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Liste des abréviations

Aa: Actinobacillus actinomycetemcomitans

ADN: Acide désoxyribonucléique

ECM: Matrice extracellulaire

CAM: Calmoduline

Cyt c¢: Cytochrome c

GCs: Guanylate cyclase soluble

GMPc: Guanosine-3’,5’ monophosphate cyclique

GTP: Guanosine triphosphate

GSH: Glutathion réduit

GSNO: Nitrosoglutathion

GSSG: Glutathion oxydé

H,0,: Peroxyde d'hydrogéne

Hb: Oxyhémoglobine

HO;': Radical hydroperoxyle

HOCI: Acide hypochlorique

IFNy: Interféron gamma

I1: Interleukine

L-NAME: L-NG-Nitroarginine Methyl Ester (inhibiteur NOS non spécifique)
L-NMMA: L-NG-monomethyl Arginine citrate(inhibiteur NOS non spécifique)
LPS: Lipopolysaccharide

MDA: Malonaldéhyde

MMP: Métalloprotéases

NADP": Nicotinamide adénine di-nucléotide phosphate oxydé
NADPH: Nicotinamide adénine di-nucléotide phosphate réduit
NF-kB: Nuclear factor kappa B

NO: Monoxyde d'azote

NOSc: NO synthase constitutive

NOSe: NO synthase endothéliale (NOS3)

NOSi: NO synthase inductible

NOSi-/-: Souris invalidées pour le gene de la NOSi
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O,: Dioxygene
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OPG: Ostéoprogestérine

PGE2: Prostaglandine E2

Pg: Porphyromonas gingivalis

PMN: Polynucléaires neutrophiles

PUFA: Acide gras polyinsaturé

RANK: Receptor activator of nuclear factor-xB
RANKL :Receptor activator of nuclear factor-kB Ligand
RNS, RNOS: Reactive nitrogen species

RO : Radical alkoxyle

RO, : Radical peroxyle

ROOH: Peroxyde

ROS: Reactive oxygen species

SOD: Superoxyde dismutase

TIMP: Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotease
TNFa : Tumor necrosis factor alpha

TyrO': Radical tyrosyl

WT: Souris de phénotype sauvage (Wild type en anglais)



I. Intro générale

Certains dérivés nitrés comme la trinitrine ont été utilisés pendant plus d’un siecle dans le
traitement des angines de poitrine. Leur mode d’action, cependant, ne fut compris qu’en 1987,
lors de I’identification d’un puissant vasodilatateur, ’EDRF « endothelium-derived relaxing
factor » qui s’est avéré €tre un composé simple associant un atome d’azote a un atome
d’oxygéne, le monoxyde d’azote: NO (40). Louis J. Ignarro, Ferid Murad et Robert F.

Furchgott recurent le prix Nobel de médecine en 1998 pour cette découverte.

Depuis, le NO a suscité un intérét extraordinaire en biologie et en médecine. Le NO et les
espéces qui en dérivent sont aujourd’hui reconnus non seulement pour jouer un role
fondamental dans la régulation d’un grand nombre de fonctions cellulaires mais aussi en tant

que puissants agents cytotoxiques endogenes.

Le NO est ubiquitaire et est impliqué dans les fonctions physiologiques de nombreux
grands systémes (cardiovasculaires, pulmonaires, rénal, digestifs...). Il participe aussi au
développement de nombreuses pathologies, ce qui lui vaut d’étre étudié dans presque tous les

domaines de la médecine.

Cette thése a pour objectif de montrer que 1’étude du NO suscite aussi un intérét en
odontologie et qu’il intervient par exemple dans des processus physiologiques et
pathologiques de la pulpe dentaire et du parodonte.

Nous verrons dans un premier chapitre que la diversité des effets biologiques du NO
est liée a sa chimie complexe. Le NO est, en effet, a I’origine de différents dérivés chimiques
dont la nature va dépendre de la source de production du NO.

Apres avoir brievement illustré, au travers d’exemples, la participation du NO en
physiologie et dans I’inflammation, nous verrons, en nous appuyant sur les données de la
littérature, quelles sont les bases de son implication dans 1I’inflammation parodontale.

Nous aborderons ensuite les roles potentiellement joués par le NO dans la pulpe
dentaire saine et inflammatoire.

Nous essaierons, en outre, de démontrer, tout au long de cette thése comment une
meilleure connaissance des mécanismes faisant intervenir le NO dans la physiologie et la
physiopathologie de I’organe dentaire permettrait d’améliorer la prise en charge des patients

en odontologie.
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I1. Le NO et ses dérivés: une chimie complexe

I1I-1.Source de NO en biologie : les NO synthases (2,68)

Le monoxyde d’azote est synthétisé a partir du groupement guanidine de la L-arginine par des
NADPH-oxydases spécifiques, les NO synthases (NOS). Il en existe deux types: la NOS
constitutive (NOSc) et la NOS inductible (NOSi). Deux isoformes de la NOSc ont été
identifiées. La NOSI1 ou neuronale (NOSn) et la NOS3 ou endothéliale (NOSe). Elles doivent
leur nom aux types cellulaires dans lesquels elles ont été caractérisées et ont une activité
dépendante du complexe Ca®’-calmoduline. La NOSi est induite lors de processus
inflammatoires par différents stimuli tels que des cytokines comme I’interleukine-1 (IL-1),

I’interféron gamma (IFNYy) ou le « tumor necrosis factor alpha » (TNFa) ou des endotoxines

bactériennes comme le lipopolysaccharide (LPS) et son activité est indépendante du calcium.

Figure 1: Les NO Synthases

NO Synthase constitutive NO Synthase inductible

Arginine Arginine
o? 02

Citrulline

Citrulline
NO

D’aprés Nathan 1992

I1-2.Chimie du NO: les différentes espéces impliquées (37,86)

Le NO est un radical libre', trés hydrophobe, ce qui lui permet de diffuser librement au travers
des membranes biologiques.

La chimie du NO est trés complexe et comprend un grand nombre de réactions. C’est de cette
complexité que le NO tire ses nombreux effets biologiques. Wink propose de simplifier cette
chimie en distinguant les effets directs des effets indirects du NO (86). Les effets directs sont
représentés par les réactions dans lesquelles le NO radicalaire (noté NO) interagit de maniére
directe avec la molécule cible. Au contraire, les effets indirects mettent en jeu des composés
formés a partir de la réaction du NO" avec 1’0, (dérivés auto-oxydés du NO ou NOx) ou de la

réaction du NO" avec I’ion superoxyde (O;").

! Voir définition dans lexique
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Outre le fait d’expliquer les réles multiples du NO, cette séparation effets directs/effets
indirects présente 1’avantage de rendre compte de la réactivit¢ du NO en fonction de son taux
de production. Ainsi, les NOSc produisant des quantités relativement faibles de NO sous
forme radicalaire, plutdt a I’origine des effets directs du NO. Au contraire, les NOSi induites
lors d’une agression, génerent des flux de NO beaucoup plus importants susceptibles, en
milieu aérobie, de former des NOx. La figure ci-dessous résume les effets directs et indirects

du NO.

Figure 2: Effets directs et indirects du NO

Complexes métalliques

Oxyhémoglobine
Guanylate cyclase
Cyt P450 Effets
( z . directs
NO- Radicaux libres
- " ROy OH-  Tyr0- RS-
0,0u0," Effets

ONOO" o NOX (v0,) > ™"

v
Nitrosylation ] Oxydation ' Nitration

~

Produits
Produits Produits
Produits Rupture des brins d’ADN Nitrotyrosine
Nitrosamiis (PeN-NO) Péroxydation lipidique
S-Nitrosothiol (PrS-NO) Hydroxylation

D’aprés Wink 1998

I1-2-A Effet directs

Le NO' n’interagit directement qu’avec les composés radicalaires et les métaux de transition.

a- Reéactions avec les composés radicalaires

La réaction du NO' avec certains radicaux tres toxiques tels que le radical hydroxyl (OH’) ou

les radicaux peroxyl (RO,’) permet d’inhiber les dommages causés par ces espéces chimiques’

2 En chimie, le terme espéce chimique est une appellation générique se référant a un ensemble d'entités
chimiques identiques: chaque entité est soit un atome (espéce chimique atomique) soit un groupe d'atomes liés
qui peut, selon sa charge ¢lectrique et sa configuration électronique, étre une molécule, un ion ou un radical.
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et confére ainsi un réle antioxydant au NO. Ainsi, il a ét¢ montré que le NO' était capable

d’inhiber les peroxydations lipidiques (78).
RO+ NO’ — ROONO
OH + NO — HNO,

Le NO' peut aussi réagir avec le radical tyrosyl (TyrO’). Cette réaction est a I’origine de
certains effets inhibiteurs du NO' puisque des résidus tyrosines sont situés dans le site actif
d’enzymes et sont essentiels a I’activité de ces enzymes.

Si le NO ne réagit pas directement avec les thiols, il peut néanmoins conduire a la formation

S-nitrosothiol (RSNO) en réagissant avec un radical thiyle (RS").

RS +NO E— RSNO

b- Réactions avec les métaux de transition

Il existe trois types de réactions entre le NO et les métaux (Me). Le NO' peut réagir avec

1. les complexes « dioxygene-métal »
2. les complexes « oxométalliques » (Me=0)

3. les centres métalliques pour former des « nitrosyles métalliques » (Me-NO).

Le complexe dioxygeéne-métal le plus connu est celui formé par 1’oxyhémoglobine (Hb) et le
Fe. Le NO' peut réagir avec le fer complexé avec 1’0, contenu dans 1’héme de

I’oxyhémoglobine pour former de la methémoglobine (metHb) et du nitrate.
Hb(Fe(1)-0,)+ NO' — »  metHb(Fe(Ill))+NOy

Cette réaction est utilisée par 1’organisme pour controler in vivo les mouvements et la

concentration de NO" dans les cellules (54).

Les groupements Me=0 (par exemple Fe=0), trés oxydants, sont formés par 1’oxydation des
métaux avec des agents tels que 1’H»O,. La réaction rapide du NO' avec ces complexes,

permet de les neutraliser et constitue ainsi une des actions anti-oxydantes du NO'.
Fe''=0 +NO’ — Fe''+NO,

Le NO peut réagir avec les métaux de transition (et notamment le Fer) d’un grand nombre de
métalloprotéines pour former des complexes métalliques « nitrosylés » plus stables (Me-NO).
Cette nitrosylation entraine une modification de [D’activit¢é enzymatique de ces

métalloprotéines (activation ou inhibition de ’enzyme). Ainsi, le NO' réagit avec le Fe
20



héminique de la guanylate cyclase soluble (GCs). La formation du complexe Fe-NO active la
GCs, alors capable de catalyser la formation de cGMP, messager secondaire a 1’origine de la
plupart des effets régulateurs du NO". C’est par exemple au travers de ce type de réaction que
le NO" exerce son effet vasodilatateur (voir chapitre III).

La formation de complexes Fe-NO peut aussi entrainer 1’inactivation de métalloprotéines
telles que les enzymes de la famille des cytochromes P450, les NOS ou encore un des
transporteurs d’¢lectrons de la chaine respiratoire, le Cytochrome ¢ (Cyt c¢) (86). Dans ces
trois cas, le NO' inhibe de manicre réversible ces enzymes, en empéchant 1’0, de se lier au Fe.
Les cytochromes P450 sont aussi soumis a une inhibition irréversible par le NO. Cependant, il
s’agit dans ce cas de réactions indirectes, faisant intervenir des NOx. De la méme maniére,
outre une inhibition réversible via son interaction avec le Cyt c, le NO peut irréversiblement
et par des effets indirects inhiber la respiration cellulaire. Les NOx sont en effet capables
d’inhiber irréversiblement les complexes I et II de la chaine respiratoire mitochondriale. Il
apparait donc que le NO peut, sur une méme fonction, entrainer des modifications réversibles

ou irréversibles selon qu’il réagit de maniere directe ou indirecte.

I1-2-B Effets indirects
Les effets indirects du NO" font intervenir les especes dérivées de la réaction du NO avec 1’0,
ou I’ion superoxyde (O;").
a- Réactions du NO" avec I’0,

Ces réactions sont a 1’origine de composés plus ou moins réactifs. Les principales especes
chimiques susceptibles de se former dans des systémes biologiques par auto-oxydation sont le

« dinitrogene trioxyde » (N,O3) (Réactions 1 et 2) et le nitrite.
(1)  2NO +0, — 2NO,
(2) NO2 +NO — N203

En milieu aqueux, une grande partie du N,Oj est hydrolysée en nitrite.

3) N,O;; H,O EEm— 2HNO,

Cette réaction est une réaction du 3™

ordre mais si I’on considére 1’0, en large exces en
milieu aérobie 1’ordre partiel de I’auto-oxydation du NO est une réaction du second ordre par
rapport au NO. Cela signifie que la vitesse de réaction et donc la demi-vie du NO* dépend de

sa concentration initiale. Ainsi, plus le NO est dilué et plus sa durée de vie est longue. Au
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contraire, sila concentration de NO' initiale est importante, par exemple lorsqu’il est produit
par la NOSi, la formation d’intermédiaires issus de I1’auto-oxydation (ex: N,Os) est
augmentée de manic¢re exponentielle. Le taux de production des NOx est accéléré dans les
couches lipidiques des systémes biologiques. Ainsi, les membranes sont des lieux privilégiés

de I’auto-oxydation du NO'.

Le N,Os; réagit selon des réactions de nitrosylation ou nitrosation (addition d’un groupement
NO) avec des groupements amines et thiols des protéines ou avec la GSH pour former des N-
nitrosamines (PrN-NO), des S-nitrosothiols (PrS-NO), et du nitrosoglutathion (GSNO). La
nitrosylation des thiols entraine un grand nombre d’effets dont I’inhibition de 1’activité
enzymatique de la protéine nitrosylée ou la formation de S-nitrosothiol capables de moduler
des signaux de transduction (38, 84). Les S-nitrosothiols jouent aussi un role dans le transport
du NO, car ils sont capables de libérer du NO°, spontanément ou au travers de réactions

métaboliques.

b- Réactions du NO avec I’O,”

La réaction du NO' avec IO, génere un dérivé trés réactif a 1’origine de nombreux

dommages intracellulaires, le peroxynitrite (ONOO") (7,86).
0,” +NO — ONOO

Le peroxynitrite est un oxydant puissant notamment capable d’oxyder les thiols, de nitrer
(addition d’un groupement NO5) les résidus tyrosines (formation de nitrotyrosines), d’oxyder
les guanosines de I’ADN, ou méme d’initier des peroxydations lipidiques® (39).

Au contraire du NO", I’O,” ne diffuse pas au travers des membranes. L’ONOO- sera donc
généré au lieu de production de ’O;".

Les sources d’O," au sein des tissus sont nombreuses. Parmi les plus notables ont peut citer la
NADPH-oxydase des phagocytes activés (polynucléaires neutrophiles et ¢€osinophiles,
monocytes et macrophages) dont le principal réle est de produire de grande quantité¢ d’ions
superoxyde. Les phagocytes et les leucocytes constituent donc une source importante d’O,".
D’autres enzymes dont la vocation premicre n’est pas de produire de 1’O;” telles que la
xanthine oxydase (enzyme impliquée dans le métabolisme des purines), la lypoxygénase et les
cyclooxygénases (enzymes impliquées dans la synthése des prostanoides) peuvent néanmoins
générer de I’ion superoxyde. La formation de O, a partir d’O, peut aussi se produire

spontanément, plus particuliérement dans des environnements aérobies riches en électrons

* Voir définition dans lexique
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comme par exemple au voisinage de la membrane interne mitochondriale qui contient la
chaine respiratoire des cellules.

