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Introduction

Le parodonte est composé de structures tissulaires permettant 'ancrage de la
dent dans I'os maxillaire. Les tissus de soutien de la dent se distinguent en tissus mous
et tissus durs : la gencive, 'os alvéolaire, le ligament alvéolo-dentaire et le cément. La
gencive constitue le parodonte superficiel et se compose d’un épithélium et d’un tissu
conjonctif qui forment un systéme d’attache superficiel. L'os alvéolaire, le ligament
alvéolo-dentaire et le cément forment un systéme d’ancrage profond.

La maladie parodontale se définit comme une affection des tissus de soutien de la
dent, d’origine microbienne associée a des lésions inflammatoires. Elle résulte d’'un
déséquilibre entre la réponse immunitaire et inflammatoire de I'héte et les bactéries
des biofilms oraux. La maladie parodontale engage de nombreux mécanismes
biomoléculaires et cellulaires rendant sa physiopathologie trés complexe.
Actuellement, le diagnostic des parodontites repose essentiellement sur I'examen
clinique et les examens radiographiques. L’examen clinique consiste en I'évaluation
du niveau d’attache et de la profondeur des poches par la réalisation d’'un sondage
parodontal, ainsi qu’en l'appréciation de I'état inflammatoire du parodonte par
I'évaluation du saignement au sondage et 'examen visuel du parodonte superficiel. Il
se compléte d’examens radiographiques en deux dimensions (orthopantomogramme
et radiographies rétro-alvéolaires) permettant d’apprécier le niveau osseux de fagon
générale mais aussi plus localement. Le diagnostic de la maladie parodontale basé
sur le sondage et les examens radiographiques permet uniquement d’évaluer
'étendue de la maladie (localisée ou généralisée) et sa sévérité. Ainsi ces outils
diagnostiques présentent des limites. En effet, ils ne permettent pas de mettre en
évidence I'activité et le pronostic de la maladie, qui sont des éléments qui permettraient
d’adapter les décisions et les stratégies thérapeutiques. De nombreux tests ont vu le
jour afin de répondre a ces limites. Les tests bactériologiques, visant a identifier les
bactéries parodontopathogeénes, présentent un intérét clinique limité. D’autres tests
sur les marqueurs biologiques sont également apparus ; néanmoins aucun de ces
tests n’a permis d’identifier un marqueur ou un ensemble de marqueurs satisfaisant.
Récemment de nouvelles molécules ont été étudiées : les micro-ARN. Les micro-ARN
sont de courtes molécules d’acide ribonucléique non codantes constituées d'une

vingtaine de nucléotides, intervenant dans la régulation de I'expression génique post-



transcriptionnelle. De nombreux micro-ARN ont été identifi€s comme prenant part a la
régulation de plusieurs processus et fonctions physiologiques dont la fonction
immunitaire, la réponse inflammatoire et le métabolisme tissulaire. Ainsi, les micro-
ARN auraient également un réle a jouer dans 'lhoméostasie des tissus parodontaux.
Ces petites molécules occupent aujourd’hui une place importante dans la recherche
pour plusieurs maladies et notamment les maladies inflammatoires chroniques et les
maladies a composante immunitaire. Dans la mesure ou la réponse immunitaire et la
réponse inflammatoire jouent un réle majeur dans les maladies parodontales,
l'investigation autour de ces molécules permettrait de mieux comprendre la complexité
de sa physiopathologie.

Par ailleurs, parmi les micro-ARN étudiés, certains pourraient présenter un intérét en
tant que biomarqueurs permettant de préciser le diagnostic des maladies
parodontales, d’évaluer leur activité, de déterminer leur susceptibilité d’évolution ou
encore d’établir un pronostic plus précis. En paralléle, de nouvelles stratégies
thérapeutiques sont en cours de développement autour des micro-ARN dans d’autres

disciplines médicales et dont les résultats pourraient bénéficier a la parodontologie.



Partie | : physiopathologie des maladies parodontales

1. Introduction

a. Etiopathogénie

Le concept actuel définit la maladie parodontale comme une pathologie multifactorielle
qui associe :
- La présence de bactéries au niveau des surfaces dentaires et gingivales,
- La présence de facteurs de risques émanant des facteurs environnementaux et
des particularités génétiques de I'héte, le rendant susceptible a la maladie

parodontale.

Les bactéries parodontopathogénes ont la capacité d’agir sur la réponse immunitaire
de I'héte en provoquant une réponse inflammatoire excessive pouvant entrainer la
destruction des tissus parodontaux. Les facteurs de risques chez I'héte peuvent

moduler et influencer I'activité et la sévérité des atteintes tissulaires (1).

b. L’homéostasie parodontale

L’homéostasie parodontale est un état d’équilibre existant entre I'héte et la flore
buccale. Elle se traduit par la capacité des tissus parodontaux a se maintenir dans un
état d’équilibre physiologique en s’adaptant aux contraintes extérieures que sont
notamment les facteurs de risques et les différentes populations constituant la flore
bactérienne. Le systéme immunitaire de I'héte est le métronome de cet équilibre : il

doit permettre la coexistence de ces deux composantes.

La maladie apparait lorsque le systéme immunitaire est dépassé par les contraintes

extérieures et ne parvient alors plus a assurer 'lhoméostasie tissulaire (figure 1).
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Figure 1 : Mécanismes pathogéniques associés a la rupture de I'homéostasie parodontale (2)

2. Le biofilm parodontal

a. Les biofilms oraux

Les biofiims oraux se définissent comme une communauté polymicrobienne,

adhérente aux surfaces dentaires et enrobée dans une matrice inter-cellulaire de

polymeéres issus des bactéries et de I'héte. Il s'agit d'un biofilm structurellement et

fonctionnellement bien organisé (2). La composition bactérienne du biofilm variera
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selon sa localisation (supra- ou sous-gingivale) et est influencée par I'hygiéne du
patient et les différents facteurs de risque qui lui sont associés (génétique, tabac,

stress, pathologies systémiques, etc.) (1).

i. Formation et dynamique

Les biofilms oraux se forment initialement par 'adhésion des bactéries a la surface de
la dent (3).

Les biofilms oraux se forment en quatre étapes principales (figure 2) :
- agrégation des bactéries a la surface dentaire,
- co-adhérence et co-agrégation bactériennes,
- maturation,

- détachement.

La formation des biofilms oraux implique l'interaction des bactéries de la cavité orale
avec la pellicule exogéne acquise. La pellicule exogéne acquise se compose de
protéines, de peptides et d’autres molécules issues de la salive et du fluide gingival (4)
qui se fixent spontanément aux cristaux d’hydroxyapatite exposés sur la surface
dentaire (5). Certains de ces peptides et protéines comportent des motifs qui peuvent

étre reconnus spécifiquement par les bactéries (6).

Initialement, les bactéries de la cavité buccale, transportées par le flux salivaire et le
flux de fluide gingival, s’adsorbent sur la surface dentaire par des liaisons physico-
chimiques de faible intensité, non spécifiques, avec la pellicule exogéne acquise. Cette
liaison des bactéries a la surface dentaire est alors réversible. Cette phase constitue
le premier temps de I'agrégation bactérienne sur la surface dentaire. Dans un second
temps, les bactéries vont interagir avec la pellicule exogéne acquise par des liaisons
physico-chimiques fortes : des liaisons ioniques ou des liaisons covalentes, soit en
reconnaissant spécifiquement des motifs peptidiques soit par des liaisons non
sélectives (5) (7). La liaison est alors irréversible. Ces bactéries initiant la formation du
biofilm sont appelées bactéries pionniéres; la majorité de ces bactéries est

représentée par des streptocoques et sont principalement Gram+ (8) (9).
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Aux bactéries adhérentes a la surface dentaire viennent adhérer d’autres bactéries
dont certaines d’entre elles sont incapables d’adhérer directement a la pellicule
exogéene acquise : on parle de co-adhérence (10). En paralléle, les phénoménes de
co-agrégation bactérienne jouent un réle tout aussi important dans le développement
du biofilm (11) (12). Par ces phénoménes de co-agrégation et de co-adhésion, des
bactéries secondaires et des bactéries tardives viennent peupler le biofilm existant.

Ainsi progressivement, les bactéries s’organisent en colonies sur la surface dentaire.

Les bactéries ayant adhéré de fagon stable a la surface dentaire établissent leur
croissance et leur nombre par division cellulaire ce qui permet I'accroissement
continuel des colonies. Les bactéries sécrétent une matrice a la surface des colonies
permettant leur protection vis-a-vis des agressions extérieures mais permettant aussi
la capture et la rétention de nutriments issus de la salive et du fluide gingival (13). Le
métabolisme des bactéries pionniéres permet I'élaboration d’un environnement de
plus en plus anaérobie et favorable au développement des bactéries tardives a Gram-
(14).

Lorsque les biofilms oraux sont épais et consistants, ils sont susceptibles de subir des
phénomeénes de détachement passif du fait de forces de cisaillement (liées aux
fonctions manducatrices) ou de détachement actif du fait de bactéries capables
d’hydrolyser leurs liaisons. Suite a ces détachements, les bactéries se retrouvent a
nouveau a I'état planctonique et peuvent coloniser d’autres sites selon les mémes

mécanismes.

En finalité, la population bactérienne des biofilms oraux est trés hétérogéne mais
repose sur la communication et la coopération d’espéces bactériennes s’organisant
en un biofilm complexe de sorte a optimiser leur développement (14). Les bactéries
coopérent entre elles : en effet, plusieurs vagues de bactéries se succedent. Des
bactéries pionniéres colonisent les surfaces et préparent un micro-environnement

propice au développement d’espéces bactériennes plus tardives (15).
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Figure 2 : Chronologie de la formation du biofilm parodontal (2)

ii. Organisation et composition

Les biofilms oraux se subdivisent en un biofilm supra-gingival et un biofilm sous-
gingival. Chacun de ces deux types de biofilms posséde un environnement particulier.
Le biofilm supra-gingival baigne dans la salive, il est surtout aérobie et se compose
principalement de bactéries Gram+.

Le biofilm sous-gingival baigne dans le fluide gingival, il est a forte tendance anaérobie,
plus favorable a la croissance des bactéries Gram-. On y retrouve des bactéries Gram-
essentiellement du c6té des surfaces gingivales tandis qu’on retrouve surtout des
bactéries Gram+ du c6té des surfaces dentaires.

On retrouve par ailleurs des populations bactériennes plus importantes dans le biofilm
supra-gingival que dans le biofilm sous-gingival en raison de la différence de surface
colonisable. Cependant, les populations bactériennes des différentes espéces

semblent similaires en proportions (15).
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b. Les bactéries de la cavité orale

i. Composition bactérienne

La cavité buccale contient plusieurs centaines de bactéries (16). Elles puisent leurs
nutriments a partir du fluide gingival et de la salive. Les bactéries s’organisent en
biofiims et coopérent entre elles. Elles modulent leurs populations par des

mécanismes de régulation inter-espéces basés sur le « quorum sensing ».

ii. Les bactéries parodontopathogénes

Socransky introduit en 1977 le concept des bactéries parodontopathogénes. Ce sont
des bactéries :

- présentes en grandes quantités dans les sites atteints,

- entrainant une réponse immunitaire chez I'héte,

- produisant des facteurs de virulence,

- induisant des Iésions dans un modéle animal,

- et dont I'élimination s’accompagne d’une amélioration de I'état clinique.

Dans les gingivites et dans les parodontites, on retrouve une augmentation des
populations bactériennes mais surtout de populations bactériennes spécifiques.
Dans les gingivites, les phénoménes de successions microbiennes aboutissent a la

colonisation tardive par des bactéries parodontopathogénes.

Dans les parodontites, les bactéries Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola et Pretovella Intermedia sont
prépondérantes dans les sites atteints (17) (18). Ces bactéries, en plus de leur pouvoir
de développement et de colonisation, ont la propriété de pouvoir contourner les
mécanismes de défense de I'héte et d’induire directement et indirectement
(essentiellement) une destruction tissulaire par leurs facteurs de virulence (18) (19)
(20).

