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INTRODUCTION

Les matériaux a base de silicate de calcium présentent un large éventail d'applications
dans les procédures dentaires telles que l'obturation des canaux radiculaires, le traitement des
perforations, le traitement des résorptions internes et externes ou les thérapeutiques de vitalité
pulpaire. Ces materiaux utilisés sous forme de ciments ont été largement utilisés depuis
I'introduction de l'agrégat de trioxyde minéral (MTA) en 1993 (1). Le MTA est un dérivé de la
formulation du ciment de Portland et contient des additifs de remplissage d'oxyde de bismuth,
de carbonate de calcium et de gypse (2). Les propriétés du MTA proviennent de la libération
d’hydroxyde de calcium lors de sa réaction de prise entrainant une alcalinisation du milieu
environnant favorisant la formation de tissu minéralisé et ayant une action antimicrobienne
(3,4). L’autre avantage notable du MTA vient du fait que sa réaction de prise se fait par
hydratation et est donc facilitée en milieu humide notamment pour le traitement de perforations.

L’un des matériaux dérivés du MTA qui a été introduit sur le marché en 2010 est la
Biodentine™. Initialement produite en tant que substitut dentinaire et principalement utilisée
lors de thérapeutiques de vitalité pulpaire, la Biodentine™ est aujourd’hui utilisée lors de
traitement de perforations radiculaires, de traumatisme et également pour la pulpotomie de
dents temporaires (5-7). C’est un ciment hydraulique trisilicate de calcium (HSC) possédant
des propriétés de résistance mecanique supérieures au MTA, de meilleures propriétés optiques
et une prise nettement accélérée par rapport au MTA. Ces avantages ont contribué a la diffusion
et la large utilisation dans la pratique dentaire quotidienne.

Plus, récemment, afin de répondre a la problématique de 1’étanchéité apicale lors de
traitements endodontiques, un nouveau ciment HSC a été mis sur le marché : il s’agit du
Bioroot™ RCS. Ce ciment permet une obturation canalaire étanche gréce a sa réaction de prise
pouvant induire une minéralisation a partir de progéniteurs d’ostéoblastes, des fluides intra
canalaires ou du phosphate contenu dans la dentine. 1l possede également des propriétés
antimicrobiennes et anti-inflammatoires grace a une augmentation du pH lors de son insertion
dans les canaux des racines dentaires (8). Les ciments hydrauliques silicate de calcium
(Bioroot™ RCS, Biodentine™, MTA ...) ont pour objectifs de garantir la pérennité du
traitement chimio mécanique effectué et permettre une procédure d’obturation simplifiée des
traitements endodontiques.

Lors d’atteintes carieuses coronaires ou d’infection intra-canalaires, une inflammation
se met en place en réponse a I’agression tissulaire. Celle-ci comporte tout d’abord une phase
dite aigie ou les cellules résidentes vont libérer des cytokines permettant le recrutement de
cellules immunitaires sur le site de 1’inflammation. Ces cellules recrutées vont étre
principalement des macrophages, des monocytes et des neutrophiles (9,10).

Dans un premier temps, des cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1R, ’IL-6 et
le TNF-o vont permettre le recrutement et la polarisation de cellules immunitaires (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T, etc...) permettant de combattre I’infection
(11). Apres élimination de ’agent causal et si les conditions sont favorables, une phase de
résolution de I’inflammation va se mettre en place, sous I’influence de cytokines telles que I'IL-
4 ou encore I'IL-10 qui vont permettre un retour a I’homéostasie tissulaire. Les ciments HSC
doivent donc posséder des propriétés anti-inflammatoires importantes afin de permettre la
résolution de I'inflammation par les cellules locales et les cellules recrutées sur le site
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inflammatoire tel que les macrophages afin de favoriser ’homéostasie et la cicatrisation
tissulaire par rapport aux ciments « classiques » (12).

