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1. Le parodonte

Le parodonte est une structure complexe qui est constituée de I’ensemble des tissus de
soutien de la dent. Il se compose de la gencive, du ligament parodontal, du cément et de 1’os
alvéolaire (Figure 1). La fonction principale du parodonte est d’assurer 1’ancrage des dents
dans 1’os maxillaire et la mandibule ainsi que le maintien de I'intégrité de la muqueuse
masticatrice. Le développement des tissus parodontaux débute lors du développement des

maxillaires et de la formation de la dent.

Email
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Figure I- Le parodonte sain (Huck and Buxeraud, 2016)
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a. La gencive

La gencive est le seul tissu du parodonte visible cliniquement. Elle se situe dans la

continuité des lévres et des muqueuses des joues, du palais et du pharynx.

La gencive est constituée de :

e la gencive libre (ou marginale) qui est de couleur rose corail. Elle se trouve entre le
bord libre de la gencive et le sillon marginal. Elle n’est pas attachée a la dent et se situe
en vestibulaire, en lingual et en palatin.

e la gencive attachée (ou adhérente) qui est rose clair. Elle se situe entre la gencive libre
et la ligne mucogingivale. Elle est présente uniquement en vestibulaire et en lingual.
Elle est fermement attachée a 1’os alvéolaire et au cément par les fibres du tissu

conjonctif (Berglundh et al., 2022) (Figure 2).

Figure 2-Photographie et représentation schématique de la gencive (Berglundh et al., 2022) FG : gencive libre, AG :
gencive attachée, MGJ : ligne mucogingivale, CEJ : jonction cémento-dentinaire.
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L’épithélium gingival permet d’isoler le parodonte profond de I’environnement oral et
est un élément indispensable au maintien de son intégrité (Hassell, 1993). Il existe 3 types
d’épithélium, 1’épithélium oral gingival, I’épithélium sulculaire et 1’épithélium de jonction
(Figure 3).

- L’¢épithélium oral gingival est squameux et kératinis¢. Il est présent de la partie la plus
coronaire de la gencive marginale a la ligne mucogingivale.

- L’¢épithélium sulculaire est en continuité avec 1’épithélium oral. Il fait face a la dent
sans entrer en contact avec celle-ci. Il est non kératinisé.

- L’¢épithélium de jonction est situé dans le fond du sillon gingival contre la surface de
I’émail. Les cellules de 1’épithélium jonctionnel sont morphologiquement uniformes et
alignées de fagon paralléle a la surface de la dent. C’est une structure dynamique qui
change avec 1’age, I’environnement et 1’état de santé du patient (Hassell, 1993; Jiang et

al., 2014).

Oral sulcular
epithelium

Oral

. epithelium
Junctional
epithelium

Connective
tissue -

Bone — %

=

Figure 3- Représentation schématique des différents épithélium oraux (Berglundh et al., 2022).
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b. Le ligament parodontal

Le ligament parodontal (ou ligament desmodontal) est un tissu conjonctif situé entre le
cément et I’os alvéolaire. Sa fonction principale est de maintenir les dents dans leur alvéole
ainsi que de résister aux forces induites par la mastication (Mehari Abraha et al., 2019). Le
ligament desmodontal se compose d’une matrice extracellulaire (MEC) composée de fibres
(principalement collagéniques). Il est vascularisé et innervé (Berkovitz, 2004) et constitue un
réservoir cellulaire indispensable a I’homéostasie et a la régénération tissulaire, notamment
osseuse (Nanci and Bosshardt, 2006). En effet, le ligament parodontal se compose de plusieurs
types de fibres : les fibres de collagéne (de type I et III) et les fibres oxytalanes. Le ligament
desmodontal est principalement constitué¢ de fibroblastes occupant pres de 35% de 1’espace de
ce dernier. Ils sont responsables de la production et du maintien de la MEC (de Jong et al.,
2017). On y retrouve également des cellules endothéliales, des cellules de Malassez, des

cellules osseuses et des cémentoblastes (Beertsen et al., 1997).

c¢. Le cément

Le cément est un tissu minéralisé, dépourvu de vascularisation et d’innervation. Il
recouvre enticrement les racines et sert de point d’ancrage entre le ligament parodontal et 1’os
alvéolaire. Il est principalement composé de fibres de collagene de type I et d’hydroxyapatite
(Berglundh et al., 2022). 1l existe deux types de cément : le cément acellulaire (ou primaire) et
le cément cellulaire (ou secondaire). Le cément permet 1’ancrage des fibres du ligament
parodontal a la surface des racines dentaires. Le cément acellulaire recouvre la surface de la
racine jusqu’a la couronne dentaire et ne contient pas de cellules. Le cément secondaire se situe
a l’apex de la racine (Foster, 2017). Il se compose de cémentoblastes dérives des cellules

mésenchymateuses du follicule dentaire (Yamamoto et al., 2016).

15



d. L’os alvéolaire

L’os alvéolaire, situé sous la gencive, est le composant du parodonte le plus labile. En
effet, le processus de remodelage osseux est d’autant plus important pour 1’os alvéolaire car il
permet le bon déroulement de I’éruption dentaire notamment (Akintoye, 2018). Les
stimulations mécaniques générées par la mastication jouent un role crucial dans la préservation
de D’os alvéolaire. En effet, I’extraction d’une dent est systématiquement suivie d’un

phénomene de résorption osseuse (Bodic et al., 2005).

Le tissu osseux est composé de cellules, d’une matrice organique et d’'une matrice
inorganique. La matrice osseuse se compose principalement de fibres de collagene de type I et
d’hydroxyapatite (Marx, 2007). Le tissu osseux a la capacité de s’adapter aux sollicitations
mécaniques mais aussi de se régénérer (Sommerfeldt and Rubin, 2001). Le remodelage osseux
est un processus complexe et dynamique qui assure le maintien des fonctions du squelette tout
au long de la vie. Les cycles du remodelage osseux s’organisent en plusieurs phases : la

résorption de 1’os, I’inversion puis la formation de 1’os (Figure 4).