Les maladies parodontales sont des maladies multi-bactériennes avec des
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populations variables d’'un individu a I'autre (21). Cependant, les mémes bactéries sont
souvent retrouvées associées d’un sujet atteint a l'autre entrainant I'apparition du

concept de complexes bactériens.

iii. Classification des bactéries parodontopathogénes

Socransky et al. décrivent a la fin des années 90 (22) la tendance des bactéries a
s’organiser en clusters. |lls classent les bactéries selon leur pouvoir
parodontopathogéne et leur localisation dans les situations pathologiques. lIs
décrivent six complexes : le complexe rouge, le complexe orange, le complexe jaune,
le complexe vert, le complexe violet et le complexe bleu.

Les bactéries des complexes violet, vert et jaune semblent étre compatibles avec la
santé parodontale mais certaines espéces retrouvées dans ces complexes sont a
I'origine de la colonisation initiale.

La présence de bactéries du complexe rouge est retrouvée en plus grand nombre dans
les poches parodontales et est donc associée aux parodontites.

Les bactéries du complexe rouge sont tres rarement retrouvées chez les patients
atteints de parodontite sans la présence de bactéries du complexe orange. Le
développement des populations bactériennes du complexe rouge semble donc étre

dépendant du développement des bactéries du complexe orange.

En résumé :
- Les complexes orange et rouge sont directement associés aux maladies
parodontales
- Les autres complexes sont soit associés a des inflammations superficielles du

parodonte, soit nécessaires au développement des complexes orange et rouge.
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La figure 3, ci-dessous, illustre la classification de Socransky.
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Figure 3 : Les complexes bactériens de la classification de Socransky (2)

iv. Implication dans la destruction tissulaire

Les bactéries parodontopathogenes sont a méme de provoquer la destruction
tissulaire : soit directement par la libération d’enzymes, soit indirectement par le
déclenchement d’une réaction inflammatoire chez I'h6te. En effet, certains constituants
bactériens, tels que LPS, peuvent déclencher une réaction inflammatoire en activant
les cellules épithéliales qui libérent des médiateurs chimiotactiques qui attirent des
cellules impliquées dans 'immunité et I'inflammation. La réaction inflammatoire a pour

conséquence la destruction des tissus de soutien de I'hote (14).
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3. Laréponse de I’héte (14) (23)

La réponse de I'héte face a l'agression bactérienne consiste en une réponse
immunitaire accompagnée d’une réaction inflammatoire visant a réduire la charge
bactérienne. Elle se produit grace a une importante et complexe communication
intercellulaire entre les cellules résidentes peuplant les tissus parodontaux: les
cellules épithéliales ainsi que les cellules du systéme immunitaire. La réponse de I'héte
est orchestrée par de nombreux médiateurs chimiques qui jouent un réle clé dans sa

régulation.

Le systéme immunitaire s’organise en deux composantes : le systéme immunitaire
inné et le systétme immunitaire adaptatif. La réponse innée va constituer le premier
rideau de défense qui, s’il s’avere insuffisant, sera suivi de la mise en place de la

réponse adaptative.

a. Les acteurs de la réponse innée

La réponse immunitaire innée constitue la premiére ligne de défense contre une

agression extérieure. Elle est immédiate et non spécifique.

Dans le systéme immunitaire inné, on distingue l'immunité innée humorale de

'immunité innée cellulaire.

i La réponse immunitaire innée humorale

Le systéme immunitaire inné humoral présente divers mécanismes barriére contre la
présence de pathogénes chez I'héte (figure 4) :

- le systéme du complément,

- les récepteurs de reconnaissance de pathogéenes « PRR » solubles,

- les peptides antimicrobiens : les défensines, les cathélicidines et les histatines.
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Ces différentes barriéres du systéme immunitaire inné s’activent par la reconnaissance
de motifs antigéniques exprimés par I'agent pathogéne : les motifs moléculaires

associés aux pathogénes « PAMP ».

Le systéme du complément

Le systeme du complément rassemble un groupe de protéines sériques s’activant
selon trois voies : deux basées sur la reconnaissance directe (voie des lectines et voie
alterne) ou une derniére sur la reconnaissance indirecte des pathogénes (voie

classique).

Les récepteurs de reconnaissance de pathogénes solubles

lls rassemblent plusieurs protéines, notamment la protéine de reconnaissance de LPS

(lipopolysaccharide).

Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont représentés par les défensines (alpha et béta), les
histatines et par les cathélicidines.

Les protéines de I'immunité innée humorale agissent en détruisant le pathogéne soit
directement, par exemple par la formation du complexe d’attaque membranaire, soit
indirectement par le processus d’opsonisation. L’opsonisation facilite la phagocytose

des pathogénes par les cellules phagocytaires.
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Figure 4 : Les récepteurs de reconnaissance des pathogenes (PRR) (2)

i La réponse immunitaire innée cellulaire

Les cellules de 'immunité innée présentent a leur surface des récepteurs permettant
la reconnaissance des PAMP : les récepteurs foll-like (TLR) et les récepteurs type
NOD (nucleotid binding oligomerization domain). La reconnaissance des PAMP par
ces récepteurs déclenche une cascade de signalisation intra-cellulaire qui concerne
des voies moléculaires impliquées dans la régulation de la réponse inflammatoire,

notamment les voies des MAPK et les voies associant NF-kB.
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Parmi les cellules de I'immunité innée, on distingue trois types cellulaires doués

d’'une activité de phagocytose :

- les polymorphonucléaires neutrophiles (PNN),
- les macrophages,

- les cellules dendritiques.

On retrouve également, les cellules natural killer, les polynucléaires basophiles et

éosinophiles ainsi que les mastocytes.

Les polynucléaires neutrophiles sont les leucocytes maijoritaires dans I'organisme. De
par leur nombre et leur activité phagocytaire, ils sont la barriere cellulaire la plus
importante du premier rideau de défense. Ces cellules interviennent en abondance
lors de la réponse a une agression bactérienne contre le parodonte. Elles sont
présentes spontanément dans le sulcus et I'épithélium sulculaire et forment ainsi la
premiere ligne de défense face aux pathogénes ; mais ils peuvent également étre
recrutés plus massivement par chimiotactisme lors d’'une agression extérieure. A
lissue de la phagocytose des pathogénes, ils sécrétent des cytokines pro-
inflammatoires et des enzymes telles que les MMP (métalloprotéases matricielles) qui
contribuent a optimiser la réponse inflammatoire, ceci occasionnant également une

lyse tissulaire chez I'héte.

Avec les macrophages, les cellules dendritiques jouent le réle de cellules
présentatrices d’antigénes aux lymphocytes permettant la transition de la réponse

immunitaire innée vers la réponse immunitaire adaptative.

b. Les acteurs de la réponse adaptative

La réponse immunitaire adaptative (ou acquise) intervient dans un second temps et
fait suite a la réponse immunitaire innée, lorsque celle-ci ne parvient pas a enrayer
'agression d’un pathogéne. Elle se caractérise par sa spécificité pour un antigéne
donné. Parmi les cellules de 'immunité adaptative, on distingue les lymphocytes B et

les lymphocytes T.
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i. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B vont étre a l'origine de la réponse immunitaire adaptative a
médiation humorale. Les Ilymphocytes B expriment a leur surface des
immunoglobulines et le CMH Il qui permettent la reconnaissance d'un antigéne
circulant ou d’'un antigéne présenté par une CPA. La reconnaissance d’un antigéne va
entrainer la division cellulaire du lymphocyte en deux sous-types de cellules
différenciées : les plasmocytes et les lymphocytes B mémoire. Les plasmocytes vont
sécréter les anticorps spécifiques de I'antigéne rencontré. Les lymphocytes B mémoire
sont des cellules a durée de vie longue qui continuent d’exprimer I'anticorps dirigé vers
'antigéne rencontré et permettent une réponse immunitaire plus rapide lors de la

reconnaissance ultérieure du méme antigéne.

ii. Les lymphocytes T

Les lymphocytes T se distinguent en deux sous-types cellulaires : les lymphocytes T
portant les molécules membranaires CD4 et ceux portant CD8. lls portent un

récepteur : le TCR (T cell receptor).

Les lymphocytes T CD4+ sont appelés lymphocytes T auxiliaires ou T helper et
présentent différentes sous-populations :

- Th1 :impliqués dans I'immunité cellulaire et I'élimination des pathogenes intra-
cellulaires,

- Th2 :impliqués dans I'immunité humorale et I'élimination des pathogenes extra-
cellulaires,

- Th17 : ces lymphocytes ont d'importantes propriétés pro-inflammatoires de par
les cytokines qu’ils libérent, notamment grace a leur propriété d’activation des
polynucléaires neutrophiles,

- Treg: ils modulent la réaction immunitaire en inhibant ou stimulant la

différenciation des lymphocytes.

Le récepteur des LT CD4+ interagit avec le complexe Ag-CMH Il des cellules

présentatrices d’antigéne.

22



Les lymphocytes T CD8+ sont appelés lymphocytes T cytotoxiques. lls ont une activité
lytique contre les pathogénes et les cellules infectées. Leur récepteur TCR interagit
avec le complexe Ag-CMH |. Leur activité et leur prolifération sont dépendantes des

LTh et de la reconnaissance d’'un complexe Ag-CMH 1.

c. Larégulation de la réponse immunitaire

La réponse immunitaire est finement régulée par des signalements inter-cellulaires
afin de coordonner I'intervention des différents types de cellules. La régulation joue un
réle important dans I'élimination compléte du pathogene tout en limitant les dégats
tissulaires provoqués chez I'héte. Les cytokines sont des médiateurs importants dans
cette régulation. Elles sont sécrétées a la fois par des cellules immunitaires mais aussi
par des cellules non-immunitaires. Les cytokines rassemblent: les facteurs de
stimulation, les interleukines (IL), les chimiokines, le « Tumor Necrosis Factor » (TNF)
et les interférons (IFN). Elles ont des propriétés soit anti-inflammatoires, soit pro-
inflammatoires. Parmi elles, certaines cytokines pro-inflammatoires sont fortement
associées aux maladies parodontales par leur concentration augmentée dans les sites
atteints : TNF-a., IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-17.

Dans les maladies parodontales, plusieurs études démontrent 'augmentation de la
concentration de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dans les sites atteints avant

traitement et une diminution de leur concentration aprés traitement.

d. La réaction inflammatoire parodontale

La cavité buccale étant un milieu septique, le parodonte est en permanence expose
aux micro-organismes. |l existe une réponse protectrice de I'héte par la présence
permanente de cellules leucocytaires résidentes dans le parodonte sain. Dans une
situation clinique saine, on constate la présence spontanée d’un infiltrat inflammatoire
modéré qui reflete 'homéostasie tissulaire.

Les PAMP bactériens sont reconnus par les TLR des cellules résidentes
(kératinocytes, fibroblastes, cellules dendritiques, macrophages). Lors de la

reconnaissance des motifs bactériens, tels que le LPS, les cellules résidentes libérent
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des médiateurs chimiques pro-inflammatoires (amines vasoactives, TNF-a) qui
permettent une vasodilatation et le recrutement plus massif des cellules de I'immunité
innée, telles que les PNN, vers les sites infectés.

Les PNN sont les cellules de I'immunité innée présentes dans un contexte
physiologique sain au niveau du parodonte. Il existe en effet un flux permanent de ces
cellules qui est adapté en fonction de la charge de micro-organismes présente au
niveau sulculaire afin de garantir 'lhoméostasie tissulaire.

Les PNN sont secondés dans leur réle de cellule phagocytaire par le recrutement de
macrophages. Ces cellules phagocytaires sont fortement recrutées lors de la premiére
réaction du systéme immunitaire a la présence de bactéries.

En présence d’un milieu riche en molécules pro-inflammatoires, on note une forte
activité lytique des enzymes libérées par les cellules résidentes. Lorsque l'infection
persiste et que la réponse immunitaire innée ne parvient pas a enrayer I'agression
bactérienne, les cellules de l'immunité innée assurent la transition de la réponse
immunitaire vers une réponse immunitaire adaptative en libérant des médiateurs
chimiques permettant le recrutement des cellules lymphocytaires et en assurant leur
fonction de présentation d’antigéne aux lymphocytes afin d’induire une réponse

spécifique contre les agents agresseurs.