La formation de ONOO™ dépend de la présence de O," et de NO'. Ainsi, des enzymes
susceptibles de détoxifier ces deux espéces a savoir la superoxyde dismutase (SOD) pour
I’0Oy” et ’oxyhémoglobine pour le NO vont étre capables d’inhiber la formation de ONOO'.
Par exemple, le taux de réaction de la SOD avec 1’0, est similaire a celui de ’O;” avec le
NO' de sorte que de faibles concentrations de cette enzyme vont entrer en compétition avec la
formation de ONOO™ (86). Curieusement, un autre facteur limitant la formation de ONOO™ est
I’exces de NO'. En effet, lorsque le NO" est en exces, la formation de peroxynitrite diminue au

profit de la formation de N,Os3 (86).

NO"+ NOO —> NO, + NOy

NO, + NO 5 N0

I1I-3.Notion de stress oxydatif

Physiologiquement, les radicaux libres et les espeéces oxydantes principalement représentés
par les dérivés réactifs de I’oxygene et de 1’azote (Réactive oxygen and nitrogen species en
anglais : ROS et RNOS) sont produits dans les cellules en faible quantité et participent a la
signalisation intracellulaire des organismes aérobies. Cette production est maitrisée par un
ensemble de systemes cellulaires dits « antioxydants » capables de détoxifier les especes
oxydantes en les neutralisant. Dans de nombreuses situations pathologiques, et notamment
lors de I’inflammation, la modification du statut redox d’une cellule ou d’un tissu résultant
d’un déséquilibre entre pro- et antioxydants en faveur de 1’état pro-oxydant entraine ce que
I’on appelle un « stress oxydatif ». De nombreuses études montrent que dans ces situations, la
perturbation de 1’homéostasie redox est délétere pour les cellules et peut aboutir a de
nombreux dommages tissulaires.

Le NO, en tant que composé radicalaire, ainsi que certains de ses dérivés, participent aux
réactions d’oxydo-réduction intracellulaires. Nous avons vu que dans certaines conditions le
NO principalement sous forme de dérivés oxygénés (NOx et ONOO-) est un puissant oxydant
alors qu’il peut aussi jouer un rdle antioxydant, notamment, en limitant la formation de

peroxynitrite ou en réagissant avec certains radicaux tres toxiques tels que I’OH" ou les RO,
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III. NO et physiologie

Les roles attribués au NO, au sein de ’organisme, sont multiples. Il est impliqué dans la
régulation de nombreuses fonctions physiologiques (vasculaire, cardiaque, rénale, respiratoire,
digestive, neurologique, érectile...).

Nous n’allons pas dans ce chapitre décrire I’ensemble des mécanismes impliquant le NO dans
ses différentes fonctions physiologiques mais plutdt, illustrer comment le NO peut étre
impliqué dans la régulation de fonctions physiologiques au travers d’un exemple, celui des
mécanismes par lequel il induit une vasodilatation.

En effet, parmi les roles attribués au NO, celui participant a la régulation de la physiologie
vasculaire au travers de ses propriétés vasodilatatrices, est probablement le plus documenté et

le mieux compris.

III-1. La guanylate cyclase soluble (18,21,23)

La plupart des effets physiologiques régulés par le monoxyde d’azote, font intervenir
I’activation de la guanylate cyclase soluble (GCs). C’est d’ailleurs par ce biais que le NO

exerce des effets vasodilatateurs.

Figure 3: Les 2 isoformes actives de la guanylate cyclase soluble
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La guanylate cyclase soluble (voir figure ci-dessus) est un hétérodimére constitué d’une sous
unité¢ o et d’une sous unité B. Deux types de dimeres sont reconnus comme actifs; alp1 et

a2f1. La partie N-terminale contient un noyau héminique sensible au NO. La GCs est, de ce
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fait, souvent citée en tant que récepteur soluble du NO. Ce dernier peut, en effet, se fixer sur
le groupement prosthétique héminique et induire ainsi une modification de la conformation
entrainant une activation de la guanylate cyclase. Cette derniére est alors capable de catalyser
la formation de la guanosine-3’,5’ monophosphate cyclique (GMPc) a partir de la guanosine
triphosphate (GTP). Le GMPc est un second messager qui pourra activer différentes protéines
cibles et induira ainsi différentes cascades signalétiques et in fine différents effets selon les
cellules et les tissus dans lesquels il est produit. Une augmentation intracellulaire de cGMP
peut par exemple activer des kinases qui, par phosphorylation de molécules cibles induiront

I’ouverture ou la fermeture d’un canal ionique.

III-2. Un exemple de régulation dépendant du systtme NO-GCs-
GMPc: la vasodilatation induite par le NO (18,20,23)

L’endothélium des vaisseaux sanguins produit du monoxyde d’azote pour déclencher le
relachement de sa gaine de muscle lisse, provoquant ainsi une vasodilatation et un
accroissement du débit sanguin.

Ce processus implique la participation de deux types cellulaires différents: les cellules
endothéliales qui tapissent les parois vasculaires et les cellules musculaires lisses qui forment
une gaine autour des vaisseaux (voir Figure 4).

Certaines hormones telles que 1’acétylcholine ou la bradykinine, peuvent se lier a des
récepteurs situés dans la membrane des cellules endothéliales et induire la libération
intracellulaire d‘ion calcium par le réticulum endoplasmique (RE). Le calcium ainsi libéré va
se lier au complexe calmoduline (CAM) de la NO synthase endothé¢liale et induire la
production NO a partir d’arginine. Le NO va pouvoir diffuser de la cellule endothéliale vers la
cellule musculaire lisse adjacente ou il active la guanylate cyclase soluble. Cette dernicre
convertit alors le GTP en un second messager cyclique, le GMPc, qui active la protéine kinase
G (PKQG).

Cette activation va induire une relaxation, par diminution de la concentration en calcium
cytosolique avec pour conséquence la déphosphorylation de la chaine l1égere de la myosine
et/ou par diminution de la sensibilité des myofilaments pour le calcium par activation de la
phosphatase des chaines légeres de la myosine.

La relaxation des cellules musculaires lisses entrainera une augmentation de la lumiere des

vaisseaux et une augmentation du flux sanguin.
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Figure 4: NO et vasodilatation: Mécanismes d’actions
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D'aprés S. Duong-Quy et coll. 2012 et ¢'aprés hitp.//www.emblaarginine.com/science-behind-l-arginine

Le monoxyde d’azote intervient par son effet relaxant dans plusieurs fonctions physiologiques.

Nous verrons dans le chapitre VI-2-C qu’il est aussi impliqué dans la régulation de la

circulation sanguine pulpaire.

C’est aussi au travers de la production de GMPc par activation de la guanylate cyclase que le

NO produit par les NOSn intervient dans la neurotransmission. A la différence de la majorité

des autres neurotransmetteurs, dont I’action dans la fente synaptique a pour cible unique le

neurone post-synaptique, il diffuse facilement et peut atteindre plusieurs neurones

environnants, y compris des neurones non interconnectés par des synapses. On pense que ce

processus est impliqué dans la mémorisation a long terme.
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IV. NO et inflammation (28)

La plupart des données mentionnées dans ce chapitre sont tirées de la revue de Guzik et
coll. (28). Ne seront donc référencés ici que les quelques données ne provenant pas de cette
revue. Ce chapitre n’a pas pour objectif de discuter I’ensemble des roles du NO que 1’on peut
trouver dans la littérature. Ces derniers étant extrémement complexes et souvent controversés.
Il s’agit ici, d’illustrer par quelques exemples comment le NO peut participer a 1’inflammation
ainsi que le rapport entre la cinétique de production du NO, et ses éventuels réles dans

I’inflammation.

Le NO et ses dérivés sont reconnus aujourd’hui pour jouer de multiples roles dans
I’inflammation. Ils sont souvent décrits comme des médiateurs de la réponse immunitaire non
spécifique ayant a la fois des effets bénéfiques (bactéricides, cicatrisation) et déléteres

(cytotoxiques).

Figure 5: Effets du NO et de ces dérivés pouvant jouer un role dans
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Nous avons vu dans les chapitres précédents que la diversité des effets du NO est liée a
sa chimie complexe. Les différentes especes chimiques dérivées du NO seront plus ou moins
réactives et auront de ce fait, des cibles et des effets cellulaires différents. Nous avons aussi
vu que le type de dérivé produit (et donc les cibles) dépendait de la cinétique de production et
donc, de la source de production de NO (voir Figure 5). En effet, les NOSc produisent,
pendant quelques secondes, des quantités relativement faibles de NO plutét sous forme
radicalaire, tandis que les NOSi sont a ’origine de la production continue d’une grande

quantité de NO susceptible de former des NOx et du peroxynitrite.

Les faibles quantités de NO' produites par les NOSc, dans les cellules endothéliales, via
leur activation des guanylates cyclases et 1’augmentation de GMPc dans les cellules
musculaires lisses vont entrainer une vasodilatation et augmenter la perméabilité vasculaire.
Le NO' provenant des NOSc peut aussi réguler I’activation des PMN et des plaquettes, activer

la prolifération des Lymphocytes T, et réguler la respiration cellulaire (10).

Au contraire, I’induction des NOSi au cours de I’inflammation, notamment dans les
PMN et les Macrophages ou les cellules NK*, est a 1’origine de grande quantité de NO'. Les
especes chimiques formées et les effets qui en découlent seront trés différents de ceux
observés avec le NO produit par les NOSc. Outre les dérivés dits auto-oxygénés du NO
(NOx), la production simultanée et adjacente d’ion superoxyde par ces mémes cellules
inflammatoires génere la formation de peroxynitrite, a I’origine d’effets bactériotoxiques mais
aussi cytotoxiques. Notamment, ce dernier participe a I’apparition d’un stress oxydatif, génere
des modifications déléteres de I’ADN (oxydation des guanines), entraine la formation de
nitrotyrosine, inhibe de maniere irréversible la respiration mitochondrial, et peut ainsi induire
la mort des cellules environnantes par nécrose ou apoptose’. Rappelons que les NOx peuvent
étre a ’origine de réactions de nitrosylation (addition d’un groupent —NO) des groupements
thiols (SH) et amines (NH3) protéiques. Le peroxynitrite peut aussi entrainer des
modifications protéiques via réactions de nitration (addition d’un groupement —ONO) des
résidus tyrosines. Les dérivés du NO produits par les NOSi sont ainsi capables d’activer ou
inactiver de nombreuses protéines, telles que des kinases ou des facteurs de transcription®,
impliquées dans diverses signalisations intracellulaires participant aux fonctions immunitaires.

C’est, entraineen effet, au travers de tels mécanismes que le NO peut modifier la sécrétion de

4,5 et 6 Voir définition dans lexique
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cytokines, agir sur la prolifération de certaines cellules inflammatoires, ou encore initier des
processus apoptotiques.

Ces modifications protéiques peuvent aussi influencer la réponse immunitaire en controlant
I’activité d’enzymes impliquées dans I’inflammation. Ainsi, il ét¢ montré que la NOSi était
capable de se lier, de nitrosyler et d’activer une autre enzyme inductible, impliquée dans la
réponse inflammatoire, la cycloxygénase-2 (47). Les cyclooxygénases sont des complexes
enzymatiques permettant de convertir I'acide arachidonique en prostaglandine H2 (PGH2), le
précurseur de tous les prostanoides (voir schéma ci-dessous), jouant de nombreux réles dans

I’inflammation.

Figure 6: Réle des Cyclooxygénases: Synthése des prostanoides
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Plus récemment, une autre €quipe a montrer qu’une S-nytrosylation permettait aussi
I’activation d’une autre enzyme impliquée dans la synthese des prostanoides, la phospholipase

A, (87).

Le NO et ses dérivés sont susceptibles d’intervenir dans de nombreuses fonctions cellulaires
participant au processus inflammatoire et immunitaire. Il n’est donc pas étonnant de trouver
de multiples études s’intéressant aux roles du NO dans de nombreuses maladies

inflammatoires chroniques.
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V. NO et inflammation parodontale:

V-1.Rappels sur 'inflammation dans les parodontites (25,52)

Les parodontites sont des maladies inflammatoires chroniques d’origine infectieuse et
multifactorielle caractérisées par une destruction des tissus parodontaux pouvant aboutir a la
perte des dents.

La pathogénése de ces maladies est complexe et fait intervenir de nombreux mécanismes
encore mal élucidés.

Une meilleure compréhension de ces mécanismes pourrait définir de nouvelles cibles
pharmacologiques et permettre d’améliorer la prise en charge des patients atteints de

parodontite.

Sans étre exhaustifs, nous décrirons ici brievement, la réponse inflammatoire présente lors des
parodontites en nous limitant a citer spécifiquement les éléments qui sont en rapport avec le

sujet de cette thése.

V-1-A L’inflammation parodontale

Le processus inflammatoire parodontal est initi€é par certains produits sécrétés par les
bactéries de la plaque dentaire ou issus de leur dégradation, tels que le lipopolysaccharide
(LPS) des bactéries Gram- parodontopathogenes. Ces produits activent les cellules de la
jonction épithéliale qui sécretent alors de nombreuses cytokines dites pro-inflammatoires dont
IL-8, IL-6, IL-1PB, Prostaglandine E2 (PGE2), TNFa ainsi que des métalloprotéases (MMP).
Ces cytokines vont entrainer une cascade d’évenements dont une augmentation de la
perméabilité vasculaire, la libération de médiateurs chimiotactiques permettant le recrutement
au niveau du site inflammatoire des cellules immunitaires circulantes. Les polynucléaires
neutrophiles (PMN) sont les premicres cellules recrutées, suivies par les monocytes
macrophages, toutes deux actrices de la réponse immunitaire dite non spécifique ou innée.
Outre leur fonction bien connue de phagocytose, ces 2 types cellulaires, une fois activés
produisent des cytokines et des médiateurs bactériotoxiques et participent ainsi a la
progression de I’inflammation et a 1I’élimination des agents pathogenes. Les lympocytes T et
B arriveront sur le site dans un deuxieéme temps et participeront a la réponse immunitaire dite
spécifique. La figure 7, montre les cellules présentes et les principales cytokines sécrétées lors
de I’inflammation parodontale.

Cette réponse immunitaire extrémement complexe a pour objectif d’éliminer 1’agent agresseur

et empécher qu’il envahisse I’organisme. Dans certains cas, 1’objectif est parfaitement rempli,
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et I’inflammation se résout rapidement. La persistance des agents pathogeénes et/ou 1’influence
de facteurs environnementaux et génétiques, via de mécanismes encore mal élucidés, peuvent
empécher la résolution de cette inflammation et entrainer son passage a la chronicité.

Les médiateurs de I’inflammation, alors présents de fagon constante dans les tissus

parodontaux vont entrainer leur dégradation.