Hematopoietic
Stem Cells

@GD \ Mesenchymal

Stem Cells
Pre-osteoclasts

) “@
@5 |

\ Mononuclear Pre-osteoblasts Osteoblasts
ini Cells Osteocytes
Lining Cells Osteoclasts ® @ [l

Resting Bone Resorption Reversal Matrix Deposition Mineralization

Figure 4- Schéma du cycle du remodelage osseux (Kapinas and Delany, 2011) Le remodelage osseux se divise en plusieurs
phases: une phase de résorption par les ostéoclastes, une phase de réversion faisant intervenir des cellules mononuclées qui
prépare la surface pour la phase d’apposition osseuse par les ostéoblastes.
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Les ostéoclastes, dérivés de la lignée hématopoictique, sont responsables de la
résorption osseuse. En effet, les ostéoclastes se lient a la matrice osseuse par des intégrines
présentes a leur surface. Apres leur fixation a I’os, les ostéoclastes détruisent la matrice osseuse
par acidification et protéolyse. La résorption osseuse est régulée localement par des cytokines
et des hormones, telles que par exemple le facteur de stimulation des colonies (CSF-1), le
ligand du récepteur membranaire activateur de NF-kB (RANKL), la calcitonine, I’hormone
thyroidienne, ’insuline, I’hormone parathyroidienne (PTH), ’interleukine-1 (IL-1) et le

facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) (Hadjidakis and Androulakis, 2006).

Les ostéoblastes, issus des cellules souches mésenchymateuses (CSMs), sont impliqués
quant a eux dans la formation de 1’0s. Ces cellules synthétisent et sécrétent du collagene de
type I puis stimulent la minéralisation du tissu néoformé par la libération de phosphatases. De
nombreuses protéines et voies de signalisation interviennent dans le processus de formation
osseuse comme les proté€ines morphogénétiques osseuses (BMPs), 1’ostéoprotégérine (OPG),
PTH ou encore la voie Wnt qui permettent la régulation de la différenciation des cellules

souches en ostéoblastes notamment (Katsimbri, 2017).

e. Le microbiote oral

Le microbiote oral est composé de plus de 700 microorganismes. Cet €écosystéme est
principalement réparti entre la salive, la langue et la surface des dents. La composition du
microbiote oral varie avec 1’age, le régime alimentaire et le sexe (Kaan et al., 2021). Le
microbiote oral est principalement composé de bactéries de type Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes et Fusobacteria (Zhang et al., 2018). On y
retrouve également dans une proportion plus faible des champignons, différents types de virus
et des archées (Baker et al., 2017). Une dysbiose du microbiote oral peut engendrer une

inflammation locale pouvant contribuer au développement de pathologies systémiques (Gao et
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al., 2018) (Figure 5). La santé parodontale résulte ainsi d’un équilibre entre la flore bactérienne

commensale et symbiotique et la réponse immunitaire de 1’hote (Mosaddad et al., 2019).

Viruses Balanced microecosystem
& oo I —
v . ‘ P
Subgingival dental plaque Fungi .- 3 «.. CPR
Palate . —a
'] L J
s 0’0 -
1_'rhmalI \, DM Bacteria P .
onsi . o Tl
Buccal mucosa ' i
Tongue soft tissues - - o
Saliva ‘

Supragingival dental plaque
Keratinized gingiva

Caries
Periodontal discase
Pulpitis

Various factors Periapical periodontitis

Various oral diseases

<« Interactions exist and have been confirmed.

Epithelial tissue

<«---=> [nteractions must be venfied.

Figure 5- Composition du microbiote oral symbiotique et dysbiotique (Li et al., 2022). La cavité orale se compose de
plusieurs niches. Les interactions entre les différents microorganismes maintiennent un équilibre. Cependant, des facteurs
de risque peuvent favoriser une dysbiose pouvant conduire au développement de différentes pathologies orales et/ou
systémiques.
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2. Les pathologies parodontales
a. Définition

Les pathologies parodontales, gingivite et parodontite, se caractérisent par un état
inflammatoire chronique induit par la dysbiose. Cette inflammation est responsable de la
dégradation des tissus parodontaux, de la perte d’attache et de ’apparition des poches
parodontales. La gingivite est la forme la plus 1égere. Elle est réversible en modifiant les
habitudes de brossage. La parodontite correspond au stade plus avancé de cette inflammation.
Elle est profonde et irréversible (Figure 6) et est associée a une destruction des tissus et a une
perte osseuse (Pihlstrom et al., 2005). Cette maladie peut occasionner des douleurs et un
inconfort pouvant entrainer des difficultés de mastication et de phonation, des problémes
esthétiques ou encore des effets négatifs sur la santé générale du patient. La sévérité et la vitesse
de progression de la maladie parodontale sont dépendantes de certains facteurs, tels que le
nombre et 1’espece des bactéries impliquées, 1’état du systetme immunitaire de I’hote, la
présence ou non de facteurs de risque, la présence d’une prédisposition génétique ou de la prise

de certains médicaments (Tonetti et al., 2018).

Patient with S 5 Periodontitis
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case of some gingival
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Figure 6- Lien entre la santé parodontale, la gingivite et la parodontite (Chapple et al., 2018). La gingivite correspond a
un état inflammatoire réversible. Elle peut évoluer en parodontite et devient alors irréversible. Apres traitement, la
parodontite peut étre stabilisée.
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b. Diagnostic et critéres cliniques

Le diagnostic clinique de la maladie parodontale se base principalement sur la présence
de poches parodontales, de perte d’attache, de saignement au sondage (bleeding on probing :
BOP) ou encore sur la mesure du niveau d’os alvéolaire observé par radiographie (Page and
Eke, 2007). Les saignements lors du brossage sont les premiers symptomes de la gingivite.
L’historique médical du patient et ses antécédents familiaux, la localisation des zones lésées
peuvent aider a la distinction des différents types de maladies parodontales (Kinane et al.,
2017).