4. Atteintes tissulaires

a. Aspects histopathologiques et anatomopathologiques (14) (24)

La rupture de [I'homéostasie parodontale se traduit par quatre étapes
histopathologiques de sévérité graduelle : la lésion initiale, la Iésion précoce, la lIésion
établie et la Iésion avancée. Chacune caractérise un aspect histologique et un aspect

clinique.
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i. Lésion initiale (figure 5)

La Iésion initiale survient en moyenne deux a quatre jours apres le dépot du biofilm

oral. On note :

une dilatation vasculaire,
une augmentation du fluide gingival,
une arrivée plus importante des PNN dans le sulcus,

une altération de la partie coronaire de I'épithélium de jonction.

Figure 5 : la lésion initiale (24)

ii. Lésion précoce (gingivite débutante ; fiqure 6)

La Iésion précoce survient aprés une semaine de présence de biofilm oral.

On note :

une augmentation des phénomeénes de la lésion initiale,

une gencive marginale érythémateuse,

une prolifération des cellules de I'épithélium de jonction et de I'épithélium
sulculaire,

une altération des fibroblastes et [linitiation de [laltération du réseau
collagénique,

une arrivée massive de lymphocytes.
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Figure 6 : La lésion précoce (24)

ii. Lésion établie (gingivite ; figure 7)

Le temps écoulé pour le passage de la Iésion précoce a la |ésion établie dépend de la

susceptibilité de I'néte.

On observe :

une diminution des populations de lymphocytes T et augmentation des
populations de lymphocytes B et de plasmocytes,

une altération importante du réseau collagénique,

une progression apicale et latérale de I'épithélium de jonction pouvant résulter
en la formation d’un épithélium de poche,

une atteinte uniquement conjonctive sans atteinte osseuse.

Cet état clinique peut perdurer pendant de nombreuses années mais est susceptible

de basculer en quelques mois vers une progression plus avancée de la pathologie

(parodontite), en fonction de la présence de divers facteurs de risques et de la

susceptibilité de I'héte.

26



Figure 7 : La lésion établie (24)

iv. Lésion avancée (parodontite ; figure 8)

Dans cet état, on observe :

une progression apicale importante,

une atteinte du desmodonte et de I'os alvéolaire,

une migration de plus en plus apicale des structures épithéliales,
la formation de poches parodontales.

Figure 8 : La lésion avancée (24)
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b. La destruction tissulaire

Les bactéries jouent un rdle direct et indirect dans la destruction tissulaire. Les
bactéries sécrétent des enzymes directement responsables de la dégradation
tissulaire dans un but nutritif mais aussi dans le but de créer un environnement spatial
favorable au développement des populations bactériennes. D’autre part, les motifs
moléculaires bactériens (tels que LPS) déclenchent, chez I'héte, la sécrétion
d’enzymes impliquées dans la dégradation tissulaire, et déclenchent aussila sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires qui aboutissent a la mise en place d’une réaction

inflammatoire importante.

i. Ladestruction du tissu conjonctif (25) (26)

Les métalloprotéases matricielles (MMP) sont les principales enzymes impliquées
dans la dégradation du tissu conjonctif en dégradant le collagéne de la matrice
extracellulaire et de la membrane basale. Elles ont par ailleurs un rdle sur I'activité des
cytokines. Les MMP sont inhibées par les TIMP. Ces deux molécules sont impliquées
dans 'homéostasie du tissu conjonctif.

Lors de la réaction inflammatoire parodontale, les PNN, les ostéoblastes, les
fibroblastes et les cellules épithéliales sécrétent abondamment ces MMP du fait de la
stimulation par les cytokines telles que le TNF-q, IL-1 et IL-6. On observe en paralléle
une diminution de la concentration des TIMP. Les principales MMP impliquées dans
la maladie parodontale sont les MMP-8, -9 et -2.

Les bactéries sécreétent aussi des enzymes impliquées dans la destruction du tissu
conjonctif mais essentiellement dans le but de favoriser la colonisation bactérienne ;
leur réle dans la destruction directe du tissu conjonctif est relativement mineur.
L’activité enzymatique par les cellules de I'héte dans le tissu conjonctif permet
d’aménager un environnement propice a l'arrivée des cellules lymphocytaires. Sa
dérégulation a cependant pour corolaire de détruire irréversiblement les tissus et de
permettre la propagation bactérienne. Au fur et a mesure de la progression apicale de

I'atteinte conjonctive, celle-ci se rapproche du tissu osseux.
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i. Ladestruction du tissu osseux (27)

La stabilité du tissu osseux dépend d'un équilibre entre cycles d’apposition et cycles
de lyse osseuse. Les cellules impliquées dans la lyse osseuse sont les ostéoclastes,
celles impliquées dans l'apposition osseuse sont les ostéoblastes. Sous I'influence
des médiateurs présents dans le tissu osseux alvéolaire, il y aura une prédominance
dans la différenciation des cellules précurseurs en ostéoclastes ou en ostéoblastes.
L’activité de remodelage osseux est dépendante de la balance RANK-L/OPG. Le
récepteur RANK est exprimé par les précurseurs ostéoclastiques. RANK-L est, entre
autres, exprimé par les cellules conjonctives et les cellules lymphocytaires. |l permet
la différenciation des précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes. L'OPG est
sécrétée par les cellules conjonctives gingivales et desmodontales. Elle présente une
forte affinité pour RANK-L et empéche l'interaction entre RANK et RANK-L, limitant la
différenciation ostéoclastique et inhibant donc 'activité ostéoclastique.

Au cours de la parodontite, plusieurs médiateurs sécrétés sont identifiés comme étant
a l'origine de I'activité ostéoclastique : TNF-qa, IL-1, IL-6, IL-17, PGE2. Par ailleurs, les
ostéoclastes expriment également des TLR qui, en reconnaissant des motifs
bactériens, vont stimuler I'activité des ostéoclastes.

L’alvéolyse au cours de la parodontite résulte du déséquilibre du remodelage osseux
ou on observe un ratio RANK-L/OPG éleveé en raison de la production importante de
cytokines pro-inflammatoires qui vont stimuler la différenciation ostéoclastique

(figure 9).
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La maladie parodontale est liée a la présence des bactéries parodontopathogénes qui
vont induire une réponse du systéme immunitaire ainsi qu’'une réaction inflammatoire
plus ou moins importante. Néanmoins, l'unique présence d'un microbiote
parodontopathogéne n’est pas suffisante pour induire les signes cliniques de la
maladie. C’est l'effet cumulatif de la dysbiose du microbiote ainsi que de la
dérégulation de la réaction immuno-inflammatoire qui illustre la susceptibilité de I'héte
a la maladie parodontale. Cette dérégulation de la réaction de I'héte se traduit par un
environnement moléculaire riche en molécules pro-inflammatoires et en cellules
clastiques a l'origine d’'un métabolisme tissulaire destructeur. L’homéostasie tissulaire
du parodonte est sous la dépendance de mécanismes de régulation complexes qui
impliqguent de nombreux médiateurs cellulaires et de nombreuses voies de
signalisation cellulaires. Dans quelle mesure les micro-ARN peuvent-ils jouer un rdle

dans la modulation de ces mécanismes ?
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Partie Il : Généralités sur les micro-ARN

1. Rappels et définitions sur I’expression génique : transcription, traduction

et régulation post-transcriptionnelle

Ayant lieu dans le noyau, la transcription est le processus par lequel la séquence ADN
d’'un géne est transcrite en une séquence composée d’acides ribonucléiques (ARN)
qui sera par la suite traduite en protéines. La transcription est réalisée par des
enzymes particulieres : les ARN polymérases (I, Il et lll) qui permettent la synthése
des pré-ARN messagers (pré-ARNm), des ARN ribosomiques (ARNTr), des ARN de
transfert (ARNt), des ARN guides et ARN régulateurs. Dans le noyau, les pré-ARNm
subissent des modifications et une maturation les transformant en ARNm. Les ARNm
constituent le support de lecture de la machinerie de synthése des protéines. L’ARNm
est la molécule finale qui pourra étre lue par la machinerie traductionnelle de la cellule
pour la synthése des protéines: c'est la traduction. La régulation post-
transcriptionnelle se définit comme un procédé de régulation de I'expression génique

ayant lieu entre la transcription et la traduction (28).

2. Définition des micro-ARN

Les micro-ARN sont des molécules d’ARN simple brin, d’une vingtaine de nucléotides,
non codantes, endogenes et issues de la transcription de I’ADN nucléaire. lls
participent a la régulation de [I'expression génique post-transcriptionnelle en
interagissant avec les ARN codants. Par leurs interactions avec les ARN codants, ils
vont soit déstabiliser leur forme structurelle, soit inhiber leur lecture par les complexes
moléculaires impliqués dans la traduction ou encore déclencher leur dégradation (29).
14 2 % du génome sert a la transcription des micro-ARN et environ 60% des génes
codant pour des protéines seraient des cibles de micro-ARN (30). lls ont ainsi un role
a jouer dans de nombreuses fonctions métaboliques et physiologiques au sein de

I'organisme et leur dérégulation pourrait étre impliquée dans diverses pathologies (29).

32



3. Historigue sur les micro-ARN

a. L’interférence

L’interférence est un processus moléculaire par lequel un ARN anti-sens non codant
va interagir avec un ARNm complémentaire afin d’empécher sa traduction en protéine.
Le phénoméne d’interférence a été découvert de maniére fortuite, a la fin des années
1990, par une équipe américaine composée des deux biologistes Andrew Fire et Craig
C. Melo. Au cours de leurs travaux, ils ont observé que l'injection d’ARN double-brin
chez Caenorhabditis elegans conduisait a la répression de I'expression du géne dont
'ARNmM était complémentaire de 'ARN double-brin introduit expérimentalement (31).
lls regurent le prix Nobel de physiologie et de médecine, en 2006, pour cette

découverte majeure.

b. Découverte des micro-ARN

Le premier micro-ARN fut découvert en 1993, lors des travaux de Victor Ambros et
son équipe, chez Caenorhabditis elegans (32). Chez C. elegans, Ambros observa en
1984 le rble prépondérant des génes lin-4 et lin-14 dans le développement des larves
de ce ver. Chez ce dernier, 4 stades larvaires étaient identifiés : chronologiquement
L1 a L4. lin-14 était décrit comme étant impliqué dans I'acquisition de caractéristiques
cellulaires précoces du stade larvaire alors que lin-4 était décrit comme étant impliqué
dans l'acquisition de caractéristiques tardives (33). Dans une étude de 1989 menée
par Ambros, des mutants lin-4 et lin-14 confirmérent ces informations et '’hypothése
formulée par le biologiste était que lin-4 était a I'origine de l'inhibition de I'expression
de lin-14 (34). En 1993, son équipe démontre que lin-4 ne code en réalité pas pour
une protéine mais pour deux ARN de petite taille dont les séquences sont partiellement
complémentaires de ’ARNm de lin-14 : ce fut la la découverte des premiers micro-
ARN (32). La méme année, I'équipe de Wightman et al. démontre que cette

complémentarité partielle empéche la traduction de TARNm de lin-14 (35).
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Dans le génome humain, plus de 2000 micro-ARN ont aujourd’hui été identifiés. lls
sont répertoriés dans la banque de données en

ligne « miRBase » (http://www.mirbase.org).

4. Biogenése (voie canonique) (36)

Il existe plusieurs voies de synthése des micro-ARN. La voie canonique est I'une
d’entre elles et est, chez les espéces animales, la voie de synthése majoritaire (37)
(figure 10).

Les micro-ARN sont codés par 'ADN nucléaire a partir duquel ils sont transcrits sous
leur forme précoce de micro-ARN primaire appelée « pri-miARN ». Les séquences
codant pour les micro-ARN peuvent se retrouver dans des séquences introniques ou
exoniques de génes codant pour des protéines, dépendant alors de son unité de
transcription, et peuvent aussi posséder leur propre séquence ADN avec sa propre
unité de transcription (38) (39). La biogenése des micro-ARN débute par la synthése
du pri-miARN par 'ARN polymérase || majoritairement(40) et par 'ARN polymérase IlI
plus rarement (40) (41). Le pri-miARN présente une structure double-brin en épingle
a cheveux avec un appariement imparfait (constituant des boucles structurelles) et est
composé de plusieurs centaines a plusieurs milliers de nucléotides protégés par une
coiffe 7-méthylguanosine a I'extrémité 5’ et une queue poly(A) a son extréemité 3’
(polyadénylation). Ce pri-miARN est ensuite épissé par un complexe appelé
« microprocesseur », regroupant I'enzyme Drosha (ribonucléase Ill) et la protéine
DGCRS8 (sous forme homo-dimérique), pour donner un pré-miARN conservant une
structure double-brin en épingle a cheveux et pouvant compter jusqu'a 100
nucléotides. Le pré-miARN contient une extrémité 3’ libre. Grace a son extrémité 3, le
micro-ARN se lie a une karyophérine : I'exportine 5. S’ensuit alors I'exportation du pré-
mMiARN du noyau vers le cytoplasme au travers de I'exportine 5 pour la suite de sa
maturation. Dans le cytoplasme, la ribonucléase Ill Dicer poursuit son clivage en
supprimant sa structure en épingle a cheveux. L’activité de Dicer, chez 'lHomme, fait
intervenir des cofacteurs : TBRP et PACT (42). A ce stade, sa structure est en double-
brin simple (mi-ARNdb) asymétrique comprenant le brin de micro-ARN mature dit

« brin guide » et un brin anti-sens dit « brin passager ».
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5. Nomenclature (44)

Le nom des premiers micro-ARN découverts était établi selon leur fonction ou leur
locus. Par exemple, le nom du micro-ARN lin-4 renvoie en fait au locus lin-4 qui
contient sa séquence génomique. Au fur et a mesure du développement des travaux
de recherche autour de ces molécules et de la découverte de nombreux nouveaux
micro-ARN, apparut la nécessité d’établir une nomenclature précise et universelle.
Depuis une quinzaine d’années, les micro-ARN nouvellement découverts sont
nommes selon le format standard suivant : miR(r)-x. « mir » définit un pri-miARN alors
que « miR » (« R » majuscule) définit un micro-ARN mature. « x » correspond a un
numero attribué dans un ordre croissant selon la chronologie de découverte.

Au format standard peut s’adjoindre un préfixe qui désigne I'espéce a laquelle se
rattache le micro-ARN. Par exemple, miR-155 fut initialement découvert chez la souris
et fut retrouvé également chez ’lhomme dans une étude de 2004. (45) Pour désigner
miR-155 chez 'Homme, le préfixe « hsa » (pour Homo sapiens) s’y ajoute : hsa-miR-
155.

Au format standard viennent également s’adjoindre des suffixes qui viennent préciser
la nature du micro-ARN :

- un chiffre peut y étre ajouté pour désigner les micro-ARN qui peuvent étre
synthétisés depuis plusieurs localisations génomiques. Par exemple, pour le
micro-ARN hsa-miR-199, on retrouve deux types de pré-miARN selon la
localisation génomique : hsa-mir-199-1 et hsa-mir-199-2 qui sont
respectivement localisés sur le chromosome 19 et sur le chromosome 1 ;

- les suffixes « 3p » et « 5p » désignent les deux micro-ARN qui sont issus du
pré-miARN selon qu’ils proviennent de I'extréemité 3’ du pri-miARN ou de
l'extrémité 5’ du pré-miARN ;

- une lettre peut également s’ajouter pour désigner des micro-ARN dont les
séquences nucléotidiques sont trés proches et qui ne different que par un ou
deux nucléotides. Par exemple, hsa-miR-199a-5p et hsa-miR-199b-5p sont

deux micro-ARN trés proches qui différent uniquement de deux nucléotides.
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6. Mécanismes d’action

a. Principes de l'interaction entre micro-ARN et ARNm

Le mi-ARNdb est ensuite pris en charge par un regroupement trimérique composé des
protéines Argonaute (Ago), TBRP et Dicer ; 'ensemble formant le complexe RISC.
Dans le complexe RISC, la protéine Argonaute sélectionne le brin complémentaire de
’ARNmM cible. Le brin passager est éliminé mais des études tendent a montrer leur role
alternatif dans la régulation post-transcriptionnelle (46) (47).

Le complexe RISC, grace au brin guide, va reconnaitre I'’ARNm cible par
complémentarité au niveau de la région 3’'UTR (48). Des appariements dans la région
5'UTR ou dans la région codante ont également été décrits (49). Il est a noter que
'appariement entre le micro-ARN et TARNm est le plus souvent imparfait chez les

especes animales (50).

b. Mécanismes de régulation post-transcriptionnelle par les micro-ARN

Une fois le brin guide pris en charge par le complexe RISC et apparié a son ARNm
cible, plusieurs mécanismes de régulation peuvent se produire. La dégradation, la
déstabilisation ou I'inhibition de la traduction.

La dégradation de 'ARNm est un événement qui survient uniquement en cas
d’appariement parfait entre le brin guide et TARNm cible : la protéine Ago2 s’active et
exerce sa fonction endonucléasique (51). L’appariement parfait étant un phénoméne
rare chez les espéces animales, ce processus de régulation est minoritaire (50). Les
autres mécanismes de régulation ont lieu en cas d’appariement incomplet et sont
énonceés ci-dessous (figure 11).

La déstabilisation de TARNm se fait par un processus de déadénylation a I'extrémité
3’ de TARNm. Le complexe miRISC recrute la protéine GW182 qui recrute un
complexe enzymatique a activité poly(A)-déadénylase (52). Le micro-ARN, se
retrouvant sans coiffe a son extrémité 3’, est dégradé par une exoribonucléase : XRN1
(53).
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L'inhibition de la traduction est un autre mécanisme de régulation. Deux modes
d’inhibition de la traduction ont été décrits : un premier mode se produisant apres le
début de la traduction (élongation) (54) et un deuxiéme empéchant l'initiation de la
traduction par I'inhibition des facteurs d’initiation de la traduction. (55)

En sus de ces mécanismes largement étudiés, la littérature décrit également un autre
meécanisme : la séquestration des ARNm dans des granules cytoplasmiques appelés

« p-bodies » (processing bodies). (56) (57)
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Figure 11 : Mécanismes d'action des micro-ARN. A) Clivage. B) Déstabilisation par déadénylation. C)
Inhibition de l'initiation de la traduction. D) Inhibition de I'élongation. E) Séquestration dans les p-

bodies. F) Activation de la translation (58)
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c. Complexité de la réqulation des micro-ARN

La complexité du mécanisme de régulation post-transcriptionnelle des micro-ARN
réside en plusieurs points :
- un méme micro-ARN peut étre exprimé différentiellement d’un tissu a l'autre, et
d’un type cellulaire a l'autre (59),
- un méme micro-ARN peut réguler plusieurs centaines de génes (30),
- un méme gene peut étre régulé par différents micro-ARN (60),
- les cibles d’action peuvent étre intracellulaire ou extracellulaire (61) (62),
- des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle positive sont décrits dans
la littérature (63) (figure 11). Par conséquent, les micro-ARN pourraient non

seulement réprimer I'activité d’'un géne mais également la potentialiser.

7. Fonctions biologiques et physiologiques

Des études récentes ont mis en évidence le rle des micro-ARN dans divers processus
cellulaires tels que la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose, le métabolisme

cellulaire ou encore la signalisation intracellulaire (64).

a. Principes de mise en évidence de 'importance des micro-ARN dans

les organismes

Pour étudier les roles biologiques et physiologiques des micro-ARN, des modéles
animaux déficients en enzymes Dicer sont utilisés. Le ou les réles d’'un micro-ARN
spécifique peuvent également étre étudiés via des modéles animaux ou la transcription

dudit micro-ARN est supprimée.

b. Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se compose de différentes phases : G1, S, G2 et M. Des points de

contrdle existent entre chacune de ces phases et permettent de vérifier et valider le
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bon déroulement de la phase cellulaire achevée afin de passer a la phase cellulaire
suivante. La régulation du cycle cellulaire est sous la dépendance de plusieurs
protéines et notamment des protéines kinases dépendantes des cyclines (CDK).
Plusieurs micro-ARN ont été identifiés dans la régulation de la stabilité de diverses
CDK (65).

Par ailleurs, E2F, facteur de transcription oncogéne largement étudié permettant
'entrée de la cellule a la phase S, est a I'origine de la transcription de plusieurs micro-
ARN (notamment miR-449a et miR-449b) qui sont impliqués dans une boucle
autorégulatrice de la stabilité de E2F (66) (67) (68).

c. Signalisation cellulaire

La prolifération et la différenciation cellulaires sont des éveénements cellulaires
contrélés par des voies de signalisation moléculaire parmi lesquelles on retrouve par
exemple la voie MAPK, PI3K, NF-kB, TGF-3 qui sont des voies moléculaires
impliquées de fagon importante dans les cancers, les maladies inflammatoires et les
maladies auto-immunes et sont largement étudiées. Les micro-ARN semblent moduler
ces différentes voies de signalisation en ciblant les ARNm des protéines impliquées

dans ces voies (69) (70).

d. Le systéme immunitaire

Au niveau du systeme immunitaire, les micro-ARN jouent un rdle dans la
différenciation des lignées cellulaires de la réponse immunitaire innée et adaptative.
Dans leur article de 2017, Manoj Kumar Kingsley & Vishnu Bhat proposent un schéma
récapitulant (figure 12) les micro-ARN impliqués dans la différenciation et le

développement des cellules immunitaires (71).

40



N

HSC CLP

ImiR-690 MiR155
{CEBP/a (TPU-1)
cmP | l MDP
Pro-B cell Pro-T cell Pro-NK cell
JMIR 17-5p, 20a ,
106a (PRUNX-1)
PMIR-155 | pMIRZ23 MiR-17~92

(SHIP 1, | (Mef2C 4 MiR-130

PU-1) ¢ J TMIR-424 (Wovmy ETRN) - "*2 (uxczn‘.:
1PU-1
(&NFIA) MiR 150 Pre-T cell CA07a)
C Pre-B cell fMiR-181a/l
Mo (11FN-y)
tPU.1 I IMIR 15/16
tlet 7i tMIR 150 (c
Neutrophil JMiR-155 (S0CS-1) Myb)
(TPPUA, 1DC-| L MiR-223 T MiR-155
s SIGN LMAFB fceap,p, MIR-155 ""'"“"' HIP1)
(SHIP1, Akt1) | TmIR-146a | e o0 2g, AMIR-214 um-zs.J( oo """23 l'(ﬂ:::
JMIR-1992a-5p 1"1'"'1 7~92 (B-catenin) miR-223 24 ~27 SOCS-1) W
(activin A) v

Macrophages Dendritic cells B cell CD 4 Te CD 8 Te TregC NK cell

Figure 12 : Les micro-ARN impliqués dans le développement et la différenciation des cellules immunitaires (71)

La réponse immunitaire innée aux agressions bactériennes est déclenchée par
I'action des récepteurs foll-like (TLR). Les études récentes suggérent un rdle important
des micro-ARN miR-9, miR-125b, miR-146a, miR-155 dans les voies de signalisation
des TLR. Le r6le des micro-ARN miR-146 et miR-155 a été mis en évidence dans la
régulation des cascades intra-cellulaires déclenchées par l'activation des TLR (72)
(73). Par ailleurs, la reconnaissance des LPS dans les macrophages provoque une
augmentation de I'expression de miR-155 et miR-125, ce qui supposerait leur rdle

dans la réponse aux agressions bactériennes (74).
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Dans la réponse immunitaire adaptative, on retrouve a nouveau le réle prépondérant
des micro-ARN miR-146a et miR-155 ainsi que d’autres micro-ARN ayant un rdle
important dans la réponse immunitaire adaptative :

- miR-17 et miR-92 : impliqués dans la survie des lymphocytes T (75),

- miR-155 et miR-146a : impliqués dans la polarisation des lymphocytes T (76),

- dans les lymphocytes B : le réle de miR-155 a été démontré dans la sécrétion des

anticorps (76).

8. Implications physiopathologiques

Une des méthodologies des études cherchant a déterminer le role des micro-ARN
dans les mécanismes physiopathologiques de certaines maladies systémiques
consiste en la comparaison des taux de micro-ARN entre des sujets sains et des sujets
malades. Plusieurs études ont justement mis en évidence des différences
significatives dans les taux de certains micro-ARN entre les sujets sains et les sujets

atteints.

a. Role potentiel des micro-ARN dans les maladies systémiques

Le réle des micro-ARN dans différents processus biologiques et physiologiques a
largement été demontré. La recherche se penche désormais sur leur implication dans
les mécanismes physiopathologiques des maladies systémiques. Le role des micro-
ARN a ainsi été étudié et des liens ont été établis avec diverses maladies
systémiques telles que :

- le cancer (77),

- les maladies cardiovasculaires (78),

- les maladies inflammatoires (79),

- les maladies auto-immunes (80),

- les maladies infectieuses, bactériennes, virales ou fongiques (81),

- les maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson ou la maladie
d’Alzheimer (82).
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b. Réponse aux agressions bactériennes (83) (84)

La réponse face aux agressions bactériennes est déclenchée par la reconnaissance
par les cellules de 'immunité innée de motifs bactériens grace aux récepteurs NOD-
like et aux TLR. Cing micro-ARN sont régulierement affectés : let-7, miR-21, miR-125,
miR-146, miR-155. Ces différents micro-ARN jouent un réle a différents niveaux des
voies de signalisation qui sont activées en aval des TLR et des récepteurs NOD-like
et qui sont impliquées dans la réponse inflammatoire et immunitaire face aux bactéries.
Parmi ces voies, on retrouve notamment la voie NF-kB. De cette fagon, ces micro-
ARN modulent l'intensité des effets inflammatoires. Par ailleurs, il a également été
démontré le role d’autres micro-ARN affectés par des organismes bactériens dans la

régulation des mécanismes d’autophagie et d’apoptose.

c. Maladies inflammatoires chroniques et auto-immunes

Les micro-ARN jouent un réle important dans le développement et la fonction des
cellules du systeme immunitaire et se retrouvent donc impliqués dans la réponse
inflammatoire.

La réponse inflammatoire est déclenchée pour faire face a une agression par un
pathogéne ou a un dommage tissulaire et consiste en un juste équilibre entre des
effets anti-inflammatoires et pro-inflammatoires. Ce juste équilibre vise a éliminer
I'élément déclencheur et a éliminer ou réparer voire régénérer les tissus et cellules
affectés. Lorsque cet équilibre est rompu, l'inflammation est entretenue de fagon
chronique ; les effets indésirables de I'inflammation persistent et I'état pathologique se

maintient ou progresse (85).

Etant donné le réle des micro-ARN dans la régulation du systéme immunitaire, ils sont
largement étudiés dans les pathologies a composantes inflammatoire et auto-immune.
Dans les recherches portant sur ce type de pathologies, on retrouve a nouveau la
présence récurrente des micro-ARN miR-146 et miR-155 (76). Par ailleurs, les micro-
ARN miR-124, miR-223 et miR-451 sont également retrouvés (86) (87). L'ensemble

de ces micro-ARN semblent concourir a la régulation de la réponse immunitaire dans
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le recrutement, le développement, la différenciation, le chimiotactisme et la polarisation

cellulaires.
La maladie parodontale étant une maladie infectieuse a composantes inflammatoire

et immunitaire, notre travail cherchera, ci-aprés, a préciser le role que les micro-ARN

pourraient présenter dans la physiopathologie et 'lhoméostasie parodontales.
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Partie lll : les micro-ARN dans la maladie parodontale

1. Les micro-ARN d’intérét en parodontologie

Afin de comprendre le rble des micro-ARN dans I'homéostasie tissulaire et les
pathologies parodontales, de nombreuses études ont cherché a comparer le profil
d’expression des micro-ARN entre des groupes de patients atteints de maladie
parodontale et des groupes de patients sains. De ce point de départ, les diverses
études ont cherché a identifier la fonction des différents micro-ARN surexprimés ou
sous-exprimés dans les situations pathologiques afin de scruter leurs rdles
physiologiques et physiopathologiques. Les premiéres études de profilage des micro-

ARN en parodontologie sont publiées des le début des années 2010.

Plusieurs revues de la littérature ont été publiées ces derniéres années, collectant les

informations recueillies par les études de profilage afin d’identifier les micro-ARN qui

présenteraient un intérét en parodontologie que ce soit :

- dans la compréhension de leur rGle dans le maintien et la rupture de I'homéostasie
parodontale,

- ou de leur utilité pour les examens de diagnostic et aussi pour les thérapeutiques.

Une premiere revue de la littérature a été publiée en 2015 par M. Kebschull et N.
Papanou (88) se basant sur toutes les études profilage existant jusqu’alors, c’est-a-
dire quatre études. Les auteurs ont validé la pertinence d’une liste de 19 micro-ARN
pour lesquels la littérature (sur base de modéle in vitro et de modéles animaux)

suggere une implication dans la pathogénie parodontale.

Dans une deuxiéme revue, publiée en 2017 par Luan et al. (89), les auteurs ont
cherché a identifier les micro-ARN impliqués dans ’homéostasie du tissu osseux sur
la base de modéles animaux dans des situations ostéogéniques, ostéoclasiques mais
aussi inflammatoires afin de déterminer les micro-ARN qui sont associés au
métabolisme du tissu osseux et qui sont donc susceptibles de présenter un intérét

pour expliquer les mécanismes de perte osseuse dans les maladies parodontales.
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Une troisieme revue publiée en 2018 également par Luan et al. (90) confronte des
résultats obtenus sur modéles animaux avec les résultats obtenus dans les différentes
études de profilage menées chez 'Homme, dans le but de mettre en évidence les
micro-ARN pertinents impliqués dans la rupture de la réponse immunitaire et

inflammatoire.

a. Laréponse immunitaire

L’étude menée par Kebschull et Papapanou (88) a validé une dizaine de micro-ARN

qui pourraient étre impliqués dans la physiopathologie parodontale.

Les micro-ARN miR-30e et miR-200a sont diminués chez les patients atteints. lls sont

impliqués dans la régulation des cellules natural killer en inhibant leur activité

cytotoxique et la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a et

I'IFN-y. Leurs diminutions suggérent donc un réle dans la dégradation tissulaire.

Un groupe de micro-ARN impliqués dans les voies activant NF-kB, qui est un facteur

de transcription impliqué dans la transcription de génes pro-inflammatoires, est

retrouvé dérégulé chez les patients atteints : miR-146a, miR-155, let-7i, miR-486 qui
sont augmentés et miR-31 qui est diminué :

- let-7i diminue I'expression des TLR-4,

- miR-486 diminue indirectement I'activation de NF-kB en ciblant des protéines de
sa voie de signalisation,

- miR-31 inhibe I'activation de NF-kB,

- miR-146a cible des molécules de la voie de signalisation NF-kB dépendante des
TLR, permettant I'activation de NF-kB,

- miR-155 est responsable d’'une stimulation de I'activité des cellules NK et d’'une
augmentation de la sensibilité des TLR au leucotriéne B4 et des macrophages. |l
interviendrait également dans le maintien de l'activité des lymphocytes Th17
caractérisée par leur production de I'lL-17 et de leur activité pro-inflammatoire. I
serait aussi responsable de 'augmentation de la production de NF-kB, TNF-a et
IFN-B.

Du fait de leur rbéle et de leur profil, les micro-ARN let-7i, miR-486, et miR-146a

semblent limiter I'inflammation, au contraire de miR-155 et de miR-31 qui semblent
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avoir un effet pro-inflammatoire. Cependant, d’autres études rapportent des effets anti-
inflammatoires de miR-155 notamment par son réle d’inhibition de la différenciation
des LT Th2 (91) ou encore par la diminution de I'expression de TNF-a lorsqu’il est
inhibé. (92)

miR-451 et miR-141, respectivement augmenté et diminué chez les patients atteints
de parodontite, sont deux micro-ARN impliqués dans l'inhibition du chimiotactisme

leucocytaire.

Le micro-ARN miR-486 qui est augmenté chez les patients atteints, perturbe les voies
de rétrocontrdle négatif des voies NF-kB, ce qui pourrait majorer I'inflammation.

Le micro-ARN miR-148a diminue dans la fonction de la présentation antigénique par
les cellules présentatrices d’antigeéne. Ce micro-ARN est augmenté chez les patients

atteints et est donc susceptible de permettre la prolifération bactérienne.

b. Le métabolisme osseux

Dans leur publication de 2017, Luan et al. (89), sur la base de leurs études et des

études déja menées par d’autres équipes, ont étudié le profil et le réle des micro-ARN :

- dans la différenciation des ostéoblastes et des cellules souches desmodontales
dans un environnement ostéogénique ainsi que dans un environnement
inflammatoire,

- dans la différenciation des ostéoclastes.

Les auteurs se proposent de résumer les informations recoupées avec les autres
études dans des schémas de synthése récapitulant les micro-ARN intervenant a divers
stades de la différenciation des ostéoblastes et des ostéoclastes (figure 13). Dans un
contexte inflammatoire, la dérégulation des micro-ARN miR-17, miR-138, miR-150 et
miR-155 limitent la différenciation ostéoblastique tandis que miR-146a a un effet

Oppose.
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Figure 13 : Le réle des micro-ARN dans la régulation de I'ostéoblastogenéese (89)

Durant 'ostéoclastogenése :

les micro-ARN miR-26a et miR-155 sont augmentés et jouent un réle de
rétrocontréle négatif dans les voies de différenciation des ostéoclastes,

les micro-ARN miR-34a, miR-125a, miR-146a, miR-223 et miR-503 sont des
inhibiteurs des voies de différenciation des ostéoclastes ; ils sont diminués,

les micro-ARN miR-21, miR-29 (a,b et c), miR-31 et miR-148 stimulent la
différenciation et I'activité des ostéoclastes. Il est intéressant de remarquer que ces
micro-ARN sont augmentés dans les études de profilage chez les patients atteints

de maladie parodontale, pouvant expliquer I'alvéolyse.
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Figure 14 : Le réle des micro-ARN dans la régulation de l'ostéoclastogenése (89)

c. Laréponse a Porphyromonas gingivalis

Les bactéries parodontopathogénes parviennent a altérer et a moduler la réponse de
I'héte afin, d’'une part, d’échapper au systéme immunitaire et d’autre part, d’'induire une
réaction inflammatoire destructrice permettant le développement d’un environnement
propice a la prolifération bactérienne. C’est dans ce contexte que I'expression des
micro-ARN suite a I'exposition bactérienne fut étudiée. Plusieurs études in vitro
révelent des résultats intéressants sur les micro-ARN exprimés suite a I'exposition au
LPS ou de Porphyromonas gingivalis dans des cellules de lignée monocytaire et des
macrophages parmi lesquels nous retrouvons notamment des micro-ARN dérégulés
régulierement évoqués dans les études de profilage : let-7i, miR-29b, miR-146a et
miR-155 (93). Les bactéries seraient donc susceptibles de modifier le profil
d’expression des micro-ARN, afin de détourner la réponse la réponse de I'héte en leur
faveur (90) (92).
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2. Le micro-ARN : un outil diagnostic ?

a. Détection des micro-ARN

Il existe plusieurs kits d’extraction et de procédures de traitement des micro-ARN. De
plus, il existe plusieurs méthodes de détection :

- la RT-PCR,

- le « microarray »,

- et le séquengage de nouvelle génération.

Dans les publications en parodontologie, la PCR en temps réel et le « microarray »

sont celles qui sont majoritairement utilisées.

On distingue deux sources de micro-ARN pour les études cliniques. Il s’agit soit des

micro-ARN obtenus directement par des prélévement tissulaires ou cellulaires, soit par

des préléevements des fluides biologiques.

Les micro-ARN sont effectivement présents dans de nombreux fluides biologiques

sous forme circulantes. Une récente étude a pu en identifier dans 12 fluides

biologiques dont la salive et le plasma. La salive est un des fluides biologiques ou les

micro-ARN sont les plus densément présents et ou le panel retrouvé est I'un des plus

variés. (94)

Les micro-ARN circulants sont retrouvés associés a différentes structures

microbiologiques vésiculaires ou extra-vésiculaires (figure 15) :

- les exosomes, qui sont issus de l'invagination de la membrane plasmique des
cellules (95) (96),

- des microvésicules de plus grande taille que celles des exosomes (97) (98),

- les corps apoptotiques, auxquels ils s’associent lors la mort cellulaire (99),

- les complexes protéiques formés avec des protéines de la famille Argonaute
(Ago2) ou RISC (100),

- Les lipoprotéines, HDL (101) (102).

Les corps apoptotiques sont en réalité un mode d’excrétion passif issu de la
dégradation tissulaire et les micro-ARN présents ne semblent pas avoir de role

biologique.
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L'association aux lipoprotéines est minoritaire. Le mode de sécrétion vésiculaire
(exosomial et microvésiculaire) représenterait 10% des modes d’excrétion alors que
les excrétions sous forme de complexes protéiques représenteraient 'autre majorité
(101).
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mnm@—ﬂl!![ [T1T1

Exportin-5 pre-miRNA miRNA/miRNA‘dupIex

RISC
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mRNA-target [T miRNA
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TTTT T |
”" oL, miRBPs
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Figure 15 : Modes de sécrétions des micro-ARN circulants. 1) Les exosomes. 2) Les microvésicules.

3) Les corps apoptotiques. 4) Les complexes lipoprotéiques. 5) Les complexes protéiques. (103)
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On distingue plusieurs milieux de prélévement :
- les tissus gingivaux,

- le fluide gingival créviculaire,

- le fluide salivaire,

- le biofilm sous-gingival,

- les cellules souches desmodontales.

Chronologiquement, les premieres études sur les micro-ARN en parodontologie
utilisent des prélévements tissulaires, en particulier le tissu gingival et le tissu
desmodontal. Ce n’est qu’a partir de 2017 qu’apparaissent les premieres études
utilisant les fluides biologiques pour analyser le profil des micro-ARN, ces méthodes
de prélévement ayant montré des résultats intéressants pour le diagnostic des cancers

de la cavité orale.

b. Les biomarqueurs en parodontologie

i. Définition

Les biomarqueurs sont des molécules quantifiables et caractéristiques d’une condition
physiologique ou pathologique.

En parodontologie, on distingue différentes classes de biomarqueurs (104) (tableau
1):

- les enzymes tissulaires,

- les protéines de l'inflammation,

- les produits métaboliques.

Ces biomarqueurs peuvent étre systémiques (sang, sérum) ou locaux (fluide gingival,

fluide salivaire).

i. Biomargueurs actuels (104)

Les biomarqueurs actuels traduisent la présence de la maladie parodontale et sa
sévérité mais n’apportent pas d’'information sur I'activité de la maladie, sa progression

et son pronostic. Les micro-ARN pourraient constituer une nouvelle classe de
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biomarqueurs pouvant pallier ces défauts et leur intérét pourrait alors permettre
d’ajuster les plans de traitement et d’établir des thérapeutiques plus personnalisées.
Néanmoins, ce type de test diagnostique doit présenter certaines qualités afin
d’assurer leur fiabilité :

- une spécificité, une sensibilité et une prédictibilité satisfaisantes,

- ils doivent étre faciles a mettre en place,

- ils doivent étre reproductibles.

Tableau 1 : Les biomarqueurs actuels en parodontologie (104)

SP-D TNF-a
IgG ICTP
HDL / LDL RANK-L/RANK
CRP MMP / TIMP
IL-6

ostéocalcine

Plusieurs problématiques se posent cependant :
- Quels micro-ARN doivent étre sélectionnés ?
- Quel(s) milieu(x) de prélevement privilégier ?

Du fait de I'inhomogénéité méthodologique dans les études de profilage des micro-
ARN en parodontologie menées chez 'homme, une multitude de micro-ARN sont
trouvés dérégulés d’'une publication a l'autre. |l existe cependant un groupe de micro-
ARN que l'on retrouve cités avec récurrence parmi toutes ces études et présentés
comme étant potentiels biomarqueurs intéressants : miR-21, miR-146a, miR-155,
miR-203, miR-205, miR-210 et miR-223.

Les micro-ARN miR-142-3p, miR-146a, miR-155, miR-203 et miR-223 ont notamment

été proposés comme biomarqueurs. (105)
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Une récente publication de juin 2020 se propose d’effectuer une méta-analyse de 16
micro-ARN issus de 29 études, menées chez 'homme et sur des modeles animaux,
afin d’identifier les micro-ARN les plus pertinents en tant que potentiels biomarqueurs.
(106)

ii. Méta-analyse des micro-ARN déréqulés

Présentation de I’'étude

- Les auteurs ont collecté 1242 articles suite a leurs recherches ;
- 138 articles se sont révélés pertinents aprés analyse des résumés ;
- 43 articles retenus selon des criteres méthodologiques : présence d’un groupe

contréle, renseignement des données de résultat, modéle approprié.

Trois criteres d’inclusion des micro-ARN sont établis :

- le micro-ARN doit étre dérégulé dans une étude chez 'homme et une étude
animale,

- ou il doit étre dérégulé dans au moins 2 études animales,

- ou il doit étre déregulé dans au moins 4 études menées chez ’'Homme.

Seuls les modéles animaux sont retenus pour le profilage dans les péri-implantites.

11 micro-ARN sont retenus chez I'homme et ne concernent que les parodontites, parmi
lesquels 8 d’entre eux sont retrouvés dérégulés de facon significative chez 'homme :
miR-24-3p, miR-30e, miR-130a, miR-142-3p, miR-144, miR-146a, miR-210 et miR-
223 (valeur-p < 0,05). Cependant les auteurs définissent un critére supplémentaire afin
de valider définitivement les micro-ARN dérégulés : ceux-ci doivent montrer une
dérégulation significative par microarray et par RT-PCR. Ainsi ce sont les micro-ARN
miR-146a et miR-142-3p qui sont retenus car ils ont été évalués par RT-PCR et par
microarray et ont montré des variations significatives dans leur profil d’expression pour
ces deux méthodes de détection. Ces deux micro-ARN sont en effet surexprimés chez
les patients atteints de maladie parodontale. Les auteurs concluent par ailleurs, sur la
base de leur analyse statistique, que le microarray est plus sensible que la RT-PCR

pour la détection des micro-ARN.
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Figure 16 : Liste des micro-ARN sélectionnés chez 'lHomme pour la méta-analyse du niveau
d’expression relatif chez les sujets atteints de parodontite en comparaison avec les sujets sains.
Valeur-p < 0,05 (106)

Les micro-ARN d’intérét : miR-146a et miR-142-3p

Plusieurs études ont montré le role anti-inflammatoire de ces micro-ARN.

miR-146a a une action de rétrocontrble négatif sur la voie de signalisation NF-kB
dépendante des TLR qui résulte en une diminution des cytokines pro-inflammatoires :
IL-1R, IL-6 et TNF-a. Leur action consiste en I'inhibition de I'activité de protéines de la
voie NF-kB : IRAK-1 et TRAF-6 (72) (107).
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Figure 17 : Mécanisme d’action de miR-146a dans la voie NF-kB dépendante de TLR4 (108)

De plus, il est intéressant de noter que I'expression de ce micro-ARN est augmentée
suite a I'exposition de fibroblastes aux LPS de Porphyromona gingivalis (93). Une
corrélation intéressante a par ailleurs été établie entre la sévérité de la maladie
parodontale et la concentration de miR-146a : I'expression du micro-ARN augmente
avec la sévérité de la maladie. Une corrélation positive du méme type a été établie

entre I'inflammation gingivale et I'expression de miR-146a (109).

Le réle de ce micro-ARN est par ailleurs présumé dans plusieurs maladies
inflammatoires ou avec des composantes inflammatoires telles que : le syndrome
coronarien aigu, la polyarthrite rhumatoide, la maladie d’Alzheimer, le diabéte ou
encore les désordres inflammatoires neurologiques. Une méta-analyse a montré la

surexpression de miR-146a chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide et a
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établi une corrélation positive entre la concentration du micro-ARN et I'activité de la
maladie (110).

Une étude tout-a-fait récente portant sur 53 patients a étudié I'utilisation de miR-146a
en tant que biomarqueur (111). Les auteurs ont démontré l'augmentation de
'expression de miR-146a chez les patients atteints de parodontite, de diabéte, ou de
diabéte et de parodontite a la fois. Les patients atteints a la fois de parodontite et de
diabéte présentent les quantités de miR-146a les plus élevés. Ces résultats
corroborent les conclusions d’une autre étude similaire portant sur des patients atteints
de diabéte ou de diabéte et de parodontite (112). Cette étude montre par ailleurs une
réduction de I'expression de miR-146a 6 semaines aprés une lithotritie non

chirurgicale.

Le role de miR-142-3p est également démontré dans différentes études. Son
augmentation est en effet associée a une diminution de I'expression des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a, IL-6 et IL-1 (113) (114), en ciblant notamment SOCS-6 (115).
Ce micro-ARN cible, par ailleurs, des protéines (IRAK-1) de la voie NF-kB des TLR-4.
(116) Une autre étude montre son réle dans l'inhibition de I'ostéoclastogenese (117).

3. Le micro-ARN : un outil thérapeutique ? (118)

Les stratégies thérapeutiques autour de l'utilisation des micro-ARN reposent sur la

régulation du profil d’expression des micro-ARN dérégulés. Leur dérégulation entraine

une diminution ou une augmentation de l'expression des génes cibles, selon

'augmentation ou la diminution de ce micro-ARN. Ces stratégies laissent place a deux

types de traitement :

- les thérapies de suppression : elles ont pour but d’augmenter I'expression des
genes cibles des micro-ARN (augmentés), en limitant I'action des micro-ARN sur
'’ARNm cible ;

- les thérapies de remplacement : elles ont pour but de diminuer I'expression des

genes cibles des micro-ARN, en remplagant les micro-ARN diminués.
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a. Thérapie de suppression

La thérapie de suppression repose sur l'utilisation de molécules qui vont bloquer
I'action des micro-ARN. A cet effet, plusieurs types de molécules ont été développées
(figures 18-a et 18-b) :

- L’anti-miR : c’est un ARN monobrin ayant une spécificité pour le micro-ARN
d’intérét. Du fait de son défaut de stabilité, il est plutdt réservé a 'usage in vitro.

- L’antagomir : c’est un ARN monobrin similaire a I'anti-miR avec des modifications
chimiques aux extrémités 3’ et 5’ afin d’'améliorer sa stabilité. || est complémentaire
du micro-ARN d’intérét. Sa stabilité améliorée lui octroie un usage in vivo.

- Le « masque-miR » : c’est un ARN monobrin qui se fixe sur la séquence de TARNm
ciblée par le micro-ARN d’intérét, afin d’empécher la liaison du micro-ARN, le tout
sans empécher la traduction de TARNm.

- Le miR-éponge : cest un plasmide dans lequel est encodé le code d’'un ou
plusieurs « ARN éponges » qui sont complémentaires d’'un ou plusieurs micro-
ARN.

/ miRNA inhibitor \ / miRNA antagomir \

.' I l an w
miRNA inhibitor (~23 nt) miRNA antagomir (~23 nt)
miRISC
e Ago -
n as L Ago n
ot -
3' U REANI 5’ 3' s RITal 5'
TargetedmRNA TargetedmRNA

\ Increased mRNA expr&ssioy \ Increased mRNA expression /

Figure 18-a : Les thérapies de suppression. A gauche : I'anti-miR. A droite : I'antagomir. (118)
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Figure 18-b : Les thérapies de suppression. A gauche : le masque-miR. A droite : le miR-éponge.
(118)

b. Thérapie de remplacement

Quatre types de molécules ont été développées pour la thérapie de remplacement

(figures 19-a et 19-b) :

- Le miR-mime : c’est un ARN monobrin ayant une spécificité pour TARNm du micro-
ARN d’intérét, bloquant ainsi sa traduction.

- L'agomiR: cest un ARN monobrin similaire au miR-mime ayant une
complémentarité avec '’/ARNm du micro-ARN d’intérét. Comme I'antagomir, il
présente des modifications a ses extrémités 3’ et 5’ pour améliorer sa stabilité pour
les applications in vivo.

- Le pré-miR : c’est un ARN double brin qui sera coupé par 'enzyme Dicer afin de
donner le micro-ARN d’intérét.

- Le plasmide : fonctionne sur le méme principe que les miR-éponges. Le plasmide

présente les séquences d’encodage des micro-ARN d’intérét.
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Figure 19-a : La thérapie de remplacement. A gauche : le miR-mime. A droite : 'agomiR. (118)
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Figure 19-b : La thérapie de remplacement. A gauche : le pré-miR. A droite : le plasmide. (118)
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Face a la stabilité parfois insuffisante des thérapeutiques a base de ribonucléotides
(notamment en raison des RNAses), différents vecteurs sont utilisés pour améliorer
leur acheminement jusqu’a leur cible. Il existe des vecteurs viraux (rétrovirus,
adénovirus, etc.) mais qui, du fait de leur faible capacité de chargement, de leur
potentiel toxique et de leur immunogénicité, présentent une efficacité limitée (119)
(120). Les thérapies actuelles s’orientent donc plutdt vers des vecteurs non viraux
issus de lingénierie des nanomatériaux et des vecteurs cellulaires (dérivés de

membrane plasmique : exosomes, microvésicules, etc.).

Les objectifs de telles thérapeutiques cibleraient :

- d’une part, les voies de signalisation impliquées dans le métabolisme tissulaire en
agissant sur l'ostéoclastogenése et l'activité ostéoclastique, ainsi que sur la
stimulation de l'ostéoblastogenése ;

- et d’autre part, les voies de signalisations impliquées dans la réponse immunitaire
afin de réduire les réponses inflammatoires exubérantes et améliorer la tolérance

immunitaire.

A ce jour, il nexiste pas d’études thérapeutiques sur des modéles parodontaux.
Cependant, des résultats intéressants sont obtenus dans des études in vitro et in vivo

et pourraient servir de piste pour de futures études sur des modeles animaux.

c. Modulation de 'inflammation et de la résorption osseuse par injection
de mime-miR-155 et d’anti-miR-2137

Une étude sur des modéles in vitro et in vivo de Huck et al. de 2017 (92) cherche a

évaluer :

- linfluence de Porphyromonas gingivalis sur le profil d’expression des micro-ARN
de macrophages issus de souris,

- le lien entre les micro-ARN dérégulés et I'expression de deux cytokines pro-
inflammatoire (TNF-a) et anti-inflammatoire (IL-10) qui est modifiée suite a

'exposition a LPS de Porphyromonas gingivalis (121).
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Parmi les micro-ARN dérégulés, quatre d'entre eux sont sélectionnés sur des
parameétres statistiques et aprés analyse bio-informatique de leur interaction
moléculaire : miR-155, miR-2137, miR-7674, miR-8109.

L’injection in vitro de mimes de miR-155 et d’anti-miR-2137 dans des macrophages
exposés a Porphyromonas gingivalis montre respectivement une diminution de

'expression de TNF-a et une augmentation de IL-10 (figure 20).
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Figure 20 : Expression de TNF-« et IL-10 dans des macrophages murins exposées a Porphyromonas

gingivalis suite a l'injection d’anti-miR et des miR-mimes (92)

L’injection de mimes-miR-155 et d’anti-miR-2137 est réalisée dans des cranes de

souris au niveau de sites préalablement infectés par Porphyromonas gingivalis.

L’influence sur la réponse inflammatoire et la résorption osseuse est évaluée par

analyse histologique (figure 21) :

- linjection séparée d’anti-miR-2137 et de mimes-miR-155 provoque une diminution
(significative) de la taille des lésions osseuses,

- linjection d’anti-miR-2137 provoque une diminution (significative) de [linfiltrat

inflammatoire, de I'activité ostéoclastique et de I'indice de résorption osseuse.
Bien qu’il ne s’agisse pas de modéles parodontaux, ces résultats montrent le potentiel

thérapeutique de l'usage des anti-miR et des mimes-miR dans le contrdle de la

réponse inflammatoire et du métabolisme osseux.
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Figure 21 : Analyse de I'évolution des lésions et de l'inflammation basée sur les observations
histologiques. A) Taille des lésions osseuses. B) Indice de résorption osseuse. C) Score

inflammatoire. D) Activité ostéoclastique. (92)

4. Discussion

a. Les micro-ARN comme nouveaux biomarqueurs

L’'une des principales limites de ces différentes études de profilage des micro-ARN
réside dans l'inhomogénéité des meéthodologies choisies par les auteurs qui est
relative a deux choix techniques principaux :
- la méthode de détection des micro-ARN,

- la nature de prélevement.

Milieux de prélevement

Les études se basent sur différentes natures de prélévements qu’on peut distinguer
en prélévements tissulaires/cellulaires et en prélévements de fluides biologiques. Les

prélévements tissulaires/cellulaires rassemblent essentiellement les tissus gingivaux
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et les cellules souches issues du ligament desmodontal. Les fluides biologiques
comprennent essentiellement la salive, le fluide gingival créviculaire et le sérum. I
convient de déterminer quel milieu de prélévement semble étre le plus adapté et le
plus révélateur de la situation parodontale.

Les liquides sanguin et plasmatique sont des fluides biologiques systémiques. lIs
contiennent donc des micro-ARN circulants qui proviennent de différents organes et
régions corporels. Ces fluides ne semblent donc pas étre les plus pertinents pour
analyser la santé parodontale notamment chez les patients atteints de plusieurs

pathologies.

Biopsie gingivale

Dans les études comparatives, les prélévements gingivaux sont réalisés de fagon
opportuniste sur des patients chez lesquels des chirurgies gingivales soustractives
(élongation coronaire, chirurgie d’assainissement, etc.) sont indiquées.

Kebschull et Papanou (88) discutent de la pertinence de ce type de prélévement quant
au profil d’expression des micro-ARN. Pour les micro-ARN surexprimes, il est en effet
difficile de déterminer si la surexpression est imputable a 'augmentation d’'un ou
plusieurs types cellulaires exprimant spontanément ces micro-ARN ou s’il s’agit
effectivement d’'une augmentation de la transcription de ces micro-ARN. Par exemple
en cas d’inflammation, 'augmentation de certains micro-ARN reconnus dans des
situations inflammatoires, tels que miR-146 ou miR-155, sont spontanément plus

exprimés dans certains leucocytes tels que les PNN ou les macrophages (71).

Biopsie desmodontale

Dans les études comparatives, le prélevement desmodontal est utilisé pour analyser
le profil d’expression des micro-ARN dans les cellules souches desmodontales dans
le but de comprendre les mécanismes qui sous-tendent le remaniement tissulaire.
Comme pour la biopsie gingivale, ce prélevement est réalisé de fagon opportuniste
lors d’extractions dentaires indiquées (dents avec atteintes parodontales non

conservables, dents incluses ou en désinclusion, etc.).
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Les biopsies gingivales et desmodontales, étant réalisables dans certaines situations
précises, semblent poser une principale limite pour répondre aux objectifs des
examens diagnostiques qui ont la prétention de couvrir des situations cliniques
globales. Ces types de préléevements trouvent cependant leur place dans la poursuite
de la recherche dans le domaine pour l'identification de nouveaux micro-ARN et de

leur réle pathogénique.

Fluides biologiques : salive et fluide gingival

L’utilisation du fluide gingival ou de la salive pour le profilage des micro-ARN circulants
est intéressant pour différentes raisons :

- les micro-ARN ont démontré une trés bonne stabilité dans les fluides biologiques,
- les prélevements sont non invasifs,

- la technicité du prélévement est simple et rapide.

L’intérét des micro-ARN circulants a été démontré dans d’autres disciplines médicales

telles que la cancérologie dans le cadre du diagnostic ou du suivi thérapeutique.

La limite principale posée par le prélevement des fluides biologiques est qu’ils ne
contiennent pas les mémes micro-ARN et les proportions de micro-ARN peuvent étre
différentes d’un fluide a l'autre.

Par ailleurs, certains micro-ARN ont montré des profils d’expression similaires dans la
salive, le fluide gingival créviculaire et le sérum (en comparaison avec les
prélevements tissulaires) des patients atteints de parodontites, notamment miR-146a
et miR-155.

La salive contenant plusieurs molécules et protéines provenant de toute la cavité
buccale et pas seulement du parodonte semble étre moins précise et moins
représentative de la santé parodontale par rapport au fluide gingival. Une étude a

identifié plus de 600 micro-ARN présents dans le fluide gingival. (122)

L’utilisation des fluides biologiques semble étre plus adaptée et plus abordable que les

prélévements tissulaires
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Méthode de détection des micro-ARN (123)

Comme précisé précédemment, le profilage des micro-ARN dans les études
parodontales s’effectue principalement par RT-PCR et par microarray. Chacune de

ces deux méthodes présentent ses avantages.

Le microarray permet une analyse simultanée de plusieurs centaines de micro-ARN.
lls permettent de plus de détecter des micro-ARN de séquences trés proches. Il n’y a
pas de nécessité d’amplification et de clonage. Le rendement est cependant plus faible
pour les micro-ARN circulants que pour les micro-ARN tissulaires. lls ne sont pas bien
adaptés pour l'analyse quantitative. lls présentent cependant un faible colt de
réalisation par rapport a la RT-PCR. Cette méthode servira essentiellement a faire un
« monitoring » des micro-ARN présents dans I'échantillon plutét qu’une quantification

rigoureuse.

La RT-PCR est considérée historiquement comme le « Gold Standard » de la
détection des micro-ARN et de leur quantification. Elle est notamment favorisée pour
sa facilité d’utilisation. Initialement, elle ne permettait la détection que de quelques
micro-ARN ; mais avec le développement de nouvelles plateformes, la RT-PCR
permet de détecter plusieurs centaines de micro-ARN simultanément. Une des
difficultés réside dans la réplication du micro-ARN en ADNc étant donnée la faible
longueur des micro-ARN et 'absence de séquence spécifique (queue poly-adénylée)
permettant I'utilisation d’amorces classiques. La réplication doit se faire en utilisant des

amorces particulieres.

Une autre méthode peu utilisée, en raison de son codt tres important et de sa technicité
d’analyse bio-informatique, est le séquengage de nouvelle génération. C’est une
meéthode trés sensible permettant non seulement de détecter une plage de micro-ARN
encore plus importante que le microarray mais aussi de discriminer les différents

isomiR et de découvrir de nouveaux micro-ARN.
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Tableau 2 : Avantages et inconvénients des méthodes de détection des micro-ARN (123)

Méthode Microarray RT-PCR NGS
Sensibilité Moyenne Excellente Bonne
Domaine de

Moyen Tres large Large
mesure
Dosage de
nouveaux micro- | Non Non Oui
ARN
Praticabilité Facile Facile Difficile
Coat Faible Elevé Trés élevé

Actuellement, l'utilisation du séquengage de nouvelle génération (NGS pour « next-
generation sequencing ») est marginale voire inexistante en parodontologie.
Vraisemblablement, en raison de son colt important et de son apport limité a ce stade,

son utilisation systématique semble superflue.

Indépendamment des méthodes de détection utilisées, il existe plusieurs méthodes
d’extraction des micro-ARN et plusieurs kits commerciaux, ce qui peut étre a l'origine

de différences dans les quantités de micro-ARN extraits.

La stabilité des micro-ARN est globalement bonne. Néanmoins, pour ce qui est des
micro-ARN circulants, ceux-ci ne sont pas exposés au méme risque de dégradation
par les RNAses. En effet, les micro-ARN présents dans les vésicules sont mieux
protégés vis-a-vis des RNAses par rapport aux micro-ARN présent sous forme libres.
Ainsi, le profil de certains micro-ARN pourrait étre sous-évalué, voire certains micro-

ARN pourraient méme ne pas étre détectes.
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Critéres de sélection des patients et qualité des études

Les critéres de sélection des patients varient d’'une étude a 'autre sur différents points
et notamment pour la constitution des groupes de patients atteints de parodontite et
les patients sains. En effet, les seuils des pertes d’attache ou des profondeurs de
poches varient d’'un auteur a lautre. Par ailleurs, beaucoup d’études menées
jusqu’alors ne présentent pas de groupe contréle, ceci ne permettant pas d’apporter

une significativité aux résultats.

La méta-analyse proposée par Farah et al. (106) tend a gommer certaines limites telles
que la faible taille des échantillons. Cependant certaines différences, comme le choix
de la méthode de prélevement, n’ont pas pu étre résolues. Par ailleurs, les auteurs de
la méta-analyse sont critiques sur la qualité des études sélectionnées, parmi lesquelles
(28 études au total) 6 d’entre elles présentent un risque de biais élevé, 14 présentent

un risque de biais incertain et seules 8 présentent un risque de biais faible.

Conclusions de la méta-analyse

Les auteurs de la méta-analyse sur les micro-ARN dérégulés dans les parodontites
concluent que les micro-ARN miR-146a et miR-142-3p peuvent servir de
biomarqueurs du fait de leur validation a la fois par microarray et par PCR. Cependant,
cela n’exclut pas lintérét des autres micro-ARN dérégulés de fagon significative par
microarray et pour lesquels une détection par PCR n’a pas été réalisée : miR-24-3p,
miR-30e, miR-130a, miR-144. Par ailleurs miR-210 et miR-223 n’ont montré de
résultat significatif que par microarray. Un autre micro-ARN, miR-155, n’a
étonnamment pas montré de différence significative dans son profil d’expression alors
qu’une étude récente d’aolt 2020 (111) (postérieure a la méta-analyse) menée chez
une cinquantaine de patients confirme sa surexpression chez les patients atteints de
parodontite ou de parodontite et de diabéte ; ces résultats rejoignent d’ailleurs ceux
obtenus par I'équipe de Radovic et al. en 2018 (112) sur les mémes types de patients.
Bien que cette méta-analyse, pionniére, apporte des informations intéressantes et
renforce des résultats connus pour miR-146a, il convient d’aborder ses conclusions
avec une certaine retenue notamment en raison de la disparité méthodologique entre

les différentes études incluses.
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Par ailleurs, les auteurs concluent que le microarray serait une méthode plus sensible
que la RT-PCR, ce qui se heurte aux conclusions opposées communément admises

dans d’autres publications.

Nous proposons, ci-dessous, une liste des micro-ARN ayant une potentielle utilisation
en tant que biomarqueurs et dont la reproductibilité de la dérégulation est la plus
largement vérifiée, sur la base de la méta-analyse et des résultats les plus récents
décrits dans ce travail (tableau 3). Une mention « NC » (non connue) accompagne les
micro-ARN pour lesquels des recherches complémentaires sont nécessaires quant a

leur réle dans les maladies parodontales
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Tableau 3 : Les micro-ARN d’intérét en tant que potentiels biomarqueurs

Profil Fonction Effet en condition

d’expression

physiopathologique

miR-24-3p diminué NC NC
miR-30e augmenté inhibition de I'activité des cellules NK anti-inflammatoire
inhibition de la production d’IFN-y et de TNF-a
miR-130a augmenté possible réle dans la différenciation et I'activité des ostéoclastes(124) alvéolyse
miR-142- augmenté inhibition de la production de cytokines anti-inflammatoire
3p inhibition de la voie NF-kB des TLR-4
miR-144 augmenté NC
miR-146a augmenté inhibition de I'activité des voies NF-kB anti-inflammatoire
inhibiteurs des voies de différenciation des ostéoclastes
stimulation de la différenciation des ostéoblastes
miR-155 augmenté stimulation des cellules NK pro-inflammatoire /

augmentation de la sensibilité des TLR au leucotriéne B4
stimulation de la production de NF-kB, TNF-a, IFN-3

maintien de I'activité des lymphocytes Th17

inhibition de la polarisation des lymphocytes en Th2

rétrocontréle négatif des voies de différenciation des ostéoclastes
limitation de la différenciation des ostéoblastes
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miR-210 diminué - inhibition de la différenciation des Ltreg pro-inflammatoire
miR-223 augmente - inhibiteurs des voies de différenciation des ostéoclastes anti-inflammatoire

- limite l'activité inflammatoire des PNN et des macrophages (125)
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L’utilisation des micro-ARN en tant que biomarqueurs dans le domaine médical

Plusieurs tests diagnostiques développés ont été commercialisés pour diverses
pathologies telles que les cancers, les pathologies hépatiques ou encore les
pathologies cardiaques (126). Les tests diagnostiques existant notamment en
cancérologie ont pour objectifs de discriminer les différentes catégories de cancer, et
sont basés sur des signatures de micro-ARN dérégulés afin de personnaliser les
thérapeutiques en fonction des patients en déterminant celle qui serait la plus adaptée,
par exemple : le test diagnostique miR-view® lung (127). Cependant, les tests
diagnostiques de micro-ARN en sont a leurs débuts et ne s’imposent pas encore dans

les protocoles de prise en charge des patients (128).

b. Les micro-ARN comme thérapie novatrice

L’introduction de telles thérapeutiques en parodontologie devra répondre a trois
principaux défis :
- Utiliser des formes thérapeutiques suffisamment stables jusqu’a leurs arrivées
sur leurs sites d’action ;
- Développer une forme médicamenteuse capable d’étre acheminée jusqu’a son
site d’action ;
- Agir sur des cellules cibles sans perturber I'activité normale des autres cellules.

Dans le domaine médical, plusieurs traitements sont en cours de développement pour
diverses pathologies, utilisés en essais cliniques, et pourraient a nouveau servir de
pistes pour la parodontologie. Néanmoins, a ce jour, aucun essai clinique n'est passe
en phase 3 ; plusieurs essais cliniques ont notamment été arrétés en raison d’effets
indésirables (129).
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c. Quelle place et quel intérét des micro-ARN dans la pratique de la

parodontologie ?

Le role des micro-ARN dans 'homéostasie parodontale et dans sa rupture a été
démontré et les prochaines études qui paraitront, et qui sont de plus en plus
nombreuses ces derniéres années, apporteront des éléments et des résultats
supplémentaires.

Le diagnostic de la maladie parodontale, a ce jour, repose essentiellement sur le
sondage et les examens radiologiques. Les paramétres cliniques déterminés grace
aux outils diagnostics actuels ne permettent pas d’évaluer I'activité de la maladie, son
pronostic, sa prédictibilité d’évolution et son diagnostic précoce permettant d’identifier
de nouvelles classes de patients a risques. Les éléments apportés par les différentes
études sur les micro-ARN sont néanmoins intéressants et laissent a penser qu'ils
pourraient intégrer un jour les outils diagnostics afin de combler ces lacunes.
L’utilisation des micro-ARN dans un but thérapeutique est encore liminaire a ce jour.
Les thérapeutiques consisteraient a agir sur les voies de signalisation dérégulées,
impliquées notamment dans le métabolisme tissulaire et dans la réponse immunitaire.
La maladie parodontale impliquant une multitude de voies de signalisation et de types
cellulaires, de telles thérapies s’intégreraient conjointement aux thérapeutiques
actuelles.

La mise en place de tels outils diagnostiques et thérapeutiques novateurs dans la
pratique parodontale pose nécessairement la question de leur intérét et de leur plus-

value, par rapport aux outils actuels, qui restent a étre démontreés.
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Conclusions

Les micro-ARN se présentent comme des acteurs majeurs des mécanismes de
régulation épigénétique. Ces molécules ubiquitaires sont capables de participer a
I'orchestration de la plupart des processus biologiques de I'organisme en modulant
finement I'expression d’'une multitude de genes.

lls participent au maintien de ’homéostasie des tissus parodontaux en régulant de
nombreuses voies de signalisation impliquées notamment dans le métabolisme
tissulaire et la réponse immunitaire. lls sont dérégulés dans les maladies parodontales
et permettent de comprendre de facon plus approfondie les mécanismes moléculaires
qui sous-tendent la dynamique de la maladie. Par ailleurs, les bactéries
parodontopathogénes sont capables de modifier I'expression des micro-ARN qui
pourraient alors servir de molécules clés dans le détournement de la réponse de I'hote
par les bactéries.

Le profil d’expression des micro-ARN refléte la santé du parodonte. Ainsi, 'analyse de
leur profil d’expression pourrait constituer une fagon innovante de diagnostiquer les
maladies parodontales. Les micro-ARN pourraient alors s’établir comme une nouvelle
classe de biomarqueurs venant répondre aux limites des biomarqueurs actuels dont
le recours clinique est restreint. Nous avons montré dans ce travail que plusieurs
micro-ARN sont dérégulés de fagon récurrente chez les patients atteints de maladie
parodontale en comparaison avec les patients sains. Ces micro-ARN pourraient un
jour s’intégrer aux outils diagnostiques actuels en parodontologie. Bien que les
différentes études présentent des méthodologies et des protocoles différents, des
candidats biomarqueurs émergent, tel miR-146a. Alors que les micro-ARN semblent
étre associés a l'activité de la maladie parodontale, leur intérét dans le diagnostic
précoce, la susceptibilité a la maladie et le pronostic n’a pas encore été suffisamment
étudié.

Concernant les stratégies thérapeutiques autour de ces molécules, a ce jour aucune
étude sur modéle parodontal n’existe. Il est donc encore précoce de situer leur place
dans la pratique clinique. Cependant, des axes de recherche pertinents ressortent de
ces études préliminaires. La recherche autour des micro-ARN étant trés active dans

les autres disciplines médicales et s’étant significativement développée ces toutes
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récentes années en parodontologie, il est fort probable que de nouveaux résultats plus
aboutis et plus concrets apparaissent a I'avenir.

En définitive, les micro-ARN offrent de nouvelles perspectives dans la compréhension
des mécanismes pathogéniques des maladies parodontales, leur diagnostic et leur

traitement.
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JAFARI (Amine) — Rdole des micro-ARN dans I'homéostasie parodontale et applications cliniques :
une revue de la littérature
(Thése : 3°™ cycle Sci. odontol. : Strasbourg : 2021 ; N°11)

N°43.22.21.11

Résumé :

Les maladies parodontales résultent d’'un déséquilibre entre la réponse immunitaire et inflammatoire
vis-a-vis des bactéries de la plaque. Actuellement, le diagnostic et le pronostic de la maladie
parodontale sont basés essentiellement sur les signes cliniques, radiographiques et
bactériologiques. Cependant ces éléments de diagnostic et de pronostic n’apparaissent pas
suffisants pour évaluer précisément I'évolution de la maladie et en particulier la réponse aux
traitements. Les tests biologiques évaluent les variations des biomarqueurs de la réponse de I’héte.
Différents tests sont utilisés depuis plus de dix ans afin de compléter le diagnostic, ils s’appuient sur
le dosage de métallo-protéases, de cytokines comme I'IL-1, ou le ratio RANKL/OPG, avec des
résultats plus ou moins satisfaisants. Ces biomarqueurs montrent néanmoins leurs limites pour
déterminer le déclenchement, 'activité, la prévision de I'évolution et de la progression de la maladie
parodontale.

Récemment, des nouveaux marqueurs de la réponse de I'h6te ont été mis en évidence : les micro-
ARN. Ce sont des molécules d’ARN non codant constituées d’'une vingtaine de nucléotides et
intervenant dans la régulation de I'expression génique post-transcriptionnelle. lls prennent part a la
régulation de diverses fonctions physiologiques. lls interviennent notamment dans la régulation de
la réponse immunitaire et inflammatoire ainsi que dans la régulation de la cicatrisation. Au niveau
parodontal, les micro-ARN concourent a ’homéostasie tissulaire et se retrouvent dérégulés dans les
parodontes pathologiques.

Dans ce travail, nous expliquerons le réle des micro-ARN dans I'homéostasie des tissus
parodontaux. Puis, nous nous proposerons de déterminer dans quelle mesure les micro-ARN
pourraient se présenter comme de potentiels marqueurs diagnostiques venant répondre aux limites
des biomarqueurs actuels. Enfin, nous discuterons des stratégies et perspectives thérapeutiques
qui s’offrent autour de ces molécules.
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