Figure 7: Principaux acteurs de I’inflammation parodontale
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En situation normale, 1’homéostasie osseuse est régulée et permet un équilibre entre la
résorption osseuse induite par les ostéclastes et la formation d’os assurée par les ostéoblastes.
RANKL (receptor activator of nuclear factor-«B Ligand) est une protéine capable d’activer la

résorption osseuse en se liant au récepteur membranaire RANK (receptor activator of nuclear
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factor-kB) des préostéoclastes et des ostéoclastes, induisant ainsi leur différenciation en
ostéoclastes actifs. RANKL peut aussi se lier a une protéine soluble 1’ostéoprogestérine
(OPG). Cette liaison RANKL/OPG agit comme un leurre et inhibe de maniére compétitive la
liaison de RANKL avec RANK. La résorption osseuse est donc sous le contréle du rapport

RANKL/OPG.

Figure 8: Inflammation parodontale et dommages tissulaires
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Lors de I’inflammation, les leucocytes activés produisent ou induisent la production de
RANKL par les cellules environnantes. Le rapport RANKL/OPG est augmenté et la
résorption osseuse activée. En outre, les médiateurs de I’inflammation interférent aussi avec la
formation osseuse induite par les ostéoblastes, contribuant ainsi a favoriser la résorption
osseuse caractéristique des maladies parodontales.

De la méme maniére, ’homéostasie de la matrice extracellulaire (ECM) est finement régulée
en situation normale. Les métalloprotéases matricielles (MMPs) constituent une famille
d’enzymes capables de dégrader la matrice. Leur activité peut €tre inhibée par des protéines
endogenes, les TIMP (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotease). Dans un tissu parodontal
sain, I’expression contrdlée de ces deux familles de protéines régule le remodelage matriciel

physiologique.
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Au contraire, la production importante de MMP lors d’une inflammation persistante modifie
le rapport MMP/TIMP et favorise la dégradation de la matrice des tissus parodontaux et la

résorption osseuse.

L’inflammation présente dans les parodontites est donc a 1’origine de profonds dommages

tissulaires et de la résorption osseuse.

V-2.Participation du NO dans DPinflammation parodontale: Les

données in vivo

Nous ne détaillerons pas ici les études in vitro s’intéressant au réle du NO dans
I’inflammation parodontale. Notons simplement que certaines de ces ¢tudes ont permis de
montrer que des cytokines produites lors de I’inflammation parodontale (IL-13, TNFa, IFNY)
entrainent une induction de NOSi dans les cellules d’origine gingivale (15) et que des
bactéries parodontopathogenes telles que Porphyromonas gingivalis (Pg) ou Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) sont capables d’induire la synthése de NO dans des
macrophages en culture (9,80).

Nous verrons que les bases de la participation du NO dans les maladies parodontales
s’appuient sur 3 constats: 1) La production de NO est augmentée au cours de 1’inflammation
parodontale 2) I’inhibition de la production du NO dans des modeles de parodontite modifie
la progression et les conséquences de I’inflammation parodontale 3) L’application controlée
de NO, a I’aide de donneur de NO, diminue I’inflammation parodontale et les dommages

tissulaires consécutifs.

V-2-A Augmentation de la production de NO dans les maladies

parodontales

L’augmentation de la production de NO dans les parodontopathies est démontrée de manicre
plus ou moins directe : soit en mesurant 1’augmentation d’expression ou d’activité des NO
synthases (NOS) soit en mesurant directement le NO produit par différentes techniques.

a- NOSIi:
Plusieurs études immunohistochimiques réalisées a 1’aide d’anticorps anti NOSi, ont montré

une augmentation de la quantité de NOS inductible dans les maladies parodontales.
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Ainsi, Lohinai et coll. (60) dans une étude immunohistochimique réalisée sur des modéles de
parondontite induite par ligature chez la souris ont conclu qu’apres 8 jours de ligature, le
nombre de cellules exprimant NOSi était augmenté’ dans les tissus ligaturés par rapport aux
tissus témoins, les cellules positives étant principalement, les cellules immunitaires
(macrophages, lympocytes et PMN) et les kératinocytes. Aucune mention n’est faite sur la
maniére dont ils ont réalisé cette quantification sur les coupes histologiques. Ils ont cependant
mesuré 1’activité de la NOSi dans les tissus mucogingivaux: cette activité était jusque 3 fois
plus importante dans les tissus ligaturés que dans les tissus témoins (dent controlatérale non

ligaturée ou animaux témoins).

Dans une étude clinique réalisée a partir de biopsies provenant de 11 témoins, 9
patients atteints de gingivite et 15 patients atteints de parodontites, Ozer et coll. (70) ont
montré que le nombre de cellules positives pour la NOSi (NOSi+) était augmenté dans les
coupes provenant des groupes gingivites et parodontites, et diminué¢ aprés un traitement
parodontal de phase I (détartrage + surfacage a 1’aveugle).

A la lumiére de ces 2 études, il semble que la quantité de NOSi soit augmentée au sein des
tissus parodontaux lors des maladies parodontales. Cependant, peu d’¢léments nous
permettent de conclure qu’il y ait une induction de la NOSI, cette augmentation de marquage
pouvant étre le seul résultat de 1’augmentation des cellules inflammatoires et non de la

quantité d’enzyme par cellule.

L’étude de Batista et coll. (5) permet d’apporter un élément de réponse a cette
question. Ils ont réalisé une étude clinique sur des biopsies provenant de 13 patients témoins,
19 patients atteints de gingivites et 19 patients atteints de parodontites. Le comptage des
cellules inflammatoires (total et proportion relative des différents types cellulaires) et des
cellules NOSi+ leur a permis de comparer: 1) le nombre de cellules NOSi+ dans les
différents groupes, 2) le rapport du nombre de NOSi+ sur le nombre total de PMN, 3) le
rapport du nombre de cellules NOSi+ sur le nombre de NOSi- au sein des PMN. Ils montrent
ainsi que le nombre de cellules NOSi+ et le rapport NOSi+/total PMN est augmenté¢ dans les
maladies parodontales par rapport aux témoins. Cette donnée suggere une augmentation de la
quantité de NOSi et donc une induction de NOSi au sein méme des PMN.

Il est intéressant de noter qu’il n’y avait pas de différence significative entre les gingivites et

les parodontites (nombre NOSi+ totale et rapport NOSi+/ PMN). Les auteurs en concluent

7 Chaque fois que nous parlerons « d’augmentation », de «diminution » ou de différence entre deux groupes
¢étudiés, cela signifie que ces différences sont significatives. Dés lors que ces différences ne sont pas
significatives, nous considérerons que les 2 groupes n’ont pas de différence.
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que le degré d’atteinte de la maladie parodontale n’est pas déterminé par la quantité¢ de NOSi
(donc de NO) mais plutdt par la durée pendant laquelle I’enzyme est présente et active.

Notons aussi que d’aprés les auteurs, bien que tous les types de cellules immunitaires
présentaient un marquage, seuls les PMN ¢étaient colorés de manicre trés intense suggérant

qu’ils sont les principales cellules exprimant la NOSi lors d’une inflammation parododontale.

Une quatrieme ¢étude clinique sur ’expression de la NOSi dans les maladies
parodontales montre des différences avec les études précédentes. Lappin et coll. (55) ont en
effet réalisé une étude sur des biopsies de 5 patients témoin et 16 parodontites. Cette étude
différe des travaux précédemment cités principalement du fait que les auteurs ont utilisé un
co-marquage des coupes avec un anticorps monoclonal anti NOSi-humaine et un anticorps
spécifique des macrophages (cd68). La co-localisation des deux marquages leur permet de
conclure de maniere probante que les macrophages expriment la NOSi. Ils montrent en outre
que le nombre de macrophages était augmenté dans les parodontites ainsi que le nombre de
leucocytes NOSi+. De plus, ils observent un marquage des cellules endothéliales dans les
échantillons provenant des patients atteints de parodontite mais pas dans les tissus témoins.
Au contraire des autres ¢études, ils n’observaient pas de marquage des kératinocytes et
seulement trés peu de PMN et de lymphocytes était NOSi+. Les auteurs expliquent cette
différence par 1’utilisation d’un anticorps monoclonal plus spécifique que les anticorps

polyclonaux utilisés dans les autres études.

De la méme maniére, Kendall et coll. ont travaillé sur des échantillons tissulaires
provenant seulement de 3 patients témoins et 6 parodontites (44). En accord avec les autres
¢études, les auteurs observaient aussi un marquage NOSi+ intense des infiltrats inflammatoires
des tissus provenant des patients atteints de parodontite. Ce marquage était quasi absent dans
le conjonctif des tissus témoins. De maniere intéressante, ils ont aussi isolé et mis en culture
des fibroblastes provenant des différents groupes puis réalisé un immuno marquage avec le
méme anticorps anti NOSi. Ils montrent ainsi que seuls les fibroblastes provenant des
parodontites exprimaient de maniére importante la NOSi, les fibroblastes isolés a partir de

tissus témoins n’étant que tres faiblement marqués.

Une dernieére étude immunohistologique suggere que les traitements parodontaux
entrainent une diminution de la quantit¢ de NOSi dans les tissus gingivaux (27). Les biopsies
étudiées provenaient de sites présentant une perte d’attache > a 7mm chez 13 patients atteints
de parodontite chronique avant et 2 mois apres traitement par surfacage ou par lambeau de
Widman modifié. D’aprés Giillii et coll., sur toutes les coupes, les PMN, les lymphocytes et

les macrophages présentaient un marquage intense de la NOSi. Les cellules endothéliales
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¢taient, elles aussi, marquées mais de mani¢re moins intense. Enfin, les auteurs ont aussi pu
noter un faible marquage de la NOSi dans les fibroblastes et les kératinocytes. D’apres les
auteurs, la quantification du nombre de cellules NOSi+ et de I’intensité de marquage montrait
que la quantit¢ de NOSi était plus importante dans les biopsies présentant un infiltrat
inflammatoire important. Cette étude suggere, en outre, que les traitements parodontaux
diminuent le nombre de cellules inflammatoires mononuclées, de fibroblastes, de cellules
endothéliales et de kératinocytes exprimant la NOSi. Plus globalement les auteurs concluent

que I’intensité de 1’expression de NOSi diminue apres thérapie parodontale.

L’ensemble de ces études s’accordent a montrer une augmentation de la quantité de
NOSIi dans les tissus inflammatoires des patients atteints de maladie parodontale. En revanche,
ces ¢tudes divergent sur les types cellulaires exprimant cette NOSi. Les différences dans les
techniques de fixation et d’inclusion, les anticorps utilisés ou encore les méthodes de
comptage et d’analyse pourraient expliquer ces différences. De plus, le choix des sites de
prélevement mais surtout les criteres d’inclusion des patients sont assez hétérogénes et peu
précis dans certaines études ce qui pourrait aussi étre a 1’origine de ces divergences. Nous
verrons par la suite qu’il est fondamental de connaitre de maniére claire les sources de
production du NO. De nouvelles études sont donc nécessaires pour préciser les types

cellulaires exprimant la NOSi.

b- NOSc:

Toujours au travers d’une étude immunohistochimique réalisée a partir de biopsie de tissu
parodontaux, Artese et coll. (3) se sont intéressés a I’expression des NOS constitutives (NOS
endothéliale et NOS neuronale) chez des patients témoins (n=7) et des patients atteints de
parodontites chroniques (n=14) et agressives (n=6). Il est a noter que les biopsies étaient

réalisées apres un traitement de phase I (détartrage+ surfagage a 1’aveugle).

Ils ont ainsi observé un marquage NOSc+ au niveau de 1’épithélium et des cellules
endothéliales vasculaires. L’évaluation de 1’intensité globale de marquage des NOSe et NOSn
montrait que I’expression de ces deux NOSc était augmentée chez les patients atteints de
parodontites par rapport aux témoins et ce, de maniere plus importante dans la forme

agressive de parodontite que dans la forme chronique.

Ce résultat peut sembler contradictoire avec I’étude de Lohinai et coll. (60). Ces derniers ont
en effet mesuré une activité des NOS constitutives diminuée au niveau des sites de ligatures

sur des modeles de parodontite induite chez le rat. Ces résultats sont pourtant difficilement
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comparables: il s’agit de 2 types de modele d’étude différents (parodontite induite chez le
rat/étude clinique chez ’homme), et I’un mesure 1’expression d’une enzyme et [’autre son

activité.

Cette contradiction peut aussi s’expliquer par les états inflammatoires probablement
différents : rappelons, en effet, que dans I’étude de Artese et coll. (3), les mesures étaient
réalisées sur des biopsies de patients ayant bénéfici¢ d’un traitement parodontal de phase I
pouvant étre a 1’origine de I’induction d’un processus de cicatrisation dans lequel les NOSc

pourraient jouer un role.

D’autres études seraient donc nécessaires pour déterminer un profil d’expression et d’activité

des NOSc dans les maladies parodontales.

c- Mesure indirecte du NO produit: méthode de Griess (nitrite)

S’il apparait clairement que les enzymes permettant de synthétiser du NO sont présentes dans
les tissus parodontaux et ce, de maniére importante dans les tissus inflammatoires, il reste a
déterminer si ces NOS sont actives dans ces tissus et, effectivement a ’origine de la
production de NO. Dans le but d’évaluer cette production de NO, plusieurs auteurs ont
cherché a mesurer par la méthode de Griess®, les nitrites (NO,") dans la salive ou dans le

sérum de patients atteints de maladies parodontales.

Plusieurs études mesurant la quantité de NO,™ salivaire montrent une augmentation de

ce métabolite dans la salive de patients atteints de parodontites (71,76).

Reher et coll. (76) ont ainsi mesuré la quantité de nitrite salivaire sur 3 groupes
constitués de 10 patients chacun: Un groupe témoin, un groupe parodontite modérée (plus de
30% des sites avec profondeur de poche comprise entre 1 et 4 mm), et un groupe parodontite
avancée (plus de 30% des sites avec profondeur de poche supérieure a 6mm). La
concentration de nitrite salivaire était augmentée dans les parodontites par rapport aux
témoins et était plus importante dans les parodontites avancées que dans les parodontites
modérées.

Dans leur étude, Parwarni et coll. (71) ont mesuré le taux de nitrite dans la salive de 30
patients témoins, 30 patients atteints de gingivite et 30 patients souffrant d’une parodontite.

Ils montrent que la quantité de NO était augmentée dans les gingivites et parodontites par

¥ Voir définition lexique
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rapport aux témoins. De plus, le taux de nitrite salivaire était plus important dans les
parodontites que dans les gingivites. La mesure des nitrites salivaires, 3 et 6 semaines apres
un traitement parodontal chez les patients atteints de gingivite (détartrage + polissage) et les
patients atteints de parodontite (surfagage chirurgicaux et non chirurgicaux) montre que tous
les traitements parodontaux permettaient de diminuer les quantités de nitrite salivaire chez ces

patients. Le taux de nitrite demeurait cependant toujours plus €levé que chez les témoins.

Ces résultats sont en désaccord avec une étude similaire qui montre, au contraire, une
diminution de la quantité de nitrite dans la salive de patients atteints de parodontite (4). Cette
derniére étude était réalisée sur 25 témoins, 25 patients atteints de parodontite agressive et 25

patients souffrant de parodontite chronique.