Les mesures de profondeur de poches sont réalisées a 1’aide d’une sonde graduée entre
la gencive et la dent. La profondeur de la poche et la perte d’attache sont des indicateurs du
stade d’évolution de la destruction parodontale (Figure 7). En effet, la destruction du ligament,
de I’os alvéolaire et la récession de la gencive marginale augmentent la mobilité de la dent dans

les cas de parodontite les plus avancés et peuvent ainsi conduire a la perte de la dent (Kinane

etal., 2017).
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Figure 7- Représentation de I’évolution de la destruction des tissus parodontaux (Kinane et al., 2017)
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c. Classification des atteintes parodontales

La classification actuelle des atteintes parodontales et péri-implantaires a été introduite
par Caton ef al. en 2018 (Tableau 1). Aujourd’hui, la parodontite est reconnue comme une

entité nosologique a part enticre dont la classification se fait par grade et par stade.

CLASSIFICATION OF PERIODONTAL AND PERI-IMPLANT DISEASES AND CONDITIONS 2017

Periodontal Diseases and Conditions

Periodontal Health, Gingival Diseases and Periodontitis Other Conditions Affecting the Periodontium

Conditians Papapanou, Sanz et al. 2018 Consensus Rept link

Chapple, Mealey, et al. 2018 Consensus Rept link Jepsen, Caton et al. 2018 Consensus Rept link

Jepsen, Caton et al. 2018 Consensus Rept link

Trombelli et al. 2018 Case Definitions link Tonetti, m 2018 Case Definitions link Papapanou, Sanz et al. 2018 Consensus Rept link
Systaic Periodontal
ingival Cisenses.or Abscesses
s Gingl diti h
Periodontal Gingivitis: = Periodontitis as a conditions d Pa—— Tooth and
Health and Dental Disanaas: Nectouung Manifestation of affecting the End . Macoginghoat raumatic | orosthesis
Non-Dental Per A ndodontic- Deformities Occlusal
Gingival Health Biofilm-Induced Diseases Systemic Disease and G Focies Related
Biofilm-Induced supporting Factors
hanes Lesions

Tableau 1- Classification des maladies parodontales et péri-implantaires (Caton et al., 2018).

Tout d’abord, cette classification a établi des critéres cliniques permettant de définir la
santé gingivale. Le saignement au sondage est un indice clinique permettant de déceler une
inflammation. Le score BOP correspond a la proportion de sites présentant un saignement
lorsqu'il est stimulé par une sonde parodontale au fond du sulcus au niveau de six sites (mésio-
buccal, buccal, disto-buccal, mésio-lingual, lingual, disto-lingual) sur toutes les dents
présentes. On parlera de santé gingivale lorsque le score BOP est < 10%, de gingivite localisée
lorsque le score BOP se situe entre 10 et 30% et de gingivite généralisée lorsque celui-ci est
supérieur a 30% (Trombelli et al., 2018).

La parodontite se traduit par une destruction des tissus parodontaux. Un patient est
diagnostiqué comme atteint d une parodontite si une perte d’attache interdentaire est détectable
sur au moins 2 dents non adjacentes (Papapanou et al., 2018). Le diagnostic peut ensuite étre

précisé grace a la classification par stade et par grade (Tableaux 2 et 3).
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Ainsi, plusieurs stades ont été classifiés en fonction de la sévérité de la parodontite qui

est évaluée selon la perte d’attache interdentaire au niveau du site le plus atteint, une évaluation

radiographique de la perte osseuse et la perte de dents pour raisons parodontales. La complexité

de la pathologie est également prise en compte pour déterminer le stade. Les parametres étudiés

sont les suivants : la profondeur de la poche, la morphologie du défaut osseux, la présence de

1ésions de furcation ou de défaut crestal. De plus, ce stade permet d’anticiper la complexité du

traitement requis afin d’éliminer ou de réduire I’inflammation et I’atteinte bactérienne (Tableau

2)
Periodontitis stage Stage I Stage I1 Stage III Stage IV
Interdental CAL at 1to 2 mm 3 to 4 mm >5mm >5mm
site of greatest
loss
Severity Radiographic bone Coronal third Coronal third Extending to mid-third | Extending to mid-third
loss (<15%) (15% to 33%) of root and beyond of root and beyond
Tooth loss No tooth loss due to periodontitis Tooth loss due to Tooth loss due to
periodontitis of periodontitis of
<4 teeth >5 teeth
In addition to stage In addition to stage III
II complexity: complexity:
Maximum probing | Maximum probing | Probing depth >6 mm | Need for complex
depth <4 mm depth <5 mm rehabilitation due to:
Mostly horizontal Mostly horizontal Vertical bone loss Masticatory dysfunction
bone loss bone loss >3 mm Secondary occlusal trauma
. (tooth mobility degree
Complexity | Local Furcation >2)
involvement Class - .
— Severe ridge defect
or Bite collapse, drifting,
Moderate ridge flaring
defect Less than 20 remaining
teeth (10 opposing pairs)
Extent and Add to stage as For each stage, describe extent as localized (<30% of teeth involved), generalized, or molar/incisor
distribution descriptor pattern

Tableau 2- Classification des parodontites par stade en fonction de la sévérité, de la complexité et de la propagation de la

maladie (Papapanou et al., 2018).