Les macrophages ont été décrits comme étant les premiers types cellulaires a rencontrer
les biomatériaux introduits permettant d’initier la réponse inflammatoire de 1’hote (13). Leurs
roles dans la réponse inflammatoire et le retour de I’homéostasie tissulaire locale est majeur
grace a leur capacité de phagocytose et de polarisation en macrophages anti-inflammatoires
(14,15).

Bien que de nombreux types de macrophages ont été décrits avec des caractéristiques et
phénotypes différents, deux phénotypes majeurs se dégagent : les macrophages pro-
inflammatoires appelés M1 et les macrophages activés alternativement dits M2. Les
macrophages M1 favorisent la destruction des agents pathogénes grace a leur activité
phagocytique et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires associées a lI'inflammation aigué,
comme I'IL-1B8, I’'IL-6 et le TNF-a. Les macrophages M2 sont connus pour résoudre
I'inflammation en sécrétant des cytokines anti-inflammatoires telles que I'IL-10 et I'lL-4
favorisant la réparation tissulaire et le retour a I’homéostasie (14,16).

Malgré l'utilisation quotidienne des ciments HSC en clinique, leur capacité a résoudre
I'inflammation et les mécanismes permettant cette résolution, notamment via la polarisation des
macrophages, sont peu décrits et relativement méconnus a I’heure actuelle. Dans leur étude,
Loison-Robert et al.(17) ont mis en évidence que Biodentine™ et Bioroot™ RCS favorisent la
prolifération des cellules souches de la pulpe dentaire associée a l'expression de genes
odontoblastiques (18). D'autre part, Da Silva et al. (19) ont montre que les ciments
endodontiques tels que le Bioroot™ RCS induisent la polarisation des macrophages vers un
phénotype hybride exprimant & la fois des marqueurs des macrophages M1 et M2. Egalement,
Braga et al. ont démontré que le MTA-fillapex, un ciment HSC a base de MTA, diminuait le
nombre de macrophages M1 et M2 viables in vitro (20).

A T’heure actuelle, encore peu d’études se sont intéressées au potentiel anti-
inflammatoire de ces ciments HSC. Afin d’étayer ces données, nous avons donc décider dans
cette étude de comparer les effets indirects de ces deux ciments sur une population de
macrophages naifs MO in vitro afin de vérifier leur propriétés anti-inflammatoires et également
si la Biodentine™ et le Bioroot™ RCS ont un effet similaire.
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INTRODUCTION

Calcium silicate materials have a wide range of applications in dental procedures such
as root canal filling, perforation treatment, treatment of internal and external resorptions or pulp
vitality therapy. These materials used as cements have been widely used since the introduction
of the mineral trioxide aggregate (MTA) in 1993 (1). MTA is a derivative of the Portland
cement formulation and contains filler additives of bismuth oxide, calcium carbonate and
gypsum (2). The properties of MTA are derived from the release of calcium hydroxide during
its setting reaction resulting in alkalinization of the surrounding environment, promoting the
formation of mineralized tissue and having an antimicrobial action (3,4). The other notable
advantage of MTA is that its setting reaction is by hydration and is therefore facilitated in a
humid environment, particularly for the treatment of perforations.

One of the MTA-derived materials that was introduced to the market in 2010 is
Biodentine™. Initially produced as a dentin substitute and mainly used in pulp vitality therapy,
Biodentine™ is now used in the treatment of root perforations, trauma and also for pulpotomy
of temporary teeth (5-7). It is a hydraulic calcium trisilicate (HSC) cement with superior
mechanical strength properties to MTA, better optical properties and significantly accelerated
setting compared to MTA. These advantages have contributed to its widespread use in daily
dental practice.

More recently, in order to address the problem of apical sealing during endodontic
treatment, a new HSC sealer has been launched on the market: Bioroot™ RCS. This new sealer
should allow a tight root canal filling thanks to its setting reaction which can induce
mineralization from osteoblast progenitors, intra-root fluids or phosphate contained in the
dentine. It also has antimicrobial and anti-inflammatory properties due to an increase in pH
when inserted into dental root canals (8). The objectives of these calcium silicate hydraulic
sealers (Bioroot™ RCS, Biodentine™, MTA...) are to guarantee the durability of the chemo-
mechanical treatment performed and to allow a simplified obturation procedure for endodontic
treatments.

In the case of caries damage or intra-canal infection, inflammation occurs in response

to the tissue attack. This firstly includes an acute phase in which the resident cells release
cytokines which allow the recruitment of immune cells to the site of the inflammation. These
recruited cells are mainly macrophages, monocytes and neutrophils (9,10).
Initially, pro-inflammatory cytokines such as IL-18, IL-6 and TNF-a allow the recruitment and
polarization of immune cells (monocytes, macrophages, dendritic cells, T lymphocytes, etc.) to
combat the infection (11). After elimination of the causal agent and if conditions are favorable,
a phase of resolution of the inflammation will take place, under the influence of cytokines such
as IL-4 or I1L-10 which will allow a return to tissue homeostasis. HSC cements must therefore
have significant anti-inflammatory properties to allow resolution of the inflammation by local
cells and cells recruited to the inflammatory site such as macrophages in order to promote tissue
homeostasis and healing compared to "conventional” cements (12).

Macrophages have been described as the first cell types to encounter introduced
biomaterials to initiate the host inflammatory response (13). Their role in the inflammatory
response and the restoration of local tissue homeostasis is major due to their ability to
phagocytose and polarize into anti-inflammatory macrophages (14,15).

Although many types of macrophages have been described with different characteristics and
phenotypes, two major phenotypes stand out: pro-inflammatory macrophages called M1 and
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alternatively activated macrophages called M2. M1 macrophages promote pathogen destruction
through phagocytic activity and secretion of pro-inflammatory cytokines associated with acute
inflammation, such as IL-1B, IL-6 and TNF-o. M2 macrophages are known to resolve
inflammation by secreting anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-4 promoting tissue
repair and return to homeostasis (14,16).

Despite the daily use of HSC cements in the clinic, their ability to resolve inflammation
and the mechanisms by which they do so, particularly via macrophage polarization, are poorly
described and relatively unknown at present. In their study, Loison-Robert et al (17)
demonstrated that Biodentine™ and Bioroot™ RCS promote the proliferation of dental pulp
stem cells associated with the expression of odontoblastic genes (18). On the other hand, Da
Silva et al (19) showed that endodontic sealers such as Bioroot™ RCS induce macrophage
polarization towards a hybrid phenotype expressing both M1 and M2 macrophage markers.
Also, Braga et al. demonstrated that MTA-fillapex, an MTA-based HSC cement, decreased the
number of viable M1 and M2 macrophages in vitro (20).

At present, few studies have investigated the comparison of anti-inflammatory potential
of these HSC cements and sealers. In order to substantiate these data, we decided in this study
to compare the indirect effects of these HSC on a population of naive MO macrophages in vitro
in order to verify their anti-inflammatory properties and also whether Biodentine™ and
Bioroot™ RCS have a similar effect.
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MATERIALS AND METHODS

I.  Preparation of silicate cement solutions
Materials used in this study were Bioroot™ RCS and Biodentine™ (Septodont™, St Maur des
fossés, France). All materials were mixed according to the manufacturer instructions under
aseptic conditions into silicone’s molds 6mm in diameter and 3mm height and then placed in a
humid chamber at 37°C for 24 hours.

After 24 hours of setting, biomaterials were placed in ImL complete RPMI 1640 medium in
accordance with 1ISO 10993-12 (21) during 24 hours to obtain conditioned medium (CM) then
filtered at 22um before experiments (Figurel).

Figure 1: Biodentine™ and Bioroot™ RCS were put in silicone mold for 24 hours to set (a). After
setting cements were cultured in RPM11640 medium to obtain conditioned media before cell
experiment. MOc: Control, BD: Biodentine™, BR: Bioroot™ RCS (b).

I1.  Culture of THP-1 cell line and macrophage polarization
THP-1 (ATCC® TIB-202) cells were seeded at 300.10*3 cell/well in 24 well plate in complete
culture medium (RPMI 1640 medium (Thermo Fischer Scientific) supplemented with 10% FBS
and00 IU/mL penicillin, and 0.1 mg/mL streptomycin.

To induce the differentiation of THP-1 cells into MO macrophage, PMA (100nM) was added
24h before experiments with calcium phosphate cements in each well. After 24 hours,
conditioned medium of Bioroot™ RCS and Biodentine™ were added for 24h on MO
macrophages, complete medium was added in control wells. After 24h with CM, cells were
washed with PBS and mRNA extraction was realised using the RNA midi kit extraction
(Macherey-Nagel).

1.  CCKB8 viability assay

To assess the effects of Biodentine™ and Bioroot™ RCS on cell viability, we used CCK8 cell
viability assay. Briefly, after cultivation for 24 h with biomaterials, the culture medium was
replaced with 440uL of complete RPMI medium and 10% (v/v) CCK-8 solution per well.
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After 3h of incubation at 37 °C, the absorbance was measured at 450 nm using an absorbance
microplate reader. DMSO 50% v/v was used as a positive control.

IV. RT-qPCR analysis

To investigate the potential effect of Biodentine™ and Bioroot™ RCS on macrophage
polarization, real-time PCR was used to measure the expression levels of genes encoding
specific markers of the inflammation and macrophages markers. Total RNA was prepared with
Nucleospin RNA midi extraction kit followed by Nucleospin RNA columns (Macherey—Nagel,
Hoerdt, France) according to the manufacturer’s instructions.

A 0.3 pg quantity of the total RNA was reverse transcribed and analysed using a Bio-Rad
CFX96 detection system using SYBR Select Master Mix (Thermo Fischer Scientific). The
relative mRNA expression was normalized to the expression of the SDHA and HBMS
housekeeping genes and calculated using the 2 —ACt method with Bio-Rad CFX Manager
software. The primer sequences and the names of the target and the housekeeping
genes are indicated in Table 1

TNFa 5’-cagcctcttctecttectgat-3’
5’-gccagagggctgattagaga-3’
IL-18 5’-ccgggactcacagcaaaa-3’
5’-ggacatggagaacaccacttg-3’
IL-6 5’-tccacaagcgccttcggtceca g-3’
5’-ctcagggctgagatgccgtcg-3’
HMBS 5'-accaaggagcttgaacatgc-3'
5'-gaaagacaacagcatcatgag-3'
SDHA 5'-tgggaacaagagggcatctg-3'
5'-ccaccactgcatcaaattcatg-3'
IL-10 Quiagen
CD163 5’-ggagtgacctgctcagatgg-3’

5’-ccccaccgtccttggaattt-3’
CD206 5’- agccaacaccagctcctcaaga-3’
5’ -caaaacgctcgcgcattgtcca- 3’

Table 1: Primers sequences used for RT-gPCR analysis

V. Cytokine quantification using Luminex® assay

IL-18, TNF-a and IL-6 (M1 phenotype markers) and IL-10, ILIRA and Arginase (M2
phenotype markers) concentrations were measured in the cell supernatants using Luminex®
assay Biolegend kit (Biolegend, San Diego CA). Assays were performed in 96 well plate, in
duplicate, following the manufacturer instructions.

Cytokine’s concentrations were quantified using the Luminex Assay Software.
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VI. Statistical analysis

The statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software (Graph-Pad, San
Diego, USA). Statistical significance was determined using Mann-Whitney test. stated
otherwise, the experiments were repeated at least 4 times. The results are presented as means *

the SD. Results were considered significant with a p value <0.05 (on graphs: p<0.05: *; p<0.01:
**: p<0.001: ***),
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RESULTS

CCKB8 viability assay

The CCKa8 cell viability assay showed an important downregulation of MO macrophages cell
viability for wells treated with Bioroot™ RCS (58% of viable cells after 24 hours). A slight
decrease in cell number was observed in wells treated with Biodentine™ but this was non-
significant. (Fig 2)
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Figure 2: Representative graphic of CCK8 assay after MO stimulation with BiodentineTM and BiorootTM RCS.

Bioroot™ RCS downregulate IL-1 mRNA expression in M0
macrophages

After 24 hours in presence of Biodentine™ or Bioroot RCS, RT-gPCR analysis showed a
decrease in IL1-B mRNA expression whereas a slight increase in IL-6 and TNF-a mRNA was
observed but this was not significant. No differences between control wells and Biodentine™
treated wells was observed (Fig 3).
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Figure 3: After 24 hours of MO stimulation with Biodentine™ and Bioroot™ RCS, IL-18, TNF-¢ and 11-6 gene expression
were measured using RT-QPCR analysis.

Bioroot™ RCS up-regulate IL-10mRNA expression in M0
macrophages

Regarding M2 macrophages markers, RT-qPCR analysis showed an increase in the anti-
inflammatory cytokine IL-10 expression after 24 hours of treatment. Also, CD206 and CD163
surface markers mRNA were downregulated in presence of Bioroot™ RCS. Biodentine™ had
no influence on IL-10, CD206 and CD163 mRNA expression after 24 hours in culture (Fig 4).
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Figure 4: After 24 hours of MO stimulation with Biodentine™ and Bioroot™ RCS, 1L-10, CD206 and CD163 gene expression
were measured using RT-QPCR analysis
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Bioroot™ RCS induce M1/M2 hybrid phenotype in-vitro

Next, we have measured pro and anti-inflammatory cytokines secretion using Luminex assay
in the cell supernatants.

The concentration of pro-inflammatory cytokines IL-1R, TNF-a and IL-6 did not change after
stimulation with either Bioroot™ RCS or Biodentine™ (Fig 5).

IL-18 TNF-a IL-6
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Figure 5: Representative graphics of 1L-18, TNF-a and IL-6 protein concentration after stimulation with Biodentine™ or
Bioroot™ RCS for 24 hours.

We observed a slight increase in IL-10 cytokine concentration after stimulation of MO
macrophages with Bioroot™ RCS but this was non-significant. We also observed a decrease in
M2 macrophage marker Arginase after stimulation with Bioroot™ RCS whereas we did not
observe any changes after Biodentine™ stimulation. However, Biodentine™ after 24h in

presence of MO macrophage increased the concentration of IL-1 receptor antagonist (IL1-RA)
suggesting anti-inflammatory effect (Fig 6).
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Figure 6: Representative graphics of 1L-10, ILIRA and Arginase protein concentration after stimulation with Biodentine™
or Bioroot™ RCS for 24 hours.

19



DISCUSSION

Les études visant a decouvrir les effets des biomatériaux dentaires, en particulier les ciments
HSC, sur les cellules immunitaires sont importantes afin d’améliorer I’efficacité et la sécurité
des traitements proposés aux patients selon la situation clinique. Ces ciments grace a leur
propriétés antibactériennes et anti-inflammatoires annoncées par les fabricants permettent
d’envisager des traitements plus conservateurs et également assurer la pérennité des soins. De
plus, la bioactivité de ces produits, c¢’est-a-dire leur capacité a induire une réponse tissulaire
voulue par exemple la formation de cristaux d’hydroxyapatite permettant théoriquement une
trés bonne interface, est I’une des propriétés les plus désirée lors de leur utilisation. Afin d’aller
encore plus loin et de permettre le développement de nouveaux biomatériaux, 1’étude des
propriétés anti-inflammatoires de ces ciments est une étape essentielle afin d’avoir des produits
bioactifs les plus efficaces possible.

Dans cette étude in vitro, nous avons d’abord investigué l'effet cytotoxique potentiel de la
Biodentine™ et du Bioroot™ RCS. Une des principales caractéristiques de ces biomatériaux
est leur biocompatibilité. Aprés 24 heures de culture cellulaire, nous avons observé une
diminution du nombre de cellules viables en présence du Bioroot™ RCS par rapport au
contréle. Cette diminution des cellules viables a également été rapportée par d'autres et peut
étre expliquée par la libération d'ions phosphate de calcium dans le milieu de notre modele de
culture cellulaire (1,16). Cependant, ce ciment de scellement reste moins cytotoxique par
rapport aux anciennes genérations de ciments résineux comme 1’AH Plus longtemps consideré
comme le gold standard (22-24). La libération d'hydroxyde de calcium augmente le pH du
milieu jusqu'a 12 (données non montrées), ce qui entraine une alcalinisation du milieu avant la
stimulation des cellules. Cela suggere que ce changement drastique de pH induit la mort
cellulaire apres 24 heures de culture. Cette augmentation pourrait étre expliquée par la haute
solubilité du ciment dans le milieu de culture, solubilité qui expliquerait le dépdt de tissu
minéralisé peu aprés I’obturation du canal radiculaire grace au relargage important d’hydroxyde
de calcium permettant une liaison calcium-phosphate dans les canaux radiculaires (8).

Nous avons également montré que le Bioroot™ RCS entraine la polarisation des macrophages
vers un phénotype "hybride" présentant les caractéristiques a la fois des macrophages de type
M1 et M2. Ce phénotype hybride a été décrit lors de I’implantation de biomatériaux in vivo
comme étant un nouveau sous-type de macrophages impliqué dans le rejet de greffe (25). Ces
macrophages présentent des marqueurs classiques a la fois du sous type M1 et M2. Ils seraient
impligqués dans la formation de matrice extracellulaire, et de néo angiogenése entourant le
biomatériau (14,26).

Les macrophages sont le principal type cellulaire a rencontrer des matériaux étrangers dans le
corps humain et peuvent moduler la réponse inflammatoire, de l'inflammation aigué a sa
résolution, grace a une grande plasticité et des phénotypes multiples (9,12). Cette plasticité est
toujours étudiée a I’heure actuelle grace a I’essor des études sur les dispositifs médicaux
implantables en particulier sur la gestion de I’inflammation afin de permettre la pérennité du
matériau in vivo. De plus, nous avons constaté que I'expression de 'ARNm de I'lL-10 était
augmentée et que celles du CD163 et du CD206 (marqueurs des macrophages M2) étaient
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diminués. Ces résultats sont en corrélation avec la seule étude sur I'effet du Bioroot™ RCS sur
les macrophages in vitro ayant obtenus des résultats similaires (2).

La Biodentine™ a été décrite comme favorisant la cicatrisation des plaies pulpaires lors de
thérapeutiques de vitalité pulpaire, notamment en induisant la libération de cytokines pro et
anti-inflammatoires telles que le TGF-R1, I’T1-10, les PGE2 par les cellules résidentes (13). Elle
permet de conserver la vitalité pulpaire induisant ainsi la formation d’une dentine tertiaire, en
particulier chez les jeunes patients (14). Dans nos conditions expérimentales, nous n'avons
remarqué aucun effet de la Biodentine™ mis en présence de macrophages MO dérivés de la
lignée cellulaire THP-1. Ce résultat pourrait étre expliqué par le fait que la Biodentine™ peut
affecter les cellules inflammatoires au stade précoce de l'inflammation (c'est-a-dire avant 24
heures) cependant aucune étude a I’heure actuelle ne permet de confirmer cette hypothése. De
plus, la Biodentine™ pourrait avoir un effet anti-inflammatoire sur des macrophages qui ont
déja été activés par des composants bactériens tels que le LPS ou la libération d'oxyde nitrique
agissant ainsi sur des cellules immunitaires déja activées.

En effet, lors d'une carie dentaire, les bactéries liberent des composants pro-inflammatoires qui
stimulent les cellules de la pulpe dentaire pour favoriser une réaction inflammatoire. Si cette
inflammation persiste elle va conduire a une inflammation chronique et in fine a la nécrose des
cellules pulpaires (15). Dans nos conditions, nous avons décide d'étudier l'effet de la
Biodentine™ sur des macrophages naifs qui n'ont jamais rencontré de signal inflammatoire ou
de composants bactériens. Le seul resultat de cette étude a été une augmentation de la
concentration d'IL1-RA apres 24 heures, qui pourrait étre un reliquat d'une stimulation plus
précoce (avant 24 heures). Il serait intéressant d'étudier l'effet de ce biomatériau sur les
macrophages MO au cours d'une courbe cinétique afin de déterminer si des propriétés anti-
inflammatoires apparaissent avant 24 heures.

L’utilisation en pratique dentaire quotidienne des ciments HSC tels que la Biodentine™ et le
Bioroot™ RCS a gagné en intérét au cours de la derniére décennie, cependant de plus amples
recherches sur la bioactivité de ces ciments sont nécessaires afin d’élargir leurs champs
d’application et permettre par la suite le développement de nouveaux produits plus efficaces
dans des situations cliniques spécifiques.
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DISCUSSION

Studies aimed at discovering the effects of dental biomaterials, in particular HSC
cements, on immune cells are important in order to improve the efficacy and safety of
treatments offered to patients depending on the clinical situation. These cements, thanks to their
antibacterial and anti-inflammatory properties announced by the manufacturers, make it
possible to envisage more conservative treatments and also ensure the durability of the care.
Moreover, the bioactivity of these products, i.e. their capacity to induce a desired tissue
response, for example the formation of hydroxyapatite crystals theoretically allowing a very
good interface, is one of the most desired properties when using them. In order to go further
and allow the development of new biomaterials, the study of the anti-inflammatory properties
of these cements is an essential step in order to have the most efficient bioactive products
possible.

In this in-vitro study, we first investigated the potential cytotoxic effect of Biodentine™
and Bioroot™ RCS. One of the main characteristics of these biomaterials is their
biocompatibility. After 24 hours of cell culture, we observed a decrease in the number of viable
cells in the presence of Bioroot™ RCS compared to the control. This decrease in viable cells
has also been reported by others and can be explained by the release of calcium phosphate ions
into the medium of our cell culture model (1,16). However, these sealers remains less cytotoxic
compared to older generations of resin sealer such as HA Plus which has long been considered
the gold standard (22,26,27). The release of calcium hydroxide increases the pH of the medium
up to 12 (data not shown), resulting in an alkalinisation of the medium prior to cell stimulation.
This suggests that this drastic change in pH induces cell death after 24 hours of culture. This
increase could be explained by the high solubility of the cement in the culture medium, which
would explain the deposition of mineralized tissue shortly after root canal obturation due to the
significant release of calcium hydroxide allowing calcium-phosphate binding in the root canals

(6).

We have also shown that Bioroot™ RCS leads to the polarization of macrophages
towards a "hybrid" phenotype with characteristics of both M1 and M2 macrophages. This
hybrid phenotype has been described in biomaterial implantation in vivo as a new subtype of
macrophages involved in graft rejection (28). These macrophages show classical markers of
both the M1 and M2 subtypes. They are thought to be involved in the formation of extracellular
matrix, and neo angiogenesis surrounding the biomaterial (12,29).

Macrophages are the main cell type to encounter foreign materials in the human body
and can modulate the inflammatory response, from acute inflammation to its resolution, through
great plasticity and multiple phenotypes (9,12). This plasticity is still being investigated today
with the rise of implantable medical device studies in particular on the management of
inflammation to allow for the sustainability of the material in vivo. In addition, we found that
IL-10 mRNA expression was increased and CD163 and CD206 (M2 macrophage markers)
expression was decreased. These results correlate with the only study on the effect of Bioroot™
RCS on macrophages in-vitro that obtained similar results (2).

Biodentine™ has been described to promote pulp wound healing in pulp vitality
therapy, notably by inducing the release of pro- and anti-inflammatory cytokines such as TGF-
R1, 11-10, PGE2 from resident cells (13). It allows pulp vitality to be maintained, thus inducing
the formation of tertiary dentin, particularly in young patients (14). Under our experimental
conditions, we did not notice any effect of Biodentine™ in the presence of MO macrophages
derived from the THP-1 cell line. This result could be explained by the fact that Biodentine™
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can affect inflammatory cells at the early stage of inflammation (i.e. before 24 hours), but there
are currently no studies to confirm this hypothesis. Furthermore, Biodentine™ could have an
anti-inflammatory effect on macrophages that have already been activated by bacterial
components such as LPS or nitric oxide release, thus acting on already activated immune cells.

In fact, during dental caries, the bacteria release pro-inflammatory components which
stimulate the cells of the dental pulp to promote an inflammatory reaction. If this inflammation
persists it will lead to chronic inflammation and ultimately to pulp cell necrosis (15). Under our
conditions, we decided to study the effect of Biodentine™ on naive macrophages that had never
encountered an inflammatory signal or bacterial components. The only result of this study was
an increase in IL1-RA concentration after 24 hours, which could be a remnant of earlier
stimulation (before 24 hours). It would be interesting to study the effect of this biomaterial on
MO macrophages in a kinetic curve to determine whether anti-inflammatory properties appear
before 24 hours.

The use of HSC cements such as Biodentine™ and Bioroot™ RCS in daily dental
practice has gained interest over the last decade, however further research into the bioactivity
of these cements is needed to broaden their application and subsequently allow the development
of new, more effective products in specific clinical situations.
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CONCLUSION

Despite a similar chemical composition, with similar active ingredients but different adjuvants,
Biodentine™ and Bioroot™ RCS show different characteristics, especially on naive
macrophages. Biodentine™ seems to have no effect on MO macrophages whereas Bioroot™
RCS promotes cell polarization towards an "hybrid" M1/M2 phenotype. Further research is
needed to determine whether this polarization is effective in vivo and improves the resolution
of inflammation after bacterial contamination.

Malgré une composition chimique proche, avec des principes actifs similaires mais des
adjuvants différents, la Biodentine™ et le Bioroot™ RCS présentent des caractéristiques
différentes notamment sur les macrophages naifs. La Biodentine™ semble n'avoir aucun effet
sur les macrophages MO alors que le Bioroot™ RCS favorise la polarisation cellulaire vers un
phénotype "hybride" M1/M2. Des recherches supplémentaires devraient étre nécessaires pour
déterminer si cette polarisation est efficace in vivo et améliore la résolution de I'inflammation
apres une contamination bactérienne.
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RESUME :

Les matériaux a base de silicate de calcium tels que la Biodentine™ ou plus
récemment le Bioroot™ RCS présentent un large éventail d’applications en chirurgie
dentaire tout en respectant le gradient thérapeutique. Ces deux biomatériaux
présentent des propriétés anti-microbiennes et anti-inflammatoires annoncées par
les fabricants. Cependant, peu d’études se sont intéressées a leur rble précis sur la
régulation de I'inflammation.

L’objectif de cette thése d’exercice a été d’évaluer la capacité de la Biodentine™ et
du Bioroot™ RCS a influencer la polarisation des macrophages naifs in vitro.

Un protocole expérimental a été réalisé en cultivant des macrophages naifs issus
d’une lignée cellulaire de monocytes humains en présence de milieux de culture
conditionnés avec les éluats des ciments Biodentine™ et Bioroot™ RCS pendant 24
heures.

L'étude de I'expression génique et protéique de plusieurs marqueurs de
I'inflammation a été réalisée par analyse RT-qPCR et Legend Plex.

Les résultats de cette étude montrent que le Bioroot™ RCS permet de polariser des
macrophages naifs vers un phénotype dit « hybride» présentant des
caractéristiques a la fois pro et anti-inflammatoires alors que la Biodentine™ ne
permet pas cette polarisation.

Cette étude montre la nécessité de continuer les recherches sur la bioactivité de ces
produits afin d’élargir leur champ d’application et permettre le développement de
nouveaux produits plus efficace dans des situations cliniques spécifiques.
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