’'un modele murin de résorption

3.1.1. Le traumatisme pulpaire est nécessaire a I'obtention d’une résorption radiculaire

L’analyse histologique, complétée par I'analyse microCT, des échantillons de souris WT ont permis de
mettre en évidence qu’un traumatisme pulpaire était nécessaire a l'induction d’une résorption

radiculaire.

En effet, aucune destruction du cément n’est objectivable sur les dents ayant subi seulement un

traumatisme parodontal par luxation, quelque soit la durée entre le traumatisme et |’observation.

Sur les dents ayant subi un traumatisme pulpaire ou I'association des deux traumatismes, des
résorptions de surface (Figure 12) et des résorptions inflammatoires (Figure 13) sont visibles a 21 et
42 jours apreés la chirurgie. Les résorptions de surface ne sont pas visibles en microCT, a l'inverse des

résorptions inflammatoires.
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Figure 12 : Coloration au Trichrome de Masson d’une coupe sagittale de M1 maxillaire WT ayant subi
un traumatisme pulpaire, 7 jours apres chirurgie, sur laquelle une résorption de surface est visible
(fleche noire) (a). L'analyse de la dent en microCT ne permet pas de I'objectiver (b). P pulpe, D

dentine, PDL ligament parodontal, M Matériau d’obturation

Source : Auteur, 2019.



Figure 13 : Coupe sagittale colorée au Trichrome de Masson de M1 maxillaire WT ayant subi un
traumatisme pulpaire et parodontal, 21 jours apreés chirurgie, sur laquelle des lacunes de résorption
inflammatoire sont visibles (fleches noires) (a). Ces résorptions sont visibles également sur les images

microCT (fleches blanches) (b). P pulpe, D dentine, PDL ligament parodontal, M Matériau

d’obturation

(a) (b)

I o =

Source : Auteur, 2019.
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La présence de cellules resorbantes, marquées positivement a la TRAP, est notée au niveau de la
surface radiculaire dans les lacunes de résorption des dents traumatisées par un traumatisme

pulpaire ou la combinaison des deux modalités. (Figure 14)

Figure 14 : Coupes sagittales de M1 maxillaire WT saine a gauche et ayant subi un traumatisme
pulpaire et parodontal, 42 jours apres chirurgie, a faible grossissement au milieu et fort
grossissement a droite (a) colorées au Trichrome de Masson et (b) colorées par la coloration
enzymatique TRAP mettant en évidence la présence d’une activité ostéoclastique (en rouge). P

pulpe, D dentine, PDL ligament parodontal, M Matériau d’obturation

Contrdle

@)

()

Source : Auteur, 2019.
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3.1.2. ’association d’un traumatisme pulpaire et parodontal conduit a une augmentation

de la surface résorbée par résorptions inflammatoires

A 21 jours, en comparant les aires des lacunes de résorption, il apparait clairement que le processus
pathologique est significativement plus marqué, sur les racines des dents ayant subi la combinaison

du traumatisme parodontal et pulpaire, que le traumatisme pulpaire seul (p : 0.04).

Figure 15 : Comparaison des aires des lacunes de résorption inflammatoire entre la modalité avec

traumatisme pulpaire et la combinaison des 2 traumatismes (p : 0.04)

159
Bl Traumatisme pulpaire

Traumatisme pulpaire et parodontal

104

or-r—r——TT T T T T T T 7

Q QO O
‘o WQ ,‘DQ D‘Q @Q QQ ,\Q q,Q) %() '&Q (}/QQ

L L

Source : Auteur, 2019.
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3.1.3. Les résorptions inflammatoires progressent au cours du temps

L'ensemble de nos observations des coupes histologiques montre que les résorptions inflammatoires
ne sont pas visibles a 7 jours mais qu’elles sont présentes a 21 jours et 42 jours.

Le suivi longitudinal réalisé par microCT a permis de mettre en évidence une augmentation de taille
des lacunes au cours du temps. Parallelement, une augmentation de la résorption osseuse est

observée avec le temps et aucune cicatrisation n’est observée a 42 jours.