Plusieurs grades de la parodontite ont ét¢ définis afin d’évaluer la progression de la

parodontite et le risque d’aggravation a la suite de diverses expositions environnementales

(tabac) ou a la présence de comorbidités (diabete, tabac) (Papapanou et al., 2018) (Tableau 3).
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Grade A: Grade B: Grade C:
Slow rate of Moderate rate of Rapid rate of
Periodontitis grade progression progression progression
Direct evidence of Longitudinal data | Evidence of no loss <2 mm over 5 years >2 mm over 5 years
progression (radiographic over 5 years
bone loss or
CAL)
% bone loss/age <0.25 0.25t0 1.0 >1.0
Case phenotype Heavy biofilm Destruction Destruction exceeds
Primary criteria deposits with low commensurate expectation given biofilm
v levels of with biofilm deposits; specific clinical
Indirect evidence of destruction deposits patterns suggestive of
progression periods of rapid
progression and/or early
onset disease (e.g.,
molar/incisor pattern;
lack of expected response
to standard bacterial
control therapies)
Smoking Non-smoker Smoker <10 Smoker >10 cigarettes/day
cigarettes/day
Grade modifiers | Risk factors Diabetes Normoglycemic/ HbAlc <7.0% in HbAlc >7.0% in patients
no diagnosis patients with with diabetes
of diabetes diabetes

Tableau 3- Classification des parodontites par grade indiquant la rapidité de progression de la maladie permettant
d’anticiper la réponse au traitement et ses effets sur la santé générale du patient (Papapanou et al., 2018).

d. Epidémiologie

La gingivite est trés répandue dans le monde, elle touche 100% des adultes entre 18 et
40 ans (Idrees et al., 2014). La parodontite peut débuter durant I’enfance ou I’adolescence mais
apparait plus fréquemment a 1’age adulte. La parodontite est un probléme de santé publique
majeur chez I’adulte. En effet, pres de 50% des individus de 30 ans et plus présentent une forme
modérée de parodontite a travers le monde avec un pic observé entre 35 et 40 ans (Lamster et
al., 2016). Les parodontites séveres représentent pres de 11,2% de la population mondiale, soit
environ 743 millions d’individus (Kassebaum et al., 2014; Richards, 2014; Sanz et al., 2020a).
Les patients atteints de parodontite voient leur qualité¢ de vie impactée. En effet, ces patients

déclarent présenter des limitations fonctionnelles, des douleurs physiques ainsi qu’un inconfort
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psychologique 1i¢ notamment a 1’apparence physique et a la perte de confiance (Graziani et al.,

2019).

e. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs de risque ont ét¢ identifiés pour les parodontites. Il existe des facteurs
de risque non modifiables tels que 1’age (Albandar and Kingman, 1999), le genre (Holtfreter
etal., 2009), I’origine ethnique (Kassebaum et al., 2014; Papapanou and Susin, 2017) ou encore
certaines prédispositions génétiques (Nibali et al., 2019). Des facteurs de risque modifiables
liés aux habitudes de vie et aux comportements ont également été répertoriés. Le tabac est le
facteur de risque environnemental le plus important dans le développement de la parodontite.
La consommation de tabac a notamment un effet néfaste sur les cellules du systeme
immunitaire, en particulier les neutrophiles (Kwon et al., 2021). Globalement, le risque de
développer une parodontite est augmenté de 85% chez les patients fumeurs. Le tabagisme
contribue a une réponse clinique défavorable aux traitements non chirurgicaux et chirurgicaux,
ainsi que pour les procédures de régénération parodontale (Nociti et al., 2015).

La parodontite est considérée comme étant la 6° complication du diabéte. Le risque de
développer une parodontite est environ trois fois plus ¢levé chez les patients diabétiques
compar¢ aux non diabétiques (Mealey and Ocampo, 2007). Le diabete entraine non seulement
une augmentation de la prévalence, mais €¢galement de la sévérité et de la progression de la
parodontite (Mealey et al., 2006). La majorité des études se sont concentrées sur le lien existant
entre les parodontites et le diabete de type 2, cependant le diabete de type 1 entraine également
une augmentation du risque de parodontite notamment chez les plus jeunes (Lalla et al., 2007).
L’inflammation est un ¢lément clé dans le développement du diabete et de la parodontite. En
effet, le diabéte de type 2 favorise I’initiation et la progression de la parodontite en augmentant
I’inflammation au niveau des tissus parodontaux, en altérant les processus de réparation

osseuse et en produisant des produits finaux de glycation avancée (Lalla and Papapanou, 2011;
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Stumvoll et al., 2005). D’autres facteurs liés au mode de vie, tels que 1’obésité, 1’activité

physique ou le régime alimentaire peuvent influer sur le risque de développer une parodontite.

f. Etiologie

i.  Etiologie bactérienne

La flore bactérienne commensale contient principalement des bactéries Gram-positives
et quelques bactéries Gram-négatives. Le développement de la maladie parodontale
s’accompagne d’un changement de la population bactérienne orale (Figure 8). En effet,
Belstrom et al. ont démontré que la composition bactérienne de la salive d’un patient atteint de
parodontite différe de la salive d’un patient sain (Belstrom et al., 2014). De nombreuses
bactéries Gram-négatives comme Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Treponema
denticola ou Tannerella forsythia semblent étre impliquées dans les parodontites (Curtis et al.,
2020) et leur présence est prédominante dans les poches parodontales profondes (Kwon et al.,
2021). L’infection par ces bactéries entraine la libération de leucotoxines, de collagénases, de
plasmine et d’autres protéases (Pihlstrom et al., 2005). La formation d’un agrégat de
microorganismes adhérents, appelé biofilm, représente un risque accru. Le développement du
biofilm est un processus complexe et dynamique, qui se déroule en plusieurs phases : une phase
d’adhérence, une phase de maturation puis une phase de prolifération. En effet, ce biofilm peut

entrainer ’apparition de résistance face aux traitements antibiotiques (Gerits et al., 2017).
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Periodontitis-associated
species

Health-associated

species Bacteroides [G-2] sp.
. HOT 274
Core species Desulfobulbus sp. HOT 041
Eubacterium saphenum
Fretibacterium fastidiosum
Actinomyces naeslundii Fretibacterium sp. HOT 360
Parvimonas micra
Actinomyces spp. HOT 171 Campylobacter Porphyromonas endodontalis
gracilis Porphyromonas gingivalis
Rothia aeria Prevotella intermedia
Fusobacterium Saccharibacteria (TM7) [G-1] sp.
Rothia dentocariosa nucleatum ss. HOT 349
vincentii Selenomonas sputigena

Streptococcus sanguinis Tannerella forsyfhia
Treponema denticola

Treponema lecytinolyticum
Treponema maltophilum
Treponema socranskii
Treponema sp. HOT 237

Figure 8- Composition bactérienne du biofilm associé i la santé parodontale (en vert) et espéces bactériennes associées i
la parodontite (en rouge) (Curtis et al., 2020)

P. gingivalis est une bactérie Gram-négative, anaérobie. Elle est détectée dans 88,6%
des cas dans la plaque sous-gingivale des patients atteints de parodontite (Yang et al., 2004).
La présence de cette bactérie est un indicateur de sévérité de la pathologie (Xu et al., 2020). P.
gingivalis possede la capacité de moduler le systétme immunitaire de 1’hdte et d’influencer la
population microbienne afin de créer un environnement favorable a son propre développement.
C’est une bactérie opportuniste qui possede de nombreux facteurs de virulence. Les principaux
facteurs de virulence sont le lipopolysaccharide (LPS), la capsule polysaccharidique, le
fimbriae et les gingipaines (Bostanci and Belibasakis, 2012). Le LPS de P. gingivalis posséde
plusieurs formes de lipide A. Les cellules de I’'immunité reconnaissent ces lipides A et
provoquent une réponse immunitaire de 1’hote notamment au niveau de la gencive.
L’hétérogénéité du lipide A conduit a des réactions immunitaires diverses qui se traduisent par
la sécrétion de différentes cytokines pro-inflammatoires (Xu et al., 2020). P. gingivalis
favoriserait également la fragmentation de la mitochondrie et sa dysfonction. La mitochondrie
est la principale source des especes réactives de I’oxygene (ROS), or une surproduction de

ROS est impliquée notamment dans la destruction de 1’os alvéolaire durant le développement
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de la parodontite (Zhang et al., 2021). En effet, une augmentation de la production de ROS
entraine une activation de la voie NF-kB, impliquée notamment dans la régulation de la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (Gorbunov et al., 2013). Finalement, le microbiote
oral est étroitement lié¢ aux cellules de I'immunité et aux cellules osseuses. En effet, dans la
majorité des cas, une anomalie du remodelage de 1’os alvéolaire est corrélée a la présence d’une

pathologie inflammatoire (Cheng et al., 2021).

ii. Le réle du systétme immunitaire de ’hote

L’immunité innée constitue le premier systetme de défense de 1’organisme face a
I’agression bactérienne, a un traumatisme ou a un dommage tissulaire. Les motifs associés au
pathogéne (Pathogen-Associated Molecular Pattern : PAMP) sont reconnus par les récepteurs
de I'immunité¢ innée (Pattern Recognition Receptor: PRR). Les principaux récepteurs
impliqués dans la reconnaissance du pathogeéne dans les parodontites sont les Toll like
récepteurs (TLR), TLR-2 et TLR-4 étant notamment surexprimés chez les patients atteints de
parodontite (Duarte et al., 2012). Le TLR-4 permet la reconnaissance des bactéries Gram-
négatives, telles que P. gingivalis. Ces récepteurs sont impliqués dans le recrutement des
polynucléaires neutrophiles (PNN) et des macrophages (Silva et al., 2015). Les PNN sont des
cellules immunitaires ayant la capacité de relarguer des enzymes et des substances telles que
les ROS, le lysozyme, la collagénase et 1’¢lastase. De plus, ils produisent €galement de
nombreuses chimiokines et cytokines pro-inflammatoires (Nicu and Loos, 2016). La quantité
de neutrophiles présente est corrélée avec la sévérité de la parodontite (Landzberg et al., 2015).
Il est clairement établi que les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par 1’hote apres infection
par P. gingivalis (IL-1B, IL-6 et les cytokines de la famille des facteurs de nécrose tumoral
(TNF)) sont impliquées dans la réponse inflammatoire dans les parodontites (Figure 9). Ces
cytokines jouent un role dans la différenciation des lymphocytes et dans la destruction des

tissus parodontaux.
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Figure 9- Réactions inflammatoire et immunitaire associées a la parodontite. (1) Scénario de destruction du pathogene 1.
Les bactéries pénétrent la barriére épithéliale. 2. La détection des facteurs de virulence bactériens induit une production de
cytokines pro-inflammatoires. 3. L activation de lymphocytes T renforce la réponse immunitaire innée par activation des
neutrophiles et des macrophages. 4. L’ augmentation de la production de cytokines et de chimiokines par les macrophages et
neutrophiles augmente la perméabilité vasculaire. 5. Les neutrophiles ont pour réle la destruction du pathogene et la
sécrétion de facteurs anti-inflammatoires. 6. Les neutrophiles et les macrophages quittent le site de I’inflammation via la
circulation sanguine. (B) Scénario de non-résolution de [’état inflammatoire entrainant le développement d’une
inflammation chronique. 1. Perméabilité accrue de [’épithélium. 2. Activation de la réponse immunitaire innée apres
reconnaissance des facteurs de virulence bactériens. 3. Activation des thrombocytes. 4. Relargage des cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires par les neutrophiles et macrophages. 4. Activation de la réponse immunitaire adaptative. 5.
Augmentation de la perméabilité vasculaire entrainant un recrutement permanent de leucocytes et PNN. 6. Passage des
médiateurs pro-inflammatoires et des peptides anti-microbiens dans la circulation générale (Martinez-Garcia and
Hernandez-Lemus, 2021).

Les lymphocytes T helper CD4+ ont la capacité de se différencier en différents types
de lymphocytes Thl, Th2, Th17, Tth ou Tregs (Bunte and Beikler, 2019). Les lymphocytes T
helper de type 1 produisent I’interleukine IL-12, I’interféron gamma (IFN-y), TNF-a, et les
lymphocytes de type 2 sont capables de sécréter I1L-4, IL-5 et IL-13 (Del Prete, 1992). La
différenciation des lymphocytes T CD4+ en Thl7 est initiée par IL-1B et le facteur de
croissance transformant (TGF-B) puis stimulée par TNF-a, IL-6 et IL-21. La différenciation
en Th17 est également induite par le signal transducteur et activateur de la protéine 3 (STAT3)

et RORyt (Bunte and Beikler, 2019) et entraine une augmentation du recrutement des
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neutrophiles, de la production de molécules antimicrobiennes, 1’induction de [D’activité
ostéoclastique ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et une augmentation des
effets protecteurs de la muqueuse orale (Pan et al., 2019). Th17 accentue I’inflammation en
recrutant davantage de Th17 entrainant une augmentation de 1’inflammation du parodonte et
de la destruction osseuse (Huang et al., 2021). A I’inverse, chez des patients porteurs d’un
syndrome responsable d’une mutation sur le gene STAT3 induisant un défaut de différenciation
en cellules Th17, une diminution de I’'inflammation et de la destruction osseuse ont été

observées en présence de parodontite (Dutzan et al., 2018).

iii. Destruction tissulaire

La destruction des tissus parodontaux résulte a la fois de I’infection bactérienne et de
la réaction inflammatoire provoquée par celle-ci. En effet, les cellules Th17 sécretent des
cytokines telles qu’IL-17A, IL-22, IL-21 ou encore G-CSF qui se lient aux fibroblastes, aux
cellules épithéliales et aux cellules endothéliales entrainant la production de RANKL, des
métalloprotéinases matricielles (MMPs) ou de prostaglandine E2 (PGE2) (Huang et al., 2021).
Ces chimiokines et cytokines jouent un role crucial dans la destruction parodontale. Les
chimiokines sont produites par de nombreuses cellules du parodonte telles que les fibroblastes,
les cellules épithéliales, les ostéoclastes, les cellules endothéliales, les macrophages, les
leucocytes, les PNN, les monocytes et les lymphocytes (Graves, 2008). Ces facteurs pro-
inflammatoires sont alors capables de perturber D’activité ostéoclastique entrainant la
dégradation du collagene et la destruction de 1’os (Ramadan et al., 2020) (Figure 10). D’autre
part, les bactéries vont directement favoriser 1’ostéoclastogénese via les TLRs (Usui et al.,
2021). D’autres médiateurs sont capables d’influencer la résorption osseuse notamment PTH,
TGF ou encore le calcitriol. Ces facteurs modulent le nombre d’ostéoclastes ainsi que leur

activité via RANKL (Hienz et al., 2015).
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Figure 10- Mécanismes de formation et d’activation des ostéoclastes induits par I’invasion de P. gingivalis. L activation
des ostéoclastes dans le cas des parodontites se fait directement par les bactéries parodontopathogenes mais également via
le systeme immunitaire. D 'une part, la reconnaissance des bactéries par les TLR favorise la différenciation des cellules
progénitrices en ostéoclastes. D autre part, les médiateurs pro-inflammatoires TNF-a et IL-1[ sécrétés par les lymphocytes
T entrainent [’activation des ostéoclastes responsable de la destruction osseuse. (Usui et al., 2021).

g. Parodontite et maladies systémiques

Une augmentation de I’incidence et de la sévérité des parodontites a été corrélée a
différentes maladies systémiques ¢éloignées de la cavité orale (Hajishengallis and Chavakis,
2021). Pour certaines pathologies (obésité, diabéte, syndromes métaboliques), une association
bidirectionnelle a été démontrée (Winning and Linden, 2017). En effet, le microbiote oral peut
étre responsable d’une inflammation locale qui peut par la suite contribuer a un état
inflammatoire généralisé (Bui et al., 2019). De nombreuses études se sont intéressées a I’impact
de l’augmentation de ces cytokines pro-inflammatoires sur le processus gestationnel
(Madianos et al., 2013) et sur certaines maladies systémiques, telles que des maladies
métaboliques, des maladies cardiovasculaires (Sanz et al., 2020b; Seymour et al., 2007; Tonetti
et al., 2013) ou des maladies neurodégénératives (Ide et al., 2016) (Figure 11). La parodontite

est associée a une bactériémie ainsi qu’a une inflammation systémique pouvant influencer le
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développement de ces comorbidités. Cette inflammation systémique associée aux parodontites
est liée a une augmentation du nombre de médiateurs pro-inflammatoires et de neutrophiles

circulants (Hajishengallis and Chavakis, 2021).
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Figure 11- L’atteinte bactérienne associée a une réaction immunitaire excessive pourrait entrainer des effets systémiques
sur différents organes (Martinez-Garcia and Hernandez-Lemus, 2021).

Une connexion plus spécifique entre P. gingivalis et les maladies systémiques a fait
I’objet de nombreuses études. Ce pathogeéne hautement corrélé a la parodontite a été identifié
comme ayant un potentiel role neurotoxique notamment dans la maladie d’ Alzheimer (Dominy
et al., 2019). P. gingivalis favorise également le développement de 1’athérosclérose via la

production de facteurs de virulence (Huck et al., 2011; Li et al., 2002), et contribue au
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développement de la polyarthrite rhumatoide (Zhou et al., 2021). Ce pathogéne anaérobie
pourrait €également étre impliqué dans le développement de différents cancers, en favorisant la
prolifération des cellules cancéreuses (Hoppe et al.,, 2016), ou encore en modifiant
I’environnement inflammatoire des tumeurs (Ogrendik, 2016; Tan et al., 2022). La circulation
des vésicules synthétisées par P. gingivalis pourrait expliquer la communication et la diffusion

de ce pathogéne et son implication dans les maladies systémiques (Xie, 2015).

3. Traitements actuels et perspectives

a. Traitements actuels

Les traitements de la parodontite ont pour objectif d’éliminer les facteurs étiologiques
locaux (biofilms, toxines bactériennes et tartre) afin d’arréter la progression de la maladie,

c’est-a-dire de controler I’inflammation et de stopper la destruction du systéme d’attache.

i.  Traitements non chirurgicaux

Indépendamment du stade de la maladie, la premicre étape du traitement a mettre en
place chez un patient atteint d’une maladie parodontale, gingivite ou parodontite, repose sur
I’éducation et la sensibilisation de celui-ci a I’hygiéne bucco-dentaire (Sanz et al., 2020a)
(Figure 12). Ainsi, il faudra motiver le patient a entreprendre une élimination du biofilm supra-
gingival via un controle de plaque adapté et efficace. L’éducation du patient permettra de créer
un environnement favorable a la cicatrisation des tissus et a la stabilisation des phénomenes
inflammatoires. Ainsi, ’efficacité des thérapeutiques mises en place dépend pleinement de la
compliance du patient (Petit et al., 2019a). De plus, la suppression des différents facteurs de
risque sera nécessaire afin de potentialiser les chances de réussite des thérapeutiques mises en

place. La diminution voire 1’arrét total de la consommation tabagique et la prise en charge d’un
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diabete non €équilibré sont nécessaires afin d’éviter I’aggravation de la maladie et d’améliorer
I’efficacité des traitements (Chaffee et al., 2016).

La deuxiéme étape du traitement vise a éliminer le biofilm et le tartre sous-gingival par
la réalisation d’un détartrage et d’une instrumentation sous-gingivale (Kwon et al., 2021)
(Figure 12). Ce traitement a démontré son efficacité dans la réduction de I’inflammation, de la
profondeur des poches parodontales et du nombre de sites atteints (Herrera, 2016; Suvan et al.,
2020). Le traitement non chirurgical permet également d’augmenter le niveau d’attache
clinique (Deas et al., 2016). Si ce traitement mécanique est un succes dans la majeure partie
des cas, il peut €tre plus compliqué en présence de poches treés profondes et peu accessibles, en
cas de lésions de furcation ou de défauts verticaux (Graziani et al., 2017). De plus, son
efficacité peut étre limitée face a certains pathogeénes clés impliqués dans les parodontites
(Listgarten and Loomer, 2003). Le succes de ce traitement mécanique est hautement dépendant
de la compliance du patient au respect des régles d’hygiéne bucco-dentaire (Sbordone et al.,
1990). Des complications peuvent ¢galement étre observées comme des rétractions de la
gencive ou le développement d’hypersensibilité dentaire. Ainsi, ce traitement peut €tre associé
a I’utilisation de traitements adjuvants tels que 1’administration locale ou systémique d’agents
antiseptiques et/ou antibiotiques (Graziani et al., 2017). Les traitements adjuvants actuellement
disponibles tels que ’utilisation de laser, de la thérapie photodynamique antimicrobienne, de
I’application locale de statines, de probiotiques, de doxycycline a dose sous-microbienne, de
biphosphonates, d’anti-inflammatoires non stéroidiens, d’oméga-3 et de metformine ne sont
pas recommandés. En effet, ces thérapeutiques n’ont pas montré d’intérét clinique probant du
point de vue de ’efficacité ou de la balance bénéfices/risques ou bénéfices/cotit (Sanz et al.,
2020a). En revanche, I’utilisation adjuvante d’agents chimio-thérapeutiques (ou antiseptiques)
est recommandée en complément du débridement mécanique, en particulier sous forme de bain
de bouche pendant une durée limitée, ou sous forme de gel apreés 1’instrumentation sous-
gingivale. Le principal antiseptique utilisé en parodontologie est la chlorhexidine (Sanz et al.,
2020a). La chlorhexidine peut étre utilisée sous forme de bain de bouche, de gel ou de spray
en complément du détartrage et de I’instrumentation sous-gingivale. Elle permet de réduire la

quantité de plaque et retarde la recolonisation bactérienne sous-gingivale grace a ses propriétés
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bactériostatiques (Jones, 1997). La chlorhexidine permet ¢galement d’éliminer des bactéries
provenant d’autres réservoirs tels que la langue ou les muqueuses orales. Cependant, si cet
antiseptique bactéricide a large spectre présente un réel intérét clinique, il peut également
entrainer des effets secondaires tels que I’apparition d’une coloration brune au niveau des dents
et de la langue, ou encore une altération du gott, ce qui peut constituer un frein a la compliance
du patient (da Costa et al., 2017; Graziani et al., 2017). De plus, I'utilisation d’antibiotiques a
libération prolongée administrés localement peut étre envisagée en complément de
I’instrumentation  sous-gingivale. Cette application locale permettrait d’améliorer
significativement le niveau d’attache clinique a court terme. Cependant, |’utilisation
d’antibiotiques par voie systémique est quant a elle davantage contrélée. Leur utilisation est
recommandée pour certaines catégories de patients comme les jeunes adultes atteints d’une
parodontite de stade III généralisée (Sanz et al., 2020a).

Une réévaluation est réalisée apres un délai de 8 semaines, durée nécessaire a la
cicatrisation des tissus conjonctifs (Segelnick and Weinberg, 2006). L absence d’inflammation
et de poches parodontales >5mm est considérée comme une stabilisation de 1’état parodontal.
En revanche, si ces objectifs ne sont pas atteints, un traitement complémentaire devra étre
envisagé. Le traitement sera alors adapté en fonction de la gravité et de I’étendue de la maladie
et pourra étre chirurgical ou non chirurgical (Kinane et al., 2017). En effet, en présence
d’inflammation et de poches dont la profondeur est supérieure a Smm, une nouvelle phase de
traitement non chirurgical sera entreprise. En cas de saignement au sondage, de poches > Smm
combinés a une perte osseuse, un traitement chirurgical pourra étre envisagé (Figure 12) (Kwon

etal., 2021).
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Figure 12- Arbre décisionnel pour le traitement d’un patient atteint de parodontite (Kwon et al., 2021).

ii.  Traitements chirurgicaux

Les traitements chirurgicaux doivent s’accompagner d’un respect des consignes
d’hygiéne bucco-dentaire tres strict. En effet, ces mesures contribuent grandement au succes
de la chirurgie (Kwon et al., 2021). Ces différents traitements nécessitent une évaluation des
facteurs de risque ainsi que du profil médical du patient (médication, contre-indications, etc...)
(Sanz et al., 2020a).

Les traitements chirurgicaux visent a traiter les sites n’ayant pas répondu de maniére

adéquate aux traitements non-chirurgicaux. Il existe trois types de chirurgie parodontale : la
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chirurgie parodontale d’assainissement, la chirurgie parodontale résectrice et la chirurgie
parodontale régénératrice (Sanz et al., 2020a) (Figure 12). L’objectif principal de ces différents
types de traitements est de rendre accessible les zones critiques permettant ainsi I’élimination
des biofilms sous-gingivaux (Graziani et al., 2017). Dans certains cas, il peut ¢galement étre
nécessaire de réduire ou d’¢liminer les défauts infra-osseux par ostéotomie ou ostéoplastie
(Wang and Greenwell, 2001). Ensuite, le tissu gingival pourra étre positionné apicalement a la
nouvelle hauteur de la créte alvéolaire (Kwon et al., 2021). La chirurgie parodontale
régénératrice vise a régénérer les tissus parodontaux perdus suite au processus de destruction
induit par la parodontite (Villar and Cochran, 2010). En effet, la régénération tissulaire guidée
ainsi que I’utilisation de substituts osseux permettent d’isoler les tissus superficiels et profonds
et de promouvoir la régénération/réparation de 1’os et du systeéme d’attache (Cortellini and
Tonetti, 2015). L’incidence des complications a la suite des chirurgies parodontales reste faible
et concerne entre 5 et 10% des interventions en fonction de I’intervention pratiquée (Askar et
al., 2019).

Une fois la parodontite stabilisée avec succes, ¢’est-a-dire présentant des poches < Smm
et en I’absence de saignement au sondage, un traitement de maintenance parodontale est mis
en place afin de réduire le risque de récidive (Caton et al., 2018). Ceci contribuera a la

diminution du risque de perte dentaire a long-terme (Petit et al., 2019b).

b. La cicatrisation parodontale

Les lésions parodontales sont complexes et peuvent avoir des morphologies variables.
En fonction de la configuration du défaut initial, les attentes concernant la cicatrisation peuvent
étre différentes (Wikesjo and Selvig, 1999). Les premieres phases de la cicatrisation
parodontale correspondent aux évenements cellulaires et moléculaires observés dans tout type
de cicatrisation tissulaire (Polimeni et al., 2006).

Dans un premier temps, un caillot sanguin va se former dans les premiceres heures. En

effet, I’atteinte d’un vaisseau va entrainer une hémorragie qui se traduira par la formation d’un
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caillot (Polimeni et al., 2006). Ce caillot sanguin aura deux fonctions : d’une part il possede un
role protecteur des tissus atteints, d’autre part, il sert de matrice pour la migration cellulaire.

La formation du caillot est suivie d’une réponse inflammatoire se manifestant tout
d’abord par la migration des cellules de 1’inflammation (principalement PNN et monocytes)
vers la zone 1ésée (Qu and Chaikof, 2010). Ces cellules ont pour rdle I’élimination des micro-
organismes présents dans la 1ésion, et des tissus nécrosé€s par phagocytose. Ces cellules vont
sécréter des facteurs de croissance ainsi que des facteurs pro-inflammatoires tels que des
cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-6), des chimiokines, le facteur de croissance épidermique, PDGF
ou encore le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEFG) (Morand et al., 2017). Ces
cellules vont ainsi entrainer le recrutement et 1’activation des lymphocytes B et T ainsi que des
ostéoclastes, et la prolifération des kératinocytes et des fibroblastes gingivaux (Hiibner et al.,
1996). Durant cette phase inflammatoire, des enzymes comme les collagénases vont dégrader
la MEC (Callaghan et al., 1996).

Cette inflammation est suivie d’une phase de prolifération, se caractérisant par la
formation d’un tissus conjonctif de transition aussi appelé tissu de granulation vascularisé et
riche en fibroblastes (Brancato and Albina, 2011). La sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a, IL-1p, IL-6 durant cette phase de prolifération va induire 1’activation,
la prolifération et la différenciation des kératinocytes, des fibroblastes gingivaux ainsi que des
cellules endothéliales notamment (Morand et al., 2017). Ces différents types cellulaires vont
jouer un role primordial dans la syntheése de la MEC, de I’épithélium et dans 1’angiogenese
(Velnar et al., 2009).

Finalement, la phase finale de la cicatrisation tissulaire est la phase de remodelage /
régénération. Il s’agit de la phase la plus longue. Elle dépend de la morphologie initiale de la
l1ésion (Polimeni et al., 2006). Durant cette phase, le tissu de granulation sera dégrad¢ et la
MEC pourra étre remodelée (Velnar et al., 2009). Les fibroblastes gingivaux et les cellules du
ligament parodontal jouent un role majeur dans le remodelage de cette matrice en synthétisant
notamment du collageéne, de 1’¢lastine