Ces résultats contradictoires pourraient s’expliquer par des méthodes de collection et
de traitement de la salive différentes (stimulée ou non, aprés ringage ou sans ringage, avec ou
sans centrifugation des échantillons, échantillons congelés ou non avant dosage...). En effet,
toutes ces études mesurent par la méthode de Griess, le nitrite qui est le principal produit
formé par 1’oxydation de NO" en solution aqueuse. /n vivo, le nitrite peut étre oxydé¢ en nitrate
(NO3"), plus stable. Les nitrates peuvent étre de nouveau réduits en nitrite grace a une enzyme
appelée nitrate réductase. Les mesures faites du nitrite dans toutes ces études ne tiennent
compte ni de I’oxydation éventuelle du nitrite en nitrate dans les conditions de préleévement,
ni de I’éventuelle présence de nitrate réductase dans la cavité buccale (Nitrate réductase
bactérienne, par exemple). Un moyen simple de quantifier le nitrite et le nitrate aurait été de
mesurer, toujours par la méthode de Griess, I’ensemble des nitrates par I’adjonction de nitrate

réductase lors du dosage.

Il est évident qu’un dosage de nitrite/nitrate dans la salive de patients atteints de
parodontite n’est pas en soi un bon moyen d’évaluer la quantité de NO produite par les seuls
tissus parodontaux. Ces métabolites peuvent en effet provenir de la dégradation du NO
produit par différentes sources (glandes salivaires, digestion, bactéries...). En revanche, la
preuve d’une corrélation entre taux de nitrite/nitrate et maladie parodontale pourrait permettre
de développer un outil diagnostic intéressant. Il est a noter que dans ces études les écart-type
des moyennes de chacun des groupes ¢étaient trés élevés suggérant une variabilité

interindividuelle importante ce qui pourrait poser probléme pour une utilisation diagnostique.

Une autre approche, consiste a mesurer le nitrite et le nitrate dans le sérum. C’est ce qu’ont

réalisé Menaka et coll. dans une étude publiée en 2009. La mesure du nitrate et du nitrite dans
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le sérum de patients sains (n=30) ou atteints de parodontite chronique (n=30) montre une
¢lévation du taux de ces métabolites du NO dans le sérum des patients atteints de maladies
parodontales (64). La encore, la variabilité interindividuelle était élevée. En outre, on peut

supposer que toute inflammation, autre que parodontale, pourrait influer sur cette valeur.

d- Mesure indirecte du NO produit: peroxynitrite et nitrotyrosine

Nous avons vu dans les chapitres précédents que la production simultanée du NO produit par
la NOSIi et de superoxyde lors de I’inflammation pouvait générer du peroxynitrite (ONOO-).
La détection de 3-nitrotyrosine (produit de la nitration des tyrosines par le ONOO-) constitue

un marqueur relativement spécifique de la production de ONOO- (72).

Dans une étude immunohistochimique réalisée a 1’aide d’un anticorps anti-3-nitrotyrosine
dans un modéle de parodontite induite chez le rat, Lohinai et coll. (61) montrent une
augmentation de la formation de nitrotyrosine dans les tissus gingivaux lors de I’inflammation
parodontale.

En effet, cette étude révele que 8 jours de ligature entrainaient au niveau des tissus bordant la
ligature, la formation de 3-nitrotyrosine au sein de Il’infiltrat inflammatoire, un marquage
pouvant étre notamment détecté au niveau des PMN, des monocytes/macrophages et des
lymphocytes. De maniére intéressante, la présence de 3-nitrotyrosine était aussi détectée au
niveau de 1’épithélium et des fibres de collagéne du ligament alvéolodentaire de la dent
ligaturée. Bien que beaucoup plus faible, un marquage était aussi présent dans les tissus de la
dent controlatérale utilisée comme témoin.

Les auteurs font remarquer que le profil de détection de 3-nitrotyrosine correspond au profil
d’expression de la NOSi réalisé dans le méme modele dans I’étude de 1998 (voir plus haut).
La co-localisation des nitrotyrosines et de la NOSi suggere que le NO produit par la NOSi est
bien a I’origine de la formation de peroxynitrite et que ce dernier entraine la nitration de

protéines sur son lieu de production.

V-2-B Inhibition de la production NO lors d’inflammation parodontale

L’ensemble des études précédentes montrent clairement une augmentation de la synthése de
NO dans les tissus parodontaux lors des maladies parodontales. Afin de comprendre son role
dans ces pathologies, plusieurs études ont cherché a inhiber la production de NO dans des

modeles de parodontites induites.
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a- Effet bénéfiques des inhibiteurs de NOSi

Une premiere approche permettant d’étudier le role joué par le NO produit par les NOSi
consiste a utiliser un inhibiteur’ de NOSi dans des modéles de parodontite induite par ligature
chez le rat.

Plusieurs travaux rapportent un réle bénéfique des inhibiteurs de NOSi dans de tels modéles

suggérant un réle délétére du NO produit par la NOSi dans I’inflammation parodontale.

Ainsi, dans I’étude de Lohinai et coll. (60), 'injection intrapéritonéale d’un inhibiteur de
NOSi, le mercaproethylguanidine (MEG) entrainait une diminution de la perte osseuse et de
la perméabilit¢ vasculaire induite par 8 jours de ligature du collet de la premiére molaire
mandibulaire chez le rat. Ce résultat suggere le role délétére d’une production importante de
NO produit par les NOSi, pour les tissus parodontaux, lors des parodontites. Outre son action
inhibitrice sur la synthése de NO par les NOSi, le MEG est aussi reconnu comme un bon
tampon (détoxifiant) du peroxynitrite ONOO-, ce qui pourrait aussi expliquer son action
protectrice dans ce mode¢le. Les effets bénéfiques de cet inhibiteur pourraient aussi étre

attribués a son action inhibitrice de la COX2 aussi impliquée dans 1’inflammation parodontale.

Dans le méme type d’étude, Di Paola et coll. (20) rapportent aussi des effets bénéfiques, dans
I’inflammation parodontale, de I’inhibition de la production de NO par un autre inhibiteur
relativement spécifique de la NOSi, I’aminoguanidine. Ils montrent, en effet, que 1’induction
d’une parodontite par ligature entrainait des dommages tissulaires, une augmentation de
I’infiltration des neutrophiles (activit¢ myéloperoxydase'’), une augmentation de stress
oxydatif (peroxydation lipidique, PARP=Marqueur de dommages nucléaires), une
augmentation de I’activité et de D’expression de la NOSi, de nitrotyrosine et une
augmentation de perméabilité vasculaire (extravasation de bleu Evans) et de perte osseuse
alvéolaire. L’administration intrapéritonéale d’aminoguanidine non seulement inhibait la
synthése et I’activité de la NOSi ainsi que la formation de peroxynitrite mais permettait aussi
de diminuer I’ensemble des parametres cités ci-dessus. Ces travaux suggerent, de nouveau,
que le NO produit en forte quantité par le NOSi participe a 1’inflammation parodontale, est
délétere pour les tissus et pourrait contribuer aux dommages tissulaires observés dans les

parodontites.

? Les inhibiteurs utilisés dans ces études sont plus ou moins spécifiques de la NOSi. Certains comme le L-
NAME ne sont pas spécifique de la NOSI et inhibe aussi la NOSc. D’autres, bien que plus spécifiques peuvent
ausi a certaines concentrations inhiber la NOSc.

' Voir définition dans lexique
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Leitdo et coll. (57) ont confirmé ces résultats dans un autre modele de parodontite
expérimentale induite par ligature chez le rat. En effet, 1’injection intrapéritonéale
d’aminoguanidine, 1a encore, permettait d’inhiber la perte osseuse induite par 11 jours de
ligature. De la méme maniére, I’administration intrapéritonéale d’un inhibiteur compétitif des
NOS, cette fois non spécifique de la NOSi, le L-NAME, diminuait la perte osseuse. Ces effets
protecteurs sont reversés par la co-administration du substrat des NOS, la L-arginine. Ces
données suggerent que ’activité NOSi et donc la production de NO par cette enzyme est
impliquée dans les dommages osseux induits par la ligature.

De maniére intéressante, la détermination de la formule leucocytaire a différent temps (6h, 1,
7 et 11 jours) apres la ligature montre une augmentation du nombre de leucocytes a 6h, 7 et
11 jours correspondant au recrutement des PMN a 6h et des lymphocytes a 7 et 11 jours. Les
2 inhibiteurs de NOS entrainent dés 6h une inhibition du recrutement des leucocytes,
inhibition prolongée et accrue jusque 11 jours. La encore cet effet était reversé par
I’administration de L-arginine. Ces travaux suggerent que le NO produit par les NOSi jouerait
un rdle dans le recrutement des cellules inflammatoires au niveau du site de I’inflammation et
participerait aux dommages tissulaires et plus particulierement a la perte osseuse, lors de

I’inflammation parodontale.

Plus récemment, les travaux de Herrera et coll. (33) ont confirmé que I’administration
péritonéale d’aminoguanidine empéchait la perte osseuse induite par 11 jours de ligature chez

le rat.

L’ensemble de ces études réalisées chez 1’animal s’accordent a conclure a des effets
bénéfiques de I’utilisation d’inhibiteur lors d’inflammation parodontale. A premiere vue, ces
travaux peuvent paraitre encourageants, et laisser présager la possibilit¢é d’une utilisation
thérapeutique de tels inhibiteurs, chez I’homme, pour traiter les maladies parodontales. Il faut
rester pourtant extrémement prudent en prenant en compte les limites de ces études.

Nous avons vu que le NO produit par les NOS constitutives avait de multiples roles
physiologiques vitaux. Pour éviter tout effet systémique dangereux, 1’utilisation a des visées
thérapeutiques d’un inhibiteur de NOSi devra donc s’affranchir de tout inhibition méme
partielle des NOS constitutives (Alderton 2001). Les inhibiteurs utilisés dans les études
précédentes, y compris les inhibiteurs dits spécifiques, ont en réalit¢ une spécificité
relativement faible et peuvent aussi, a certaine concentration, inhiber les NOSc. Leur
utilisation serait donc risquée. On peut déplorer, de ce fait, ’absence de mesure d’activité des
NOS constitutives dans ces études. Il existe des inhibiteurs extrémement spécifiques de la

NOS;, tel que le GW274150. Ce dernier a d’ailleurs été testé chez ’homme dans une maladie
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a composante inflammatoire: 1’asthme (81). De maniére intéressante, le GW274150 dans cette
¢tude entrainait bien une diminution de la production de NO chez des patients asthmatiques
mais s’est avéré n’avoir aucun effet sur la réponse inflammatoire induite par un allergéne chez
ces patients. Le GW274150 avait montré des résultats pourtant prometteurs dans des mode¢les
animaux d’inflammation pulmonaire. Ceci démontre bien que 1’extrapolation & ’homme de
données tirées de modeles animaux n’est pas toujours possible. Pour autant, il serait
intéressant d’étudier I’effet de tels inhibiteurs dans des modéeles expérimentaux de parodontite
chez I’animal et dans un deuxiéme temps, s’il s’avere protecteur, chez ’homme.

Cependant, dans toutes ces études, les inhibiteurs de NOS étaient administrés par injection
péritonéale, ce qui augmente le risque d’effets systémiques. Pour diminuer ce risque, il serait
probablement plus judicieux de les administrer localement (par injection gingivale par
exemple). Il n’existe pas d’étude qui évalue les effets de I’injection locale de ces inhibiteurs
sur I’inflammation et la résorption osseuse dans des mode¢les d’inflammation parodontale. De
telles études seraient nécessaires, car il n’est pas a exclure que ces inhibiteurs appliqués
localement aient des effets différents de ceux observés lorsqu’ils sont administrés par
injection intrapéritonéale. En effet, Paul-Clark et coll. (73), ont montré dans un mode¢le
d’inflammation pleurale induite chez le rat, que 1’administration d’inhibiteurs de NOS qu’ils
soient spécifiques ou non, au niveau du site de l’inflammation, exacerbait la réponse
inflammatoire. Au contraire, leur administration systémique par voie intrapéritonéale
améliorait la sévérité de I’inflammation.

Il est aussi regrettable que ces études n’aient pas cherché a administrer les inhibiteurs a
différents stades de I’inflammation (avant I’induction, ou apres le recrutement des PMN...).
De telles données pourraient permettre de mieux comprendre le réle du NO dans le processus
inflammatoire des parodontites et définir des fenétres d’inhibition de la NOSi plus ou moins
bénéfiques. En outre, dans la mesure ou ces inhibiteurs auraient un effet bénéfique sur
I’inflammation parodontale une fois que cette derniere est installée, cela permettrait d’ouvrir
des possibilités thérapeutiques curatives de [’'utilisation de ces inhibiteurs dans les

parodontites.

b- Modé¢les murin NOSi-/-
Les quelques études réalisées sur des modeles de souris invalidées pour le géne de la NOSi
(souris NOSi-/-), compliquent le schéma établi par les études pharmacologiques, a savoir, un
role plutdt délétere de la NOSi dans I’inflammation parodontale. En effet, ’analyse d’études

réalisées sur des souris NOSi-/- semble indiquer, au contraire, que 1’absence de NO produit
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par les NOSi serait délétere lors d’inflammation parodontale et augmenterait les dommages

tissulaires et osseux.

¢ Effets sur 'inflammation

Dans un modele d’infection sous cutanées par Pg utilisant une chambre d’inoculation, Gyurko
et coll (29) avaient montré qu’a 10 jours, la fréquence et 1’étendue des 1ésions cutanées étaient
augmentées dans les souris NOSi-/- par rapport au souris de phénotype sauvage (WT: wild
type en anglais). Le nombre de Pg provenant du fluide récolté¢ dans la chambre, était plus
important dans les souris NOSi-/- que dans les WT. L’ensemble de ces données suggerent que
I’absence de NOSIi entrainerait une aggravation de I’infection par Pg, avec une diminution de
la clairance de la bactérie ainsi qu’une sévérité accrue des 1ésions.

Bien que le nombre de PMN dans le fluide provenant de la chambre a 11 jours restait
comparable entre les 2 phénotypes, la proportion de PMN vivants était cependant diminuée
dans les souris NOSi-/- par rapport au WT. D’apres les auteurs, 1’absence de NO produit par
les NOSi n’aurait donc pas d’impact sur la migration des PMN mais entrainerait un défaut de
résistance a I’attaque bactérienne.

De maniére intéressante, ils montrent que la capacité des PMN a produire de 1’O," sous
stimulation est augmentée dans les NOSi-/- par rapport au WT, ce qui d’apres les auteurs
pourrait en partie expliquer 1’aggravation des dommages tissulaires induit par 1’infection a Pg
dans les souris NOSi-/-.

La mesure de cytokines inflammatoires (IL-1B, TNFa, IL-6) et de PGE2 dans le fluide
provenant de la chambre d’inoculation aprés 1 et 3 jours montre qu’elles étaient produites
dans les mémes proportions chez les souris NOSi-/- et les souris WT. La réponse humorale a
Pg était elle aussi la méme dans les 2 types de souris, la quantit¢ d’IgG dans le sérum étant
comparable dans les souris WT et dans les souris NOSi-/- .

Le NO produit par les NOSi n’aurait donc que peu d’effet sur la réponse inflammatoire mais

atténuerait les dommages contre 1’héte.

¢ Effet sur la résorption osseuse

De nombreuses ¢tudes rapportent un role du NO dans 1’homéostasie osseuse (85). Le NO
pourrait donc aussi participer a la résorption osseuse observée dans les maladies parodontales.
Les études sur des modeles NOSi-/- s’intéressant au métabolisme osseux dans un contexte de
parodontopathie sont relativement rare. On peut citer cependant 3 études pouvant étre

pertinentes en parodontologie.

43



- Modge¢le de parodontite apicale induite

Fukada et coll. (24) dans un mod¢le de parodontite apicale induite par infection bactérienne
de la pulpe montrent que 1’exposition a des bactéries de la pulpe entrainait la formation d’une
1ésion péri apicale apres 21 jours chez les souris WT et NOSi-/-. La Iésion était plus étendue
chez les souris NOSi-/- et ces derni¢res, contrairement au souris WT, développaient un abces
orofacial. Le NO produit par les NOSi atténuerait donc, la formation de I€sion périapicale et
la résorption osseuse.

Afin de mieux comprendre ces différences, les auteurs ont cherché a caractériser et quantifier
les cellules dans la région périapicale ainsi que les facteurs influencgant la résorption osseuse:
a savoir le nombre d’ostéoclastes par mm” d’os et I’expression de facteurs induisant la
résorption osseuse (RANK, RANKL, SDF-la /CXCLI12) ou au contraire inhibant cette
résorption (OPG). Ils montrent ainsi que le nombre d’ostéoclastes est augmenté dans les
1ésions périapicales des souris NOSi-/- par rapport au WT témoin. De plus, I’expression de
RANK et SDF-1a /CXCL12 était augmentée et 1’expression de OPG diminuée dans les souris
NOSi-/- par rapport aux souris WT. L’ensemble de ces données impliquerait que le NO
produit par les NOSi diminuerait les facteurs favorisant la résorption osseuse dans le contexte

de pathologies périapicales d’origine bactérienne.

- Modg¢les d’infection orale par Pg: 2 études contradictoires

Alayan et coll. (1) montrent qu’une infection orale par Pg entrainait, aprés 10 semaines, une
perte osseuse alvéolaire plus importante chez les souris NOSi-/- que chez les souris de
phénotype sauvage (WT), suggérant un réle protecteur de la NOSi face a une infection orale
induite par une bactérie parodontopathogéne. La perte osseuse liée a I’age était évaluée en
mesurant la surface d’os résorbé a 6, 16 et 30 semaines dans les 2 types de souris, en
I’absence d’infection orale par Pg. Les résultats obtenus montraient qu’il n’y avait pas de
différence entre les 2 phénotypes.

En outre, ils montrent qu’une inoculation sous-cutanée de Pg entrainait des lésions la encore,
plus importantes apres 1 jour, chez les souris NOSi-/- que chez les souris WT. A 10 jours,
I’étendue des Iésions était comparable dans les 2 phénotypes. L’histologie des lésions
cutanées obtenues a 1 jour montrait une infiltration de PMN augmentée dans les souris NOSi-

/- par rapport au souris WT.

Une étude apparemment trés comparable réalisée par Gyurko et coll. (30), rapportait pourtant
des résultats opposés. Dans cette étude, I’infection orale par Pg entrainait, aprés 6 semaines,

une perte osseuse alvéolaire chez les souris WT mais pas chez les souris NOSi-/-.

44



IIs ont aussi mesuré la perte osseuse a 3, 6, 9 et 14 semaines, en 1’absence d’infection par Pg.
IIs montrent ainsi que la résorption osseuse a 14 semaines était significativement plus
importante dans les souris NOSi-/- que les souris WT, suggérant un réle protecteur de la

NOSi dans la résorption osseuse liée a 1’age.

La perte osseuse induite par Pg dans les souris WT est peu importante dans les 2 études.

En revanche, dans 1’étude d’Alayan, le Pg entrainait une résorption osseuse environ 2,5 fois
plus importante chez les souris NOSi-/- que chez les souris WT alors qu’il n’y avait pas de
différence entre les 2 phénotypes dans I’étude de Gyurko. Parmi les hypothéses permettant
d’expliquer les résultats contradictoires entre ces 2 études, on notera essentiellement la
différence de temps d’analyse: quatre semaines plus tard dans 1’étude d’Alayan. Il est a noter
aussi que dans I’étude d’Alayan, l’infection par Pg était précédée par un traitement
antibiotique, ce qui n’est pas le cas dans I’étude de Gyurko. Une différence de virulence des
souches bactériennes pourrait aussi apporter une explication.

Notons aussi que les deux études ne trouvent pas les mémes résultats quant a la résorption
osseuse liée a 1’age: ’absence de NOSi n’ayant pas d’effet sur cette résorption dans 1’étude
d’Alayan alors que Gyurko et coll. rapportent une différence faible mais significative. La
perte osseuse, dans 1’étude de Gyurko, était évaluée en mesurant la distance entre la jonction
émail-cément et la créte osseuse alvéolaire. Alayan et coll. mesuraient la surface d’os résorbé.
La différence trés faible observée par la mesure jonction émail-cément/ créte osseuse

alvéolaire pourrait devenir non significative en terme de surface osseuse.

Bien que la majorité des quelques études réalisées sur des modeles de genes invalidés pour la
NOSi dans le cadre des maladies parodontales semblent pencher plutdét vers un effet
protecteur de la NOSI, les résultats obtenus a partir de ces études sont insuffisants pour
conclure de maniere claire au role jou€ par la NOSi dans les parodontopathies.

De maniere générale, il faut rester trés prudent quant a I'extrapolation de données obtenues a
partir de tels modeles KO, puisque bien souvent, I’invalidation d’un géne peut entrainer des
modifications de développement et des adaptations a 1’origine de biais dans les études rendant
leurs résultats incompatibles avec une réalité¢ physiologique chez ’homme.

I1 aurait, par exemple, été intéressant de quantifier la production de NO dans ces modeles en
analysant le statut des NOS constitutives par une analyse immunohistochimique ou en
mesurant leur activité. Il aurait été aussi judicieux de comparer la présence de nitrotyrosine
dans les 2 phénotypes. On peut en effet supposer que 1’absence de NOSi puisse étre,

compensée par une production augmentée de NO par les NOSc ou d’autres mécanismes.
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Il existe de nombreuses études s’intéressant au role du NO dans différentes maladies
inflammatoires chroniques. Malgré un nombre d’études beaucoup plus important que dans le
cadre des maladies parodontales, il n’en ressort pourtant pas de schéma clair: le NO étant
tantot protecteur, tantot délétére (49).

Les nombreux rdles susceptibles d’étre joués par le NO et ces dérivés, peut laisser penser
qu’une inhibition totale et définitive de la NOSi ne donne pas une idée fine et claire des
mécanismes cellulaires et physiopathologiques faisant intervenir le NO. Le NO produit par la
NOSIi n’est probablement pas délétére ou bénéfique a tous les stades de 1’inflammation. En
outre, la source cellulaire de production peut influer sur les effets délétére/bénéfique (75).

11 existe aujourd’hui des techniques de transgénése permettant de générer des souris mutantes
chez qui I’invalidation conditionnelle d’un geéne est possible. Chez ces souris, le geéne
d’intérét peut étre invalidé spécifiquement dans un tissu (invalidation spatiale) ou a un temps
donné (invalidation temporelle). Trés récemment, Jiang et coll. (41) ont généré des souris
mutantes permettant une délétion conditionnelle de la NOSe. A notre connaissance, il n’existe
pas, a ce jour, de tels mutants permettant le controle conditionnel de 1’expression de la NOSi.
De tels mod¢les animaux pourraient s’avérer pertinents pour étudier le role des NOS dans
I’inflammation.

Dans I’objectif d’une application clinique visant a inhiber la production de NO par la NOS;, il
est essentiel d’avoir une idée claire de ou et quand, chaque dérivé du NO joue tel ou tel role
afin d’établir une « fenétre thérapeutique » d’inhibition de la NOSi. Les données de la

littérature, aujourd’hui ne permettent pas de répondre a I’ensemble de ces questions.

V-2-C Effets protecteur des donneurs de NO

De nombreuses études montrent qu’un stress oxydatif est présent lors de I’inflammation
parodontale et suggerent qu’il participerait a la progression de I’inflammation et aux
dommages tissulaires rencontrés lors des maladies parodontales (6, 12). Nous avons vu que le
NO participe aux réactions d’oxydo-réduction intracellulaires et peut s’avérer a la fois pro- et
antioxydant. De plus, les résultats parfois contradicotires des études précédentes révelent le
caractere biphasique du NO dans I’inflammation. Dans un tel contexte, augmenter la quantité
de NO, de maniere contrdlée, a I’aide de donneurs de NO pourrait influer sur la progression
de I’inflammation parodontale et sur les dommages tissulaires. Deux études ont cherché a
évaluer les effets de I’application d’un donneur de NO dans des modeles de parodontite

induite par ligature chez le rat.

Ainsi, Leitdo et coll. (58) montrent que ’application locale d’un donneur de NO, I’isosorbide,

sous forme de gel, 1h avant le placement de la ligature, puis 2 fois par jour pendant 11 jours,
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entralnait une diminution significative de la perte osseuse observée chez les animaux non
traités (aucun gel) ou n’ayant recu que le vecteur (gel sans isosorbide). Dans ces deux derniers
groupes, 1’analyse histologique des tissus parodontaux dans la région de la ligature révélait la
présence d’un infiltrat inflammatoire important associée a une destruction sévere du cément et
une résorption des proces alvéolaires. En revanche, dans le groupe traité par 1’isosorbide, les
auteurs observaient une diminution de I’infiltrat inflammatoire, une préservation partielle du
cément et des proces alvéolaires. Le NO semble donc protéger les tissus parodontaux des
dommages associés a 1’inflammation.

Cette étude purement descriptive, ne permet pas de déterminer par quel(s) mécanisme(s) le

NO agit.

Une deuxieme étude trés récente réalisée dans le méme modéle de parodontite expérimentale,
permet d’apporter un début d’explication sur les effets bénéfiques de 1’application de NO
dans un tel modéle. En effet, De Menezes et coll. (17) ont évalué, sur différents paramétres,
les effets d’un autre donneur de NO, le GSNO, administré par injection intragingivale 1h
avant I’induction de la parodontite puis, quotidiennement. On peut regrouper les parametres
étudiés en 3 grands groupes: Les dommages tissulaires, I’inflammation et le stress oxydatif
(voir tableau récapitulatif).

Les dommages tissulaires étaient évalués aprés 11 jours de ligature en mesurant la perte
osseuse alvéolaire (analyse macroscopique et histologique), 1’activité ostéoblastique (mesure
de la phosphatase alcaline osseuse '' ) et I’expression, par immunohistochimie de
métalloprotéases responsables de la dégradation du collagene matriciel (MMP1 et MMPS).
L’inflammation €tait examinée par 1’estimation, 6 jours apres I’induction de la parodontite, de
I’infiltration des neutrophiles (activit¢ myéloperoxidase: MPO), et 11 jours apres, par le
dosage de cytokines inflammatoires (IL-1p et TNFa).

L’analyse de I’expression de la NOSi par immunohistochimie et le dosage des nitrites et
nitrates, le dosage de malonaldhyde (MDA, marqueur de peroxydation lipidique) et de
glutathion réduit (GSH) permettait d’évaluer le stress oxydatif.

De manicere attendue, la mise en place de la ligature entrainait une augmentation des 3 grands
groupes de parametres étudiés, a savoir une augmentation de dommages tissulaires, de
I’inflammation et du stress oxydatif.

L’injection intragingivale de GSNO (100nM) permettait de diminuer considérablement le
stress oxydatif, I’inflammation et les dommages tissulaires induits par la ligature (voir tableau

ci-dessous).

' Phosphatase alcaline rein foie os
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Par contre, il est important de noter que I’administration de 500nM de GSNO n’améliorait
que tres peu, voire pas du tout I’ensemble des effets induits par la ligature, suggérant qu’il
existe une concentration seuil au-dela de laquelle le GSNO n’a pas d’effet bénéfique. Ces
données sont en accord avec d’autres études rapportant une action biphasique du NO et des

donneurs de NO dépendante de leur concentration (56).

Figure 9: Tableau récapitulatif des résultats de 1'étude de De Menezes et coll. (17)

parodontite experimentale (PE)
sans GSNO avec GSNO (100nM)
et Tappant & dunt ron Reatuide At 1egport & M sarn QNG
perte osseuse Macro et microscopique + i
y activité ostdoblastique [phosphatase alkaline csseuse ‘ *
Dommages tissulaires
MMP1 + ‘
rossion T
o MMPS ’
TNFa +
dosage
Inflammation ¢ 11 + -
activite Mysloperoxydase +
Malonaidéhyde : > .
dosage GSH . | .
stress oxydatif 1
Nitrate nitrite +
expression NOS .

L’administration d’un donneur de NO, le GSNO permet donc de protéger le parodonte des
effets déléteres de I’inflammation. Les mécanismes par lesquels le NO provenant du GSNO
est bénéfique dans ce modele restent a ¢€lucider. On peut néanmoins émettre quelques
hypotheses. Les effets antiinflammatoires du GSNO se manifestent trés précocement
puisqu’une diminution de I’infiltration des PMN était observée des 6h. Cette donnée suggere
une inhibition du recrutement de ces cellules par le GSNO. D’autres études ont d’ailleurs
montré que le NO était capable d’inhiber 1’expression de molécule d’adhésion a la surface de
I’endothélium et ainsi de diminuer le recrutement des leucocytes circulants au site
inflammatoire (16).

La diminution du stress oxydatif pourrait s’expliquer par plusieurs phénoménes. De manicre
intéressante, cette étude montre que 1’administration controlée de NO permet de diminuer la
production endogene de grandes quantités de NO par les NOSi, susceptibles de former des
especes oxydantes et donc de participer a 1’établissement d’un déséquilibre redox dans les
tissus. En outre, la diminution de I’inflammation et donc de cellules inflammatoires capables
de produire des especes oxydantes diminuera forcément le stress oxydatif. Enfin, le NO peut
aussi jouer un role antioxydant plus directement, notamment, en limitant la formation de
peroxynitrite ou en réagissant avec certains radicaux tres oxydants (86).

Les effets antioxydants et anti-inflammatoires du GSNO sont probablement une explication a
son action protectrice sur les dommages tissulaires. Les effets du GSNO sur Dactivité
ostéoblastique suggerent cependant que ce donneur de NO protége non seulement en

diminuant la résorption osseuse mais aussi en permettant la formation osseuse.
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I1 est regrettable que les auteurs n’aient pas évalué les effets du GSNO sur les bactéries. On
peut en effet, émettre 1’hypotheése que le NO produit par le GSNO soit bactériotoxique et

diminue, ainsi, I’infection bactérienne a 1’origine de la réponse inflammatoire.

Ces deux études in vivo semblent indiquer qu’une approche pharmacologique visant a
administrer de maniére contrélée du NO grace a des donneurs pourrait s’avérer profitable
dans le traitement préventif des parodontites. Bien évidemment, la encore, d’autres études
sont a réaliser afin de confirmer ces données et de mieux comprendre les mécanismes par
lesquels ces donneurs de NO agissent. En outre, il serait intéressant de vérifier si de tels
donneurs pourraient aussi étre bénéfiques s’ils sont administrés une fois l‘inflammation

installée.

V-3.Intérét de I’étude du role du NO en parodontologie

L’ensemble de ces études démontrent que le NO et ses dérivés participent a 1’inflammation
parodontale. Ses roles précis dans la pathogénese des parodontites demeurent néanmoins
confus et restent a déterminer. Une meilleure compréhension des mécanismes faisant
intervenir le NO et ses dérivés dans ces pathologies pourrait permettre de définir de nouvelles
cibles pharmacologiques et ainsi d’améliorer la prise en charge des patients atteints de
parodontite.

A ce jour, deux types d’approches pharmacologiques en parodontologie ont été étudiées et
seulement dans des mod¢les animaux.

La premiere consiste a inhiber I’activité de la NOS1 et donc du NO produit par cette enzyme.
Malgré des résultats encourageants chez 1’animal, une utilisation clinique chez ’homme des
inhibiteurs de NOSi semble encore compliquée. En effet, cela supposerait 1’emploi
d’inhibiteurs hautement spécifiques, sur des périodes courtes, appliqués idéalement de
maniere locale pour éviter tout effet systémique délétere. Les données expérimentales jusqu’a
présent sont loin d’avoir défini de telles conditions. Ces inhibiteurs constituent cependant
d’excellents outils expérimentaux pour étudier le role du NO dans la pathogénese des
parodontites.

La deuxiéme approche repose sur I’application de donneur de NO. Seules 2 études existent
dans des modeles de parodontites expérimentales chez 1’animal et montrent un effet
protecteur de ces donneurs. La encore, d’autres études sont nécessaires pour confirmer ces
résultats et pour définir les conditions idéales d’utilisation pour leur éventuel emploi lors des
traitements préventifs et/ou curatifs des parodontites. L’avantage de certains de ces donneurs
(par exemple I’isosorbide), notamment par rapport aux inhibiteurs de NOSI, est qu’ils sont
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déja communément utilisés dans le traitement de certaines pathologies cardiovasculaires et
pulmonaires. Leurs effets systémiques sont déja bien étudiés et leur utilisation chez ’homme,
pour une éventuelle application en parodontotlogie, serait donc simplifiée. De plus, comme le
montre 1’étude de Leitdo et coll. (58), une application topique sous forme de gel est possible
et peut étre envisagée dans le cadre d’une utilisation clinique en parodontologie en réduisant
les risques d’effets secondaires systémiques toxiques. En outre, afin d’améliorer le potentiel
thérapeutique de ces donneurs, de nombreuses recherches ont pour objectif de développer de
nouveaux vecteurs permettant une production mieux controlée du NO dans le temps et dans

I’espace (11,65).

L’étude du NO dans les parodontites présente un intérét qui s’inscrit au-dela du domaine de la
parodontologie. En effet, au cours des 20 dernieres années, des études épidémiologiques ont
montré qu’il existe une corrélation entre les maladies parodontales et plusieurs maladies
systémiques, et notamment, les maladies cardiovasculaires et le diabéte. Cette relation est
bilatérale: Les maladies parodontales ont une influence délétére sur certaines maladies
systémiques. De méme, des pathologies générales peuvent aggraver 1’évolution et la sévérité
des parodontites (14,46). Une meilleure compréhension des mécanismes qui relient les
maladies parodontales et les pathologies générales parait essentielle a la mise en ceuvre de
stratégies thérapeutiques visant a prévenir I’apparition et I’aggravation de multiples maladies
systémiques. Pourtant, ces mécanismes restent a élucider. De maniére intéressante, quelques
études suggerent que l’inflammation chronique présente dans les parodontites pourrait
contribuer au dysfonctionnement des cellules endothéliales via une altération de la production
de NO par ces cellules. Ce dysfonctionnement entrainerait un défaut de vasodilatation en
réponse a des stimuli physiologiques et pourrait participer au développement de
I’athérosclérose (35,36).

L’¢tude des roles du NO en parodontologie pourrait donc aussi contribuer a ¢€lucider les

mécanismes qui relient les maladies parodontales et les pathologies générales.
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VI. NO et pulpe dentaire: les données de la littérature

VI-1. Bref rappel sur la pulpe dentaire (74)

La pulpe dentaire est un tissu conjonctif lache richement vascularisé et innervé. Sa
particularité réside dans le fait qu’elle est contenue dans une enceinte rigide, la cavité pulpaire,
qui lui assure une protection physique contre I’environnement oral riche en bactéries.

La partie périphérique de la pulpe, directement en contact avec la paroi dentinaire, est
constituée par les corps cellulaires des odontoblastes, cellules post-mitotiques (donc incapable
de se diviser) et hautement différenciées, spécialisées dans la formation de la dentine. Les
odontoblastes sont organisés en palissades alignées le long de la dentine et projettent un
prolongement cytoplasmique a I’intérieur des tubuli dentinaires.

La zone immédiatement sous-jacente est dépourvue de cellule mais riche en terminaison
nerveuses sensitives et en capillaires sanguins. On trouve ensuite une zone de faible épaisseur
riche en cellules (couche sous odontoblastique de Hohl) qui contient principalement des
fibroblastes, des cellules dendritiques et des cellules mésenchymateuses indifférenciées
(cellules de Hohl), ce sont des cellules issues de la derni¢re mitose des odontoblastes qui
pourront se différencier en odontoblastes si les odontoblastes primaires sont détruits (voir
chapitre VI-3-A b).

La partie centrale de la pulpe dentaire est constituée d’un tissu conjonctif classique composé
d’une matrice extracellulaire contenant notamment: des fibroblastes, des cellules
immunocompétentes (cellules dendritiques, macrophages...), des cellules mésenchymateuses
indifférenciées et d’un réseau de vaisseaux sanguins et de fibres nerveuses.

La composition cellulaire de la pulpe lui permet d’assurer plusieurs fonctions fondamentales:
La pulpe dentaire est en effet responsable de la formation de la dentine (odontoblastes) au
cours du développement et de 1’édification des dents, tout au long de la vie puis lors
d’agression. Les réseaux vasculaires et nerveux lui conférent des propriétés nutritives,
nociceptives et proprioceptives essentielles au maintien des fonctions physiologiques de la
dent. Enfin, elle est capable de mettre en place une réaction inflammatoire et assure ainsi un
role de défense face aux agressions.

On comprend donc que le maintien de la vitalit¢ pulpaire lors de soins dentaires soit
aujourd’hui recherché (83). C’est pourquoi une parfaite connaissance de la physiologie et de
la physiopathologie pulpaire est essentielle a la pratique odontologique ainsi qu’au
développement de nouvelles techniques permettant de préserver la vitalité pulpaire.

Pourtant, nous verrons que certains mécanismes impliqués dans la régulation de la

physiologie pulpaire, et notamment ceux faisant intervenir le NO restent a déterminer.
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VI-2. Roles physiologiques potentiels du NO dans la pulpe

Les études s’intéressant aux roles du NO dans la pulpe dentaire sont relativement rares.
Néanmoins, nous allons voir que le NO est bien présent dans la pulpe et qu’il pourrait

contribuer a la régulation de fonctions physiologiques et physiopathologiques pulpaires.

VI-2-A Présence des NOS constitutives

a- NOS endothéliale:

La présence de NO dans la pulpe fut pour la premicre fois indirectement suggérée en 1993,
par une ¢étude histochimique de Kerezoudis et coll. (45) réalisée chez le chat et le rat. Ils
montrent, alors la présence d’activitt NADPH diaphorase'? dans la pulpe dentaire de ces
animaux, et plus précisément au niveau des odontoblastes et des cellules endothéliales des
vaisseaux pulpaires. Les auteurs émettent alors 1’hypothese que 1’activit¢ NADPH diaphorase
correspondrait aux NO synthases.

I1 faudra attendre 2000 pour qu’une étude menée par Felaco et coll. co-localise effectivement
cette activit¢ NADPH diaphorase avec la NOSe (22). En effet, dans cette derni¢ére étude,
I’analyse immunohistochimique de coupes réalisées a partir de pulpes humaines saines (n=20)
révélait le marquage par un anticorps anti-NOSe des odontoblastes et des cellules
endothéliales des vaisseaux pulpaires. La présence de NOSe était confirmée par la mesure de
I’expression d’ARNm par RT-PCR" et de la protéine par Western Blot'*. Ces résultats furent
ensuite validés par d’autres études réalisées chez ’homme (19) et chez le rat (50). La NOSe

est donc exprimée dans la pulpe au niveau des odontoblastes et des cellules endothéliales.

b- NOS neuronale:

La présence de NOSn dans la pulpe fut d’abord suggérée lors d’une étude histochimique
réalisée sur des pulpes disséquées chez le chat et le chien, par la localisation d’activité de
NADPH diaphorase au niveau des fibres nerveuses pulpaires (62).

Dans une étude immunohistochimique plus récente, cette fois-ci réalisée sur des coupes
déminéralisées de dents de rat, Korkmaz et coll. (50) ont pu localiser la présence de NOSn au
niveau des odontoblastes et au niveau de leur prolongement odontoblastiques. Ils montrent, en
outre, que les fibres nerveuses pulpaires expriment de la NOSn.

Ces deux études suggerent que le NO pourrait jouer un role dans la neurotranmission pulpaire.

"2 Aussi appelée NADPH déshydrogénase ou NADPH oxydoréductase : Regroupe toutes les enzymes capables
de catalyser la réduction (ou I’oxydation) du NADP(H). Les NOS sont des NADPH diaphorases.
14 Voir définition lexique
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VI-2-B Présence d’une signalisation dépendante du NO dans la pulpe

dentaire

Les mécanismes responsables des roles physiologiques du NO font classiquement intervenir
le systéeme guanylate cyclase soluble (GCs)/GMP cyclique (GMPc¢) (Voir chapitre I11-2).

Dans leur étude de 2005 réalisée chez le rat, Korkmaz et coll. ont cherché a évaluer la
présence, dans la pulpe, d’une signalisation GCs-GMPc dépendante du NO (50).

Rappelons que la guanylate cyclase est un hétérodimeére c’est-a-dire qu’elle est constituée
d’une sous unité a et d’une sous unité f3.

Les auteurs ont dans un premier temps recherché, a I’aide d’anticorps spécifiques,
I’expression dans la pulpe, des sous unités a2 et Bl de la guanylate cyclase (respectivement
notés GCa2 et GCP1) ainsi que la production de GMPc.

Ils montrent ainsi la présence de GMPc, GCa2 et GCPB1 au niveau des vaisseaux sanguins et
des fibres nerveuses pulpaires et des odontoblastes.

Rappelons que la NOSe et la NOSn sont aussi exprimées respectivement au niveau des
vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses de la pulpe. En outre, ces deux enzymes sont aussi
présentes dans les odontoblastes. Ces données suggerent la possibilité d’une signalisation
GCs-GMPc dépendante du NO au sein de la pulpe.

Afin de vérifier si I’activité de la guanylate cyclase est bien dépendante du NO dans la pulpe,
les auteurs ont ensuite évalué les effets sur la production de GMPc, d’un traitement ex vivo de
la pulpe avec un donneur de NO, le spermine-NONOate ou avec un inhibiteur de NOS, le L-
NAME. La quantification de I'intensit¢é de I'immunomarquage du GMPc sur les coupes
montrait une diminution significative de la quantit¢ de GMPc au niveau des odontoblastes et
des vaisseaux sanguins dans les pulpes traitées par le L-NAME par rapport aux pulpes non
traitées. Au contraire, le traitement par le spermin-NONOate augmentait significativement le
marquage de GMPc par rapport au control.

Cette étude suggere qu’il existe une signalisation GCs-GMPc dépendante du NO dans la
pulpe et qu’elle pourrait réguler des fonctions physiologiques des vaisseaux sanguins, des

fibres nerveuses et des odontoblastes du complexe dentino-pulpaire.

VI-2-C NO et circulation sanguine pulpaire

L’expression de la NOSe dans les cellules endothéliales des vaisseaux pulpaires ainsi que la
présence de GMPc et de la GCs dans ces vaisseaux, laisse supposer que le NO participe a la
régulation de la circulation sanguine pulpaire.

Quelques études se sont effectivement intéressées au role du NO dans cette régulation.
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Dans une étude réalisée chez le chat, avant méme que la présence de NOSe dans la pulpe ne
soit confirmée, Lohinai et coll. (5§9) montrent que I’administration systémique d’un inhibiteur
de la NOSe ou au contraire, d’un donneur NO, modifiaient des paramétres hémodynamiques
pulpaires tels que le flux sanguin et la résistance vasculaire. Ces données suggerent que le NO
participe a la régulation de I’homéostasie vasculaire physiologique pulpaire. Cependant, cette

étude ne permet pas de conclure que le NO agit localement.

Une étude plus récente (48) rapporte les effets de 1’application, cette fois ci locale, d’un
inhibiteur de NO sur le diamétre des artérioles pulpaires. Les auteurs montrent que
I’inhibition des NOS par le L-NAME entrainait une diminution du diameétre des artérioles
suggérant que le NO participe au maintien du tonus vasculaire pulpaire au travers de ses

propriétés vasodilatatrices.

A notre connaissance, il n’existe pas, a ce jour, d’étude rapportant la participation du systéme
GCs-GMPc dans la régulation locale de la circulation sanguine pulpaire.

De méme, la participation du NO dans la neurotransmission pulpaire ou encore le role joué
par la NOSe exprimée dans les odontoblates demeurent encore indéterminés.

Une meilleure compréhension des roles et des mécanismes faisant intervenir le NO dans la
physiologie pulpaire pourrait étre utile notamment lors du développement de nouvelles

techniques d’odontologie conservatrice.

VI-3. NO et inflammation pulpaire

VI-3-A Réaction inflammatoire et complexe dentino-pulpaire

La pulpe présente la particularité d’étre intimement liée a la couche dentinaire qui I’entoure,
de telle sorte que tout traumatisme (thermique, chimique ou physique) ou toute infection
bactérienne qui s’exerce sur la dentine pourra affecter la pulpe (74).

Comme tout tissu conjonctif, la pulpe répondra a ce type d’agression en initiant une réaction
inflammatoire dont I’objectif est, idéalement, de neutraliser ou d’¢éliminer les facteurs
d’agression et/ou d’initier les processus de réparation.

Pourtant, les conséquences d’une inflammation pulpaire ou pulpite sont diverses, puisqu’elle
peut aboutir soit a une cicatrisation soit a une nécrose de la pulpe. La nature, la durée ou
I’intensité de 1’inflammation sont autant de facteurs qui pourront influer sur le développement

du processus inflammatoire et sur ses conséquences (8,34,60).
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a- Leésion carieuses et pulpite (8,31,32)

La carie est la principale cause de d’inflammation pulpaire. La progression et I’intensité d’une
pulpite va notamment dépendre de la vitesse de progression de la carie et de la distance qui la
sépare de la pulpe.

Ainsi, lorsque la carie se développe lentement ou lorsque la carie est relativement
superficielle et qu'un traitement a permis d’¢éliminer une grande partie des tissus dentaires
infectés, la réaction inflammatoire peut parvenir a éliminer I’agent agresseur. En parall¢le, les
processus de réparation activés au cours de 1I’inflammation vont permettre aux odontoblastes
de reformer de la dentine dite réactionnelle ou cicatricielle (voir chapitre suivant).
L’inflammation se termine et la pulpe cicatrise, on parle alors de pulpite réversible. Au
contraire, si la carie est profonde, I’inflammation progresse et évolue plus rapidement. Elle est
inefficace contre I’agent agresseur et ne parvient pas a I’éliminer. La réaction inflammatoire
alors exacerbée va entrainer de profonds dommages tissulaires et in fine la nécrose de la pulpe
et la progression de 1’infection dans les tissus périapicaux de la dent. On parle alors de pulpite
irréversible.

De nombreuses cellules et médiateurs inflammatoires sont mis en jeu lors des pulpites (voir
Figure ci-dessous).

Figure 10: Principales cellules et cytokines impliquées dans la réponse
immunitaire de la pulpe
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Comme toute réaction inflammatoire, une réponse immunitaire non spécifique ou innée sera
mise en place dans un premier temps. Si ’agression persiste, ce qui est le cas lors de 1ésions
carieuses profondes, I’inflammation évoluera vers une réponse immunitaire spécifique ou
acquise. Plusieurs travaux suggeérent que la transition de la réponse immunitaire innée a une
réponse immunitaire acquise débuterait déja lors des pulpites réversibles. En effet, la carie
étant un processus lent, I’inflammation pulpaire se déroule souvent sur un mode chronique

avec des phases inflammatoires aigiies.

b- Dentinogénése réactionnelle (13,82,83)

La principale fonction des odontoblastes au cours du développement est d’assurer la synthese
et la sécrétion des composants de la matrice extracellulaire (ECM) de la prédentine. Ils
participent ensuite a la biominéralisation de cette prédentine en dentine.

Les odontoblastes conservent la capacité de sécréter de la dentine tout au long de la vie et
notamment de la dentine tertiaire en réponse a une atteinte dentinaire (ex :carieuse ou
traumatique). Des facteurs tels que la nature de 1’agression (vitesse, profondeur de la 1ésion
dentinaire) vont déterminer le type de dentine tertiaire sécrétée (voir Figure 11 p. suivante) .
Si I’agression est faible ou modérée et n’entraine pas la dégénérescence des odontoblastes,
’activité de ces derniers sera stimulée. Les odontoblastes sécréteront alors de la dentine dite
réactionnelle. Les mécanismes permettant la réactivation des odontoblastes sont encore mal
¢lucidés. Plusieurs travaux suggerent que les protéines de la famille du TGF pourraient étre
impliquées dans cette activation (83).

Si I’agression est plus importante (ex: carie ou lésion dentaire profonde) elle peut conduire a
la dégénérescence des odontoblastes. Les cellules de Hohl, situées dans la couche sous
odontoblastique peuvent se différencier en odontoblastes et produire, 1a encore, de la dentine
réactionnelle.

Dans le cas ou I’agression est plus profonde et entraine aussi la disparition des cellules de
Hohl, différents facteurs de croissance produits lors de la réaction inflammatoire pulpaire (ex :
TNFa), peuvent induire le recrutement de cellules souches progénitrices du centre de la pulpe
au site de 1’agression dentinaire et leur différenciation en cellules « odontoblaste-like ». Ces
cellules, une fois activées vont sécréter de la dentine dite réparatrice. La encore, les
mécanismes et les médiateurs impliqués dans ce processus ne sont pas encore clairement

établis.
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Figure 11: Dentinogénese tertiaire et inflammation
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Nous avons vu dans le chapitre IV que le NO et ses dérivés étaient reconnus aujourd’hui pour
jouer de multiples roles dans I’inflammation. De rares études portent sur son éventuelle
participation dans I’inflammation pulpaire. Nous verrons qu’elles permettent de suggérer qu’il
y a une augmentation de NO lors de I’inflammation pulpaire et que ce dernier pourrait comme

pour toute inflammation participer au développement des pulpites.

VI-3-B Production de NO lors de ’inflammation pulpaire

a- Expression des NOS dans les pulpites:

Quelques travaux rapportent 1’expression de la NOSi dans I’inflammation pulpaire d’origine

infectieuse.

L’expression de la NOSi dans des pulpes humaines fut pour la premicre fois évaluée en 2004
par Di Nardo Di Maio et coll. (19). L’étude était réalisée sur des pulpes humaines provenant
de dent de sagesses extraites réparties, selon des critéres diagnostic, en 3 groupes: 1) pulpes
saines, 2) pulpites réversibles et 3) pulpites irréversibles.

L’analyse immunohistochimique (n=5 pour chaque groupe) révélait la présence de NOS;,
localisée au niveau des leucocytes (PMN et macrophages essentiellement) dans les 2 groupes
« pulpites ». Un marquage moins intense était aussi observé au niveau des odontoblastes.

Aucun marquage NOSi+ n’était observé dans le groupe témoin (pulpe saine). L’intensité du

57



marquage ¢était augmentée dans le groupe « pulpites irréversibles » par rapport au groupe
« pulpites réversibles ».

La présence de NOSIi dans les pulpes inflammatoires ou au contraire 1’absence de NOSi dans
le groupe témoin était confirmée par la mesure de I’expression d’ARNm par RT-PCR et de la
protéine par Western Blot (n=5 pour chaque groupe).

La mesure de DI’expression de NOSe était aussi réalisée dans cette étude. L’analyse
immunohistochimique révélait un marquage NOSe+ au niveau des cellules endothéliales, des
odontoblastes et des fibroblastes dans les 3 groupes étudiés. Le niveau d’expression de cette
enzyme différait cependant dans les 3 groupes.

En effet, les auteurs rapportent que 1’expression de la NOSe était augmentée dans le groupe
« pulpites réversibles » par rapport au groupe témoin. Au contraire, elle était diminuée dans le
groupe « pulpites irréversibles » par rapport au témoin. L’ensemble de ces données suggere
que I’'inflammation pulpaire irréversible entrainerait une augmentation de la production de
NO par les NOSI et au contraire, une diminution de la production de NO par les NOSe, ce qui
pourrait altérer ses fonctions régulatrices. L’augmentation d’expression de la NOSe lors
d’inflammations réversibles, suggere qu’elle pourrait jouer un réle dans les processus de
cicatrisation pulpaire.

Dans une étude immunohistochimique plus récente, Korkmaz et coll. (51) montrent aussi une
augmentation de I’expression de NOSi dans des pulpes inflammatoires (pulpites irréversibles,
n=5) par rapport a des pulpes saines (n=5). Le marquage NOSi+ était augmenté au niveau des
cellules du conjonctif pulpaire ainsi que dans les odontoblastes. De plus, ils montrent,
toujours par immunohistochimie, la formation de 3-nitrotyrosine dans le conjonctif et les
odontoblastes des pulpes inflammatoires alors qu’aucune 3-nitrotyrosine n’était détectée dans
les pulpes saines. Ces données suggerent que le NO produit par les NOSi lors de
I’inflammation pulpaire est a 1’origine de la formation de peroxynitrite et que ce dernier
entraine la nitration de protéines sur son lieu de production.

Les auteurs ont aussi cherché a évaluer I’expression des sous unités al, a2 et Bl de la
guanylate cyclase. Rappelons que la cette enzyme est formée de 2 hétérodimeres constitués
chacun d’une sous unité a et d’une sous unité . Rappelons aussi que c’est au travers de son
activation de la guanylate cyclase que le NO intervient dans la régulation nombreuses
fonctions physiologiques.

De maniére intéressante, cette étude montre que 1’expression des 3 sous unités de la guanylate
cyclase était diminuée dans les odontoblastes des pulpes inflammatoires comparée aux pulpes
saines.

Ces données renforcent 1’idée selon laquelle les fonctions régulatrices du NO sont altérées

lors de I’'inflammation pulpaire.
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VI-3-C Effets des inhibiteurs de NO sur I’inflammation pulpaire

Deux études se sont intéressées aux effets de I’inhibition de la production de NO dans
I’inflammation pulpaire.
Ces deux études, menées par la méme équipe, étaient réalisées dans un modele de pulpite

induite par exposition pulpaire au LPS chez le rat.

La premicre étude (42) évaluait les effets, sur I’inflammation pulpaire induite par le LPS, de
I’administration intraveineuse de 2 inhibiteurs des NOS, un inhibiteur trés spécifique de la
NOSi, le 1400W et un inhibiteur des NOS non spécifique d’une isoforme particuliére, le L-
NAME. Plus précisément, les auteurs ont caractéris€, par analyse immunohistochimique, les
types cellulaires présents dans 1’infiltrat inflammatoire apres différent temps d’exposition des
pulpes au LPS.

Une partie des résultats de cette étude sont représentés dans les figures 12 et 13 ci-dessous.

Figure 12: Cinétique d’infiltration des granulocytes (PMN)
dans la pulpe apres exposition au LPS (42)
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Figure 13: Cinétique d’infiltration des macrophages dans
la pulpe aprés exposition au LPS (42)
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Les résultats montrent que le LPS entrainait rapidement une augmentation importante mais
transitoire du nombre de PMN dans la portion coronaire des pulpes (Figure 12). Le maximum
de PMN ¢taient présents a 3h et leur nombre diminuait ensuite.

L’administration intraveineuse de L-NAME, 30 min avant ’application de LPS, retardait
mais prolongeait la période d’infiltration des PMN, ces derniers étant toujours présents en
grand nombre 12h aprés D’application du LPS. Au contraire, I’injection de 1400W, ne
modifiait pas la cinétique d’infiltration des PMN mais le nombre de PMN infiltrés dans la
pulpe a 3h était diminué par rapport aux pulpes infectées par le LPS seul.

L’application de LPS entrainait aussi une augmentation importante et transitoire du nombre
de macrophages dans la pulpe (Figure 13). La cinétique d’infiltration était décalée comparée a
celle des PMN, le nombre maximum de macrophages étant observé a 9h.

L’administration du L-NAME, ainsi que I’administration du 1400W diminuait
considérablement ’infiltration des macrophages par rapport au LPS seul. De plus, dans les
deux cas, la cinétique d’infiltration était retardée avec un nombre maximum de macrophages
présents a 24h.

Ces résultats suggérent que le NO jouerait un role dans [Dinfiltration des cellules
inflammatoires et dans la progression de I’inflammation. En outre, ces travaux montrent que
I’inhibition de la NOSi seule, permet de diminuer !’intensité et la progression de
I’inflammation. L’absence de 1’utilisation d’inhibiteur spécifique des NOSc dans cette étude
ne permet pas de déterminer leurs roles dans 1’inflammation.

De nouveau, l’administration des inhibiteurs de NOS est réalisée avant d’induire
I’inflammation et permet donc de déterminer le role du NO dans D’initiation du processus
inflammatoire. L’administration de ces mémes donneurs a différent temps du processus
inflammatoire permettrait d’étudier si le NO influence aussi d’autres étapes de 1’inflammation.
En outre, il serait aussi intéressant de connaitre les effets de 1’application locale de ces

inhibiteurs sur I’évolution de I’inflammation.

Dans le méme modele, Kawashima et coll. (43) ont mesuré par RT-PCR semiquantitative, a
différent temps apres 1’application de LPS sur les pulpes (3, 6 ,9 ,12 ,24h), I’expression de la
NOSi, de cytokines pro-inflammatoires (IL-1a, IL-1p, 1l-6, TNFa) et anti-inflammatoire (IL-
10) et de la COX2.

Une analyse immunohistochimique de I’expression de NOSi était aussi réalisée a ces mémes
temps et montrent que des cellules inflammatoires NOSi+ étaient présentes autour des
vaisseaux sanguins pulpaires dés 3h puis infiltraient ’ensemble de la pulpe a 6h. Un co-

marquage avec des anticorps spécifiques des différents types cellulaires permettait d’établir
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que les cellules NOSi+ a 3h correspondaient, pour la plupart, 8 des PMN. A 6h, la majorité
des cellules exprimant la NOSi étaient des macrophages.

La cinétique d’expression des cytokines et de COX2 apres 1’induction de I’inflammation,
montrent que 1’expression des ARN de I’ensemble des cytokines pro-inflammatoires et de
COX2 ¢était induite des 3h apres application du LPS. Cette expression atteignait son maximum
a 6h et diminuait ensuite. L’induction par le LPS de I’expression des ARN codant pour I’IL-
10 n’était observé qu’a partir de 6h et diminuait ensuite. A 24h apres 1’application de LPS, la
quantit¢ d’ARN codant pour I’IL-1p était encore élevée.

Les auteurs ont ensuite évalué les effets de I’injection systémique du L-NAME, 15 min avant
I’induction de I’inflammation pulpaire, sur I’ensemble des ARN a 6h.

Les résultats montrent que I’inhibiteur de NOS entrainait une diminution importante de
I’expression des ARN codant pour les cytokines inflammatoires ; IL-1a, IL-1B et TNFa et
pour la COX2. De maniére intéressante, le L-NAME n’affectait pas I’expression d’IL-6 et
d’IL-10.

Ces données suggerent que le NO participerait a I’inflammation en permettant la production
initiale de médiateurs inflammatoires.

Ces travaux ne permettent cependant pas de définir clairement les mécanismes par lesquels le
NO agit sur I’expression de ces médiateurs.

En effet, la diminution de I’expression des cytokines et de la COX-2 entrainée par le L-
NAME peut en parti étre due a une diminution de I’infiltration des cellules inflammatoires.
Bien que de nombreux travaux montrent que le NO est capable d’induire aussi I’expression de
certaines protéines, rien dans cette ¢tude ne permet de conclure que le NO agisse ici,
directement sur I’expression des médiateurs inflammatoires étudiés. La encore, une
administration des inhibiteurs apres Iinitiation de 1’inflammation serait intéressante et aurait

pu partiellement répondre a cette question.

Ces deux études montrent néanmoins clairement que I’inhibition de la synthése de NO avant
I’initiation de 1’inflammation, dans ce mode¢le, diminue considérablement 1’intensité et la
progression de I’inflammation pulpaire. Ces études se limitent aux phases précoces d’une
inflammation aigiie. Le modele d’étude utilisé ici rend compte du processus inflammatoire
mis en place juste aprés la mise en contact de bactérie avec la pulpe de manicre brutale
comme c’est le cas lors de fracture dentino-pulpaire ou lors d’effraction camérale d’origine
iatrogene (lors de soins dentaire par exemple). D’autres études analysant des phases
inflammatoires plus tardives ou réalisées sur des modeles d’inflammation chroniques seraient

nécessaires pour évaluer la participation du NO dans les pulpites d’origine carieuse.
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VI-3-D NO, odontoblastes et dentinogénése réactionnelle

Nous avons vu que les odontoblastes sont capables de produire du NO puisqu’ils expriment
les deux NOS constitutives (19,22,50) dans des conditions physiologiques ainsi que la NOSi
lors de I’inflammation (19,51). Pourtant peu d’études se sont intéressées au role du NO dans
les odontobastes.

Dans une étude de 2007, Mei et coll. ont émis 1’hypothése que le NO pourrait réguler la
différenciation et I’activation des odontoblastes lors des processus de réparation dentinaire
(63).

Pour vérifier cette hypothese, ils ont évalué dans la pulpe de rat, les effets de la préparation
d’une cavité dentinaire sur I’expression au cours du temps (1,3 et 7 jours), de la NOSe, de la
NOS:i et de 2 marqueurs de la différenciation des odontoblastes, la phosphatase alcaline (ALP)
et ’ostéocalcine.

L’analyse par RT-PCR des ARN codant pour les différents génes étudiés montrent que la
préparation d’une cavité de O,4mm de profondeur sur la face mésiale de la leére molaire
maxillaire chez le rat entrainait une diminution significative d’ARNm codant pour la NOSe
aprés 3 jours. L’ARNm codant pour la NOSi était significativement augmenté par rapport au
témoin 1 et 3 jours apres la réalisation de la cavité, puis une diminution significative par
rapport au témoin était observée a 7 jours. L’expression d’un marqueur précoce de la
différenciation des odontoblastes, I’ALP, était faiblement mais significativement augmenté
apres 1 jour puis diminué significativement aprés 3 jours. L’expression de I’ARNm codant
pour Dl’ostéocalcine, marqueur plus tardif de la différenciation des odontoblastes, était
augmenté significativement 1 et 3 jours apres la préparation de la cavité, puis diminuait pour
retrouver le niveau d’expression du témoin a 7 jours.

Une analyse immunohistologique permettait de localiser 1I’expression de la NOSe, de la NOSi
et de nitrotyrosines, et I’activité ALP dans les tissus pulpaires au cours du temps. Au contraire
de la NOSi, la NOSe ¢était détectée dans la pulpe des tissus témoins au niveau des
odontoblastes et de cellules situées dans la zone centrale de pulpe. Une activité¢ ALP était
observée dans la zone sous odontoblastique et au niveau des odontoblastes (activité plus
faible).

Un jour apres la préparation, la zone située sous la cavité était infiltrée au niveau de
I’interface dentine-pulpe, par des PMN exprimant la NOSi. Les odontoblastes a ce niveau
avait disparu. Un marquage NOSi+ ¢était aussi observé dans les cellules adjacentes aux

neutrophiles et dans des cellules situées dans la zone plus interne de la pulpe. Un faible
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marquage NOSe+ était aussi détecté dans la pulpe. A ce stade, une activité ALP intense était
présente dans les cellules proches des PMN.

A 3 jours, les auteurs observaient dans la région située sous la cavité, 1’accumulation de
cellules cylindriques qu’ils supposent étre des odontoblastes. Un marquage NOSi+ intense
¢tait détecté dans ces cellules ainsi que dans la région plus interne de la pulpe. La encore, seul
un faible marquage NOSe+ était présent dans la pulpe.

L’activité ALP était toujours intense au niveau des cellules de la pulpe situées sous la cavitg,
notamment au niveau des cellules cylindriques.

Sept jours apres la préparation, la formation de dentine tertiaire était observée en regard de la
cavité. Comme dans les tissus témoins, un marquage NOSe+ était présent au niveau des
odontoblastes alors qu’aucun marquage NOSi+ ne pouvait étre détecté a ce stade. De plus,
une activit¢ ALP ¢était observée dans la zone sous odontoblastique et au niveau des
odontoblastes.

I1 est a noter que la formation de nitrotyrosine était co-localisée chaque fois avec 1’expression

de iINOS.

L’ensemble de ces résultats suggerent que le NO pourrait participer aux processus de
réparation de la dentine lors d’atteinte dentinaire. De maniére intéressante, cette étude montre
que I’induction de I’expression de la NOSi et la formation de nitrotyrosine sont synchronisées
avec l’augmentation des marqueurs de différenciation odontoblastiques. On peut émettre
I’hypotheése que le NO produit par la NOSi pourrait, via des nitrations de protéines
spécifiques, induire la différentiation en odontoblastes, des cellules de Hohl ou des cellules
mésenchymateuses indifférenciées de la pulpe. Dans le cas ou d’autres €études vérifierait cette
hypothese, le NO et les NOS pourraient s’avérer étre des cibles potentielles pour induire la

formation de dentine tertiaire lors de traitements conservateurs.

VI-3-E Intérét de I’étude du NO dans la pulpe.

L’ensemble de ces travaux démontrent que le NO est exprimé dans la pulpe saine et
inflammatoire.

La présence des NOS constitutives et du systtme GMPc-GCs dans la pulpe saine laisse
supposer qu’elles participent aux fonctions physiologiques de la pulpe. De rares études
suggerent que le NO pourrait intervenir dans la régulation de la circulation sanguine pulpaire

mais les mécanismes impliqués restent a déterminer.
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L’expression de NOSn dans les fibres nerveuses pulpaires permet d’émettre I’hypothése d’un
role du NO dans la neurotransmission pulpaire physiologique. A notre connaissance, ce role
n’a pas été véritablement exploré.

Une meilleure connaissance des roles et des mécanismes faisant intervenir le NO dans la
physiologie pulpaire pourrait permettre d’améliorer la pratique odontologique notamment lors
de soins conservateurs.

En effet, aujourd’hui, la prise en charge clinique des Iésions carieuses s’appuie sur les notions
de pulpite réversible/irréversible et propose 2 grands types de traitements : Les traitements
conservateurs dans le cas de pulpites réversibles et les traitements endodontiques lors de
pulpites diagnostiquées comme irréversibles.

Pourtant, d’un point de vue histologique et clinique, la démarcation entre pulpite réversible et
pulpite irréversible demeurent relativement floue. De plus, les mécanismes et les médiateurs
impliqués dans 1’évolution d’une pulpite réversible vers une pulpite irréversible restent a
déterminer. Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettrait de développer de
nouvelles approches thérapeutiques dans le cadre de la prise en charge des 1ésions carieuses.
La encore, peu d’études se sont intéressées aux roles du NO dans I’inflammation pulpaire.
Pourtant, les quelques données a notre disposition semblent indiquer qu’il participe
activement au processus inflammatoire pulpaire et qu’il pourrait s’avérer important dans la
mise en place des mécanismes de réparation dentinaire.

De nombreuses questions demeurent cependant :

Quel est I'impact des NOSc sur le développement de I’inflammation? L’altération du systéme
NOSc-GCs-GMPc est-il déterminant dans 1’évolution de I’inflammation vers un processus
irréversible ? Est-il possible de contrdler I’inflammation en modulant la production de NO a
différents stades inflammatoires? Quelle est le réle du NO produit par les odontoblastes dans
la pulpe saine ? Le réponse a ces questions permettrait, peut-&tre, de mieux controler
cliniquement, la vitalité pulpaire et pourrait offrir de nouvelles possibilités thérapeutiques en

odontologie conservatrice.

La découverte des cellules dites « souches » dans la pulpe dentaire (26) a permis depuis 2000
de relancer sérieusement 1’intérét de la recherche en odontologie au-dela des limites de la
dentisterie. En effet, ces cellules souches de la pulpe dentaires possedent en plus de leur
capacité de renouvellement, la capacité d’acquérir d’autres voies de différenciation que celle
de la différenciation en odontoblaste (77). La culture en présence de facteurs de croissances et
de différenciations spécifiques a permis de montrer qu’elles pouvaient se différencier en
ostéoblastes, en cellules neuronales, en cellules adipocytaires ou encore en chondrocytes. Ces
découvertes associées aux développements de techniques d’ingénieries tissulaires permettent
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d’envisager des applications cliniques intéressant non seulement le domaine de 1’odontologie
(cicatrisation pulpodentinaire, régénération pulpaire, régénération compléte de 1’organe
dentaire) mais aussi d’autres domaines de la médecine (régénération de tissu osseux, de
cartilage, de tissu nerveux ...). De nombreux travaux ont montré le rdle essentiel du NO au
cours du développement et dans les processus de différenciation (67,69,79). Dans un tel
contexte, 1’étude du réle du NO dans la pulpe, et plus spécifiquement dans la différenciation

des cellules souches d’origine dentaire pourrait s’avérer particuliérement intéressante.
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VII. Conclusion

Désignée molécule de I’année par la revue internationale “Science” en 1992 (53), le NO
suscite pourtant toujours autant d’intérét en 2012. En effet, on estime aujourd’hui a environ
3000 par an le nombre d'articles scientifiques concernant la recherche sur le NO.

Dans un tel contexte, il n’est pas étonnant que le NO suscite aussi un intérét dans le domaine
de I’odontologie.

Les études que nous avons citées ont permis de clairement montrer qu’il était
constamment produit dans 1’organe dentaire (pulpe et parodonte). De ces travaux ressort aussi
sa participation dans les pathologies inflammatoires pulpaires et parodontales. Pourtant, son
role précis dans la physiologie pulpaire, ou dans 1’évolution des processus inflammatoires
pulpaires et parodontaux n’est pas clairement établi.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes limités aux études s’intéressant au NO dans la
pulpe et dans les maladies parodontales et nous n’avons abordé que trés peu la participation
du stress oxydatif dans les situations pathologiques en odontologie. Ce sujet suscite,
cependant, de nombreuses recherches et certains dérivés du NO sont directement impliqués

dans 1’établissement d’un déséquilibre redox (6,12).

De D’implication du NO en physiologie et en pathologie intéressant le domaine de
I’odontologie, de la parodontologie et de la médecine buccale, nait I'intérét thérapeutique
qu’il pourrait y avoir a moduler I’expression et/ou I’activité de cette molécule par des agents
pharmacologiques. Une meilleure compréhension des mécanismes faisant intervenir le NO et
ses dérivés dans les processus physiologiques et physiopathologiques de la sphere buccale
pourrait permettre de définir de nouvelles cibles pharmacologiques et ainsi d’améliorer la

prise en charges des patients en odontologie.
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Lexique

Apoptose: Processus de mort cellulaire programmeée par lequel des cellules déclenchent leur
auto-destruction en réponse a un signal. L’apoptose fait partie intégrante de la physiologie
normale d'un organisme en permettant par exemple, d’éliminer les cellules devenues inutiles
(ex: cellules entre les doigts au cours du développement embryonnaire), incompétentes ou qui
présentent des dommages irréparables.

Contrairement a la nécrose, c¢’est une mort « propre » puisque dans un premier temps, les
membranes plasmiques ne sont pas détruites, et le contenu cellulaire n’est pas « déversé »
dans l’organisme. La cellule émet des signaux qui permettront sa phagocytose par

des globules blancs, notamment des macrophages.

Cellule NK : (« Natural Killer » en anglais). Les cellules NK sont des lymphocytes, aussi
appelées cellules tueuses naturelles ou lymphocytes nuls. Elles ne correspondent cependant ni
a un lymphocyte B ni a un lymphocyte T. La spécificité de ces cellules est qu’elles sont
capables de lyser des cellules malades ou étrangéres a 1'organisme de maniére indépendante

de l'antigeéne et sans activation préalable.

Facteurs de transcription : Un facteur de transcription est une protéine nécessaire a
l'initiation ou a la régulation de la transcription de I’ARN en protéine. Ce sont des activateurs
ou des répresseurs du complexe transcriptionnel constitué¢ autour de I'ARN polymérase qui
agissent en se fixant sur les séquences régulatrices en amont des génes a transcrire. La
modification de ces facteurs de transcription permettant 1’activation ou I’inhibition de sa
fonction aura donc pour conséquence une modification de I’expression des protéines sous le

contrdle de ce facteur de transcription.

Griess (méthode de) : C’est la technique la plus simple pour mesurer le NO'. Plus
exactement, elle mesure la formation de nitrite (NO,") qui est le principal produit formé par
I’oxydation de NO" en solution aqueuse. Le NO, réagit avec le sulphanalamide dans une
solution acide de N-(1-naphtyl) éthylénediamine et génére un composé coloré dont
I’absorbance est mesurable a 548nm. In vivo le NO; peut étre décomposé en NOs5", plus

stable, qui peut étre mesure en utilisant de la nitrate réductase lors du test.

Myéloperoxidase : La myé¢loperoxidase (MPO) est une enzyme présente en grande quantité
dans les PMN et qui est secrétée pendant leur activation. Elle catalyse la formation d’acide

hypochloreux (HOCI), un oxydant fort et participe ainsi a 1’élimination des agents agresseurs.
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Peroxidation lipidique : Processus initié¢ par des radicaux libres et qui aboutit a la
détérioration oxydative des acides gras polyinsaturés et a la génération de radicaux peroxydes

hautement réactifs a I’origine de nombreux dommages cellulaires.

Radical ou composé radicalaire : Un radical (souvent appelé radical libre) est une espece
chimique possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe. Il se note
par un point. La présence d'un ¢€lectron célibataire confére a ces molécules, la plupart du
temps, une grande instabilité ce qui signifie qu'elles ont la possibilité de réagir avec de

nombreux composés.

RT-PCR : « Reverse transcriptase polymerase chain reaction », en anglais. C’est une
technique de biologie moléculaire d’amplification permettant de répliquer une séquence
d’ARN recherchée et présente en petit nombre en une quantité suffisante pour permettre sa
détection. L’amplification concomitante d’un ARN standard interne dont I’expression est
supposée étre constante permet d’obtenir une quantité relative de I’ARN d’intérét : On parle

alors de RT-PCR semi-quantitative.

Western Blot : C’est une méthode de biologie moléculaire permettant la détection et
l'identification de protéines spécifiques dans un échantillon biologique. Un homogénat
provenant de tissu ou cellules est trait¢ pour permettre la dénaturation des protéines et
I’obtention d’un lysat protéique. Les protéines de ce lysat sont ensuite séparées selon leur
taille par €lectrophorese sur gel. Ces protéines sont ensuite transférées depuis le gel sur une
membrane ou elles sont exposées a un anticorps spécifique de la protéine d'intérét. I est
possible grace a cette technique de détecter la présence d'une protéine dans un tissu, d'évaluer
sa taille, sa concentration, les variations de cette concentration, effectuer des comparaisons de

concentrations entre différents groupes...
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RESUME

Le NO est aujourd’hui reconnu pour participer aux fonctions physiologiques et
physiopathologiques de nombreux systemes (cardiovasculaire, pulmonaire, rénal, digestif...),
ce qui lui vaut d’étre étudié dans presque tous les domaines de la médecine.

Cette thése a pour objectif de montrer que I’étude du NO suscite aussi un intérét en
odontologie car il intervient dans des processus physiologiques et pathologiques du
parodonte et de la pulpe dentaire.

La diversité des effets du NO est liée a sa chimie complexe. Le NO est, en effet, a I’origine
de différentes espeéces chimiques dont la nature va dépendre de sa source de production et
auront, de ce fait, des cibles et des effets cellulaires différents.

L’analyse de la littérature permet d’établir les bases de la participation du NO dans les
maladies parodontales. Elles s’appuient sur 3 constats: 1) La production de NO est
augmentée au cours de I’inflammation parodontale 2) I’inhibition de la production du NO
dans des modeles de parodontite modifie la progression et les conséquences de
I’inflammation parodontale 3) L’application de donneur de NO, diminue I’inflammation
parodontale et les dommages osseux consécutifs. Ses roles précis dans la pathogénese des
parodontites restent néanmoins a déterminer.

Certaines études suggerent que le NO participe aux fonctions physiologiques de la pulpe et
notamment a la régulation de la circulation sanguine pulpaire. De plus, de rares données
semblent indiquer que le NO participe au processus inflammatoire pulpaire et qu’il pourrait
étre impliqué dans la mise en place des mécanismes de réparation dentinaire.

Une meilleure compréhension des mécanismes faisant intervenir le NO et ses dérivés dans
les processus physiologiques et physiopathologiques de 1’organe dentaire pourrait permettre
de définir de nouvelles cibles pharmacologiques et ainsi d’améliorer la prise en charges des
patients en odontologie.

RUBRIQUE DE CLASSEMENT : Odontologie

MOTS CLES : - Inflammation
- Parodontite
- Monoxyde d’azote - Pulpe dentaire
- Peroxynitrite - Pulpite
- NO Synthase
- Inflammation
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