Figure 16 : Suivi longitudinal par microCT d’une premiere molaire ayant subi un traumatisme pulpaire
et parodontal, avant la chirurgie et a 21 jours et 42 jours. Une lacune (fleche blanche) est visible sur
la face externe de la racine distale a 21 jours. A 42 jours, elle est plus prononcée, d’autres lacunes
sont visibles sur la racine mésiale sur les faces interne et externe. P pulpe, D dentine, M Matériau

d’obturation

Jo J21 J42

Source : Auteur, 2019.

3.1.4. Expression d’OPG et de RANKL lors des résorptions

Dans les cas de dents ayant subi I’association des deux traumatismes, un signal RANKL est présent au
niveau pulpaire des 7 jours, de maniére plus importante que sur une dent témoin, n’ayant pas subi
de traumatisme. Ce signal pulpaire augmente au cours du temps a 21 et 42 jours apreés la chirurgie.

Concernant OPG, le marquage est assez comparable, avec un signal positif pulpaire dés 7 jours, qui

augmente avec le temps.
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Au niveau parodontal, un marquage positif, a la fois pour OPG et RANKL est retrouvé dans les
cémentocytes, les ostéocytes et les cellules du ligament a l'apex des dents indemnes de
traumatisme. Ce marquage résulte du remaniement osseux lié a la mastication répétée
caractéristique du rongeur.

Sur les dents traumatisées, un signal positif similaire est noté, mais en plus, un marquage est observé

au niveau des lacunes de résorption et dans les cellules environnantes.

Figure 17 : Marquage immunohistochimique anti-RANKL (panel gauche) et anti-OPG (panel droit) sur
des coupes sagittales sur dent saines, sur dents traumatisées a 7 jours, et sur dents traumatisées
présentant une résorption radiculaire inflammatoire a 21 et 42 jours chez la souris WT. P pulpe, D

dentine, PDL ligament parodontal
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3.1.5. La résorption radiculaire est associée a I'inflammation pulpaire.

A 7 jours, alors qu’aucune résorption n’est décelable, le marquage pour IL-1B et TNFa est
principalement retrouvé en regard de I'effraction pulpaire. A 21 jours, le marquage semble s’étendre

au niveau pulpaire, il est observable au niveau caméral et dans les 2/3 de |a pulpe radiculaire. (Figure 18)

Figure 18 : Marquage immunohistochimique anti-IL1p a gauche et anti-TNFa a droite sur des coupes
sagittal sur dents traumatisées a 7 jours, et sur dents traumatisées présentant une résorption

radiculaire inflammatoire a 21 jours chez la souris WT. P pulpe, D dentine, PDL ligament parodontal
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Source : Auteur, 2019.
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Sur des dents doublement traumatisées a 21 jours, un fort marquage pulpaire pour IL-1p3 est présent

lorsqu’il y a des résorptions, alors qu’il est trés faible sur les dents traumatisées qui ne présentent

pas de résorption. (Figure 19)

Figure 19 : Marquage immunohistochimique anti-IL1p sur des coupes sagittal sur dents traumatisées

a 21 jours au niveau (a) d’une dent ne présentant pas de résorption radiculaire inflammatoire et (b)

d’une dent présentant une résorption inflammatoire chez la souris WT. P pulpe, D dentine, PDL

ligament parodontal
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Source : Auteur, 2019.
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3.1.6. Implication des débris de Malassez dans les voies de la résorption

Des cellules avec amas de noyaux sont visibles au contact des racines, préférentiellement au niveau
de la furcation sur les dents ne présentant pas de résorption radiculaire inflammatoire. Quelques-
unes de ces cellules sont visibles sur les dents présentant des résorptions radiculaires. (Figure 20a)

Ces cellules ne sont pas marquées positivement a la TRAP, ce qui exclut que ce soit des ostéoclastes
et suggere qu’il s’agirait de débris de Malassez, structures épithéliales odontogénes présentes dans

le parodonte. (Figure 20b)

Figure 20 : Coupes sagittales de 2 dents de WT ayant subi un traumatisme pulpaire, 7 jours aprés
chirurgie (a) colorées au Trichrome de Masson a faible grossissement a gauche et fort grossissement
a droite mettant en évidence la présence de cellules avec un amas de noyaux au contact des racines

(b) colorées par coloration enzymatique TRAP mettant en évidence |’absence d’une activité

ostéoclastique (en rouge) de ces cellules avec un amas de noyaux. P pulpe, D dentine, PDL ligament

parodontal

(b)

Source : Auteur, 2019.
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Ces cellules avec un amas de noyaux présentent un marquage positif pour OPG et RANKL. (Figure 21)

Figure 21 : (a) Marquage immunohistochimique anti-OPG mettant en évidence des cellules
plurinucléées et (b) Marquage immunohistochimique anti-RANKL mettant en évidence des cellules
plurinucléées a gauche et des ostéocytes et cementocytes a droite, sur des coupes sagittales sur

dents traumatisées a 7 jours chez la souris WT. P pulpe, D dent, LAD ligament parodontal
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Source : Auteur, 2019.
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3.2. Contribution du modele NIrp3 a la compréhension des mécanismes

physiopathologiques

3.2.1. La modulation de I'inflammation via la suppression de I'inflammasome n’influence

pas le processus des résorptions radiculaires

L'association du traumatisme pulpaire et parodontal conduit a des résorptions radiculaires de surface

et inflammatoires chez les souris KO-NIrp3.

Figure 22 : Coupes sagittales de dents ayant subi un traumatisme pulpaire et parodontal, colorées au
Trichrome de Masson a faible grossissement a gauche et fort grossissement a droite mettant en
évidence (a) la présence de résorption de surface (fleche noire), 21 jours apres chirurgie et (b) la
présence de résorption inflammatoire (fleche noire), 21 jours apreés chirurgie. P pulpe, D dentine,

PDL ligament parodontal, M Matériau d’obturation

Source : Auteur, 2019.
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La présence de cellules clastiques, marquées positivement a la TRAP, est notée au niveau de la
surface radiculaire dans les lacunes de résorption inflammatoire chez les souris KO-NIrp3 (figure 23),

alors qu’elle n’est présente qu’au niveau de I'os alvéolaire en remaniement sur la dent saine.

Figure 23 : Coupes sagittales d’une dent saine a gauche et d’'une dent ayant subi un traumatisme
pulpaire et parodontal, 21 jours apreés chirurgie, a faible grossissement au milieu et fort
grossissement a droite (a) colorées au Trichrome de Masson et (b) coloré par la coloration

enzymatique TRAP mettant en évidence la présence d’une activité ostéoclastique (en rouge). P

pulpe, D dentine, PDL ligament parodontal, M Matériau d’obturation

Source : Auteur, 2019.
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La comparaison des aires des lacunes de résorption inflammatoires des dents ayant subi a la fois un
traumatisme parodontal et un traumatisme pulpaire a 21 jours ne montre pas de différence

significative entre les KO et les WT (p=0.61). (Figure 24)

Figure 24 : Comparaison des aires des lacunes de résorption inflammatoire des dents ayant subi une
association de traumatismes pulpaire et parodontal, chez les souris KO-Nlrp3 et WT a 21 jours.

Aucune différence significative n’est mise en évidence (p= 0.61)
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Source : Auteur, 2019.

3.2.2. L’expression d’OPG et de RANKL lors des résorptions

De maniere similaire a ce qui est observé chez les souris WT, I'expression de RANKL se retrouve au
niveau pulpaire dés 7 jours, de maniere plus importante que sur une dent non traumatisée. Ce signal
pulpaire augmente au cours du temps a 21 et 42 jours apres la chirurgie.

Concernant OPG, le marquage est comparable, avec un signal positif pulpaire des 7 jours, qui

augmente avec le temps.

Au niveau parodontal, de nouveau comme sur les WT, un marquage positif, a la fois pour OPG et
RANKL est retrouvé dans les cémentocytes, les ostéocytes et les cellules du ligament a I'apex des
dents indemnes de traumatisme. Sur les dents traumatisées, un marquage positif est observé au

niveau des lacunes de résorption et dans les cellules environnantes.
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Figure 25 : Marquage immunohistochimique anti-RANKL a gauche et anti-OPG a droite sur des
coupes sagittales sur dents saines, sur dents traumatisées a 7 jours, et sur dents traumatisées
présentant une résorption radiculaire inflammatoire a 21 et 42 jours chez la souris KO-NIrp3. P pulpe,

D dentine, LAD ligament parodontal
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3.2.3. Implication de I'inflammation pulpaire dans les résorptions

L'inflammation pulpaire, mise en évidence par un marquage IL-1B et TNFa, augmente parallélement
a la présence de résorptions, chez les KO de maniére similaire aux WT.
Plus spécifiquement, le signal TNFa est plus intense au niveau pulpaire chez les souris KO, a 21 jours

et 42 jours. Par contre, cette différence n’est pas retrouvée avec le marquage anti-IL1p.

Figure 26 : Marquage immunohistochimique anti-IL1p sur des coupes sagittal sur dent saines, sur
dents traumatisées a 7 jours, et sur dents traumatisées présentant une résorption radiculaire
inflammatoire a 21 et 42 jours chez la souris WT et KO-NIrp3. P pulpe, D dentine, LAD ligament

parodontal
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Figure 27 : Marquage immunohistochimique anti-TNFa sur des coupes sagittal sur dent saines, sur
dents traumatisées a 7 jours, et sur dents traumatisées présentant une résorption radiculaire
inflammatoire a 21 et 42 jours chez la souris WT et KO-NIrp3. P pulpe, D dentine, LAD ligament

parodontal
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4 : Discussion

4.1. Le modele murin de résorption

Notre étude a permis de développer un modele de résorption radiculaire externe chez la souris, afin
de mieux appréhender un processus pathologique fréquent chez 'homme, mais pour lequel les
mécanismes physiopathologiques restent peu connus.

Il est intéressant de constater que le simple traumatisme parodontal par luxation n’a pas été a
I’origine de résorption radiculaire externe. Des mécanismes de défense, qu’il conviendrait d’explorer,
sont certainement suffisants pour permettre de conserver l'intégrité radiculaire. Par contre, dans un
modele murin de traumatisme par ingression de la premiere molaire maxillaire, les l|ésions
parodontales sévéres entrainent des résorptions radiculaires?®.

L'implication de l'inflammation pulpaire dans les résorptions est fréquemment constatée chez
I’'homme, puisque la résorption constitue une des complications majeures des traumatismes
dentaires avec atteinte pulpaire?®. Dans notre modeéle, la lésion mécanique de pulpe, suivie d’un
coiffage par un matériau a base d’oxyde de Zinc Eugénol entraine des résorptions. Les modeéles de
|ésion pulpaire suivie d’un coiffage par un matériau bioactif ne sont pas connus pour entrainer des
résorptions?! 22, L’eugénol étant un irritant pour la pulpe, en induisant in vitro une augmentation
d’expression d’IL-1B et TNFa 23, il pourrait entretenir un certain degré d’inflammation.

A I'opposé, une lésion pulpaire entrainant la nécrose ne conduit pas non plus a des résorptions chez
la souris, comme I’a montré I'étude de Shah?.

Enfin, d’apres nos résultats, I’association des deux types de traumatisme conduisait a des résorptions
inflammatoires plus importantes. Dans le cas de traumatisme chez ’homme, cette double atteinte
est fréquemment rencontrée sur une méme dent. Cette modalité nous est apparue comme la plus

pertinente pour le développement d’un modeéle de résorption inflammatoire radiculaire.

19 Wang et al., « Osteoprotegerin deficiency causes morphological and quantitative damage in epithelial rests of
Malassez ».

20 Soares et al., « Frequency of root resorption following trauma to permanent teeth ».
21 Tran et al., « Effect of a calcium-silicate-based restorative cement on pulp repair ».
22 Collignon et al., « Sclerostin deficiency promotes reparative dentinogenesis ».

2 Martinez-Herrera et al., « Effect of 4-Allyl-1-hydroxy-2-methoxybenzene (Eugenol) on inflammatory and apoptosis
processes in dental pulp fibroblasts ».

24 Shah et al., « Clastic cells are absent around the root surface in pulp-exposed periapical periodontitis lesions in mice ».
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Nous avons constaté un développement des résorptions dans le temps, qui n’étaient
gu’exceptionnellement présentes a 7 jours, mais visibles a 21 et 42 jours en cas de traumatismes
pulpaires ou d’association du traumatisme pulpaire et parodontal. Avant 21 jours, il s’agirait de la
phase d’initiation, nécessaire au recrutement et a I'activation des odontoclastes, avant la phase de
résorption proprement dite?’.

Une troisiéme phase de cicatrisation des résorptions est décrite?®, que nous n’avons pas observée,
probablement du fait d’'un temps trop court d’observation. Un suivi longitudinal de souris traitées
pourrait s’avérer trés pertinent pour mettre ce phénomene en évidence. Le suivi longitudinal par
microCT n’a pas permis de quantifier la résorption, du fait de l'insuffisance de résolution des

acquisitions, I'utilisation de nanoCT pourrait étre nécessaire?’.

4.2. l'implication de I'inflammation pulpaire dans le processus de résorption

Nos analyses ont permis de mettre en évidence un lien entre I'inflammation pulpaire, caractérisée
par l'expression de TNFa et IL-1B, et le processus de résorption. Depuis des années, les
recommandations cliniques de prise en charge des traumatismes dentaires préconisent un

22 De plus, utilisation de

traitement endodontique en cas de diagnostic de résorption radiculaire
médications anti-inflammatoires dans I'espace endodontique augmenterait le taux de réussite de
traitement des dents présentant des résorptions radiculaires®.

Au niveau des voies de signalisation, il a été montré qu’IL-1B et TNFa stimulent I'expression de
RANKL3, et par conséquent le recrutement d’odontoclastes. Nous avons pu mettre en évidence une

augmentation du marquage de RANKL au cours du temps dans la pulpe, dans les lacunes et les

cellules environnantes du parodonte, dans les cas de dents avec résorption. L'ostéoclastogénése est

2 Wang et McCauley, « Osteoclasts and odontoclasts : signaling pathways to development and disease ».
26 European society of endodontology et al., « European society of endodontology position statement: external cervical
resorption ».

27 Kerckhofs et al., « Contrast-enhanced nanofocus computed tomography images the cartilage subtissue architecture in
three dimensions ».

28 Diangelis et al., « Guidelines for the management of traumatic dental injuries. 1, Fractures and luxations of permanent

teeth ».
29 Andersson et al., « Guidelines for the management of traumatic dental injuries. 2, Avulsion of permanent teeth ».

30 Machado et al., « Management of progressive apical root resorption 13 years after dental trauma and primary
endodontic treatment ».

31 Tyrovola et al., « Root resorption and the OPG/RANKL/RANK system : a mini review ».
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également régulée par OPG, dont la production est stimulée par TNFa®2, dont nous avons observé

I’expression par les cellules pulpaires et parodontales.

Parallelement au role de la pulpe, nos résultats montrent une expression d’'OPG et RANKL au niveau
des débris de Malassez. Ces structures épithéliales odontogenes présentes dans le parodonte, tout
au long de la vie, ont été associées & une protection contre la résorption radiculaire3?, notamment via

I’expression d’OPG**. Mais leur rdle exact reste encore méconnu.

4.3. Le modele KO-NIirp3

L’association des deux traumatismes provoque des résorptions inflammatoires chez les souris KO-
NIrp3, de maniere similaire aux souris WT. Or, la suppression de la voie NLRP3 aurait pu conduire a
une diminution de I'inflammation et donc a moins de résorptions radiculaires. L'expression d’IL-1B
dans la pulpe était également comparable chez les deux types de souris, et celle de TNFa augmentée
chez les KO, suggérant que d’autres voies alternatives ont été activées afin de permettre I'expression
d’IL-1B8. Une augmentation de l'inflammation a été rapportée dans un modele d’inflammation
parodontale chez les souris KO-Nlrp33®.

Nos investigations doivent étre poursuivies, car malgré une inflammation pulpaire plus importante
chez les souris KO, nous n’avons pas mis en évidence de différence au niveau des résorptions. Ceci
pourrait étre expliqué par une modulation insuffisante de l'inflammation, ou par un nombre
d’échantillons trop faible. D’autres voies que celle de I'inflammasome ont pu étre également

activées.

32 Tyrovola et al.

33 Xiong, Gronthos, et Bartold, « Role of the epithelial cell rests of Malassez in the development, maintenance and
regeneration of periodontal ligament tissues ».

34 Wang et al., « Osteoprotegerin deficiency causes morphological and quantitative damage in epithelial rests of
Malassez ».

35 Olsen et Yilmaz, « Modulation of inflammasome activity by Porphyromonas gingivalis in periodontitis and associated
systemic diseases ».
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Conclusion

La mise au point d’un modeéle par traumatisme pulpaire nous a permis de confirmer I'implication de
la pulpe dans ce processus de résorption pathologique. Il serait maintenant intéressant de réaliser
des études quantitatives afin d’étudier le gradient OPG/RANKL en fonction de l'inflammation

pulpaire.

Cependant, nous n’avons pas réussi, a travers le modéle KO-NlIrp3, a moduler I'inflammation pulpaire
de facon suffisante pour observer une différence significative au niveau des résorptions. Il serait
intéressant de réaliser ce modeéle sur des temps plus longs et un nombre d’échantillon plus grand afin
d’en préciser les mécanismes. Par ailleurs, ce modéle de résorption pourrait étre testé sur d’autres

souris KO, afin d’apporter des éléments complémentaires sur les voies de contrble des résorptions.
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Implication de la pulpe dans les résorptions radiculaires externes.

Partie 1, Développement d’un modéle murin

Résumé :

Introduction : la résorption radiculaire externe est une complication majeure du traumatisme dentaire. Cette perte progressive de cément
et de dentine est initiée au niveau du parodonte et est due a I'action des cellules clastiques responsables de la résorption des tissus
minéralisés. De maniére similaire aux ostéoclastes, leur recrutement est déterminé par une inflammation et est contrdlé par le systeme
OPG/RANK/RANKL. Plusieurs études suggérent un role de I'inflammation pulpaire dans le processus de résorption externe, notamment
dans linitiation et la régulation du recrutement des cellules de résorption. L'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain
containing 3) joue un réle crucial dans la progression des réponses immunitaires inflammatoires par la libération de cytokines pro-
inflammatoires. De plus, plusieurs études suggerent qu’il serait impliqué dans la signalisation inflammatoire de la pulpe. Son inactivation
permet une modulation de I'inflammation. L’objectif de notre étude est de préciser le role joué par la pulpe dans ce processus, via i) la
mise au point d’un modéle murin de résorption radiculaire, par traumatisme pulpaire et/ou parodontal, et ii) en utilisant le modéle murin
invalidé (Knockout ; KO) pour Nirp3 de déterminer le réle de I'inflammation pulpaire dans la résorption radiculaire externe. Matériels et
Méthodes : trois protocoles expérimentaux ont été réalisés au niveau de la premiére molaire maxillaire (M1) de souris de 3 mois : 1)
traumatisme parodontal par luxation dentaire, 2) traumatisme pulpaire par effraction de la pulpe et obturation avec un ciment oxyde de
zinc / eugénol (IRM) et 3) association des deux modalités. Les sacrifices ont été réalisés a 7, 21 et 42 jours aprés traumatisme. Le modéle de
résorptions radiculaires externes le plus pertinent a été réalisé chez des souris KO-NIrp3. Un suivi longitudinal a été réalisé par micro-CT
(Quantum fx Perkin Imer) et des analyses histologiques effectuées a 7, 21 et 42 jours. Des marqueurs spécifiques de I'inflammation et de la
résorption ont été étudiés par immuno-histochimie (IHC). Résultats : le traumatisme pulpaire est essentiel a 'obtention de résorptions
radiculaires externes, qui peuvent étre de surface ou inflammatoires. L’association du traumatisme pulpaire et parodontal conduit a des
résorptions externes inflammatoires les plus marquées (p=0,04). Chez les souris KO-NIrp3, la combinaison des deux traumatismes aboutit
a des résorptions externes inflammatoires similaires. Chez les deux types de souris, une expression pulpaire de RANKL et OPG est retrouvé
sur les dents traumatisées, expression qui augmente au cours du temps. Les marqueurs spécifiques de I'inflammation sont sensiblement
les mémes pour IL1B mais plus important pour TNFA au niveau de la pulpe et du parodonte chez les souris KO-NIrp3. Discussion : notre
étude présente un modéle murin original de résorption radiculaire associant un traumatisme parodontal a un traumatisme de la pulpe. Nos
résultats confirment Il'implication de la pulpe dans ce processus de résorption pathologique. Les voies de I'inflammation mises en jeu
restent encore a étre précisées : I'étude des KO-NIrp3, inhibant une voie spécifique de I'inflammation, n’a pas permis de les déterminer
clairement. Ce modéle de résorption pourrait étre a I'avenir appliqué sur d’autres types de souris KO, afin de contribuer a la
compréhension des mécanismes physiopathologique sous-jacents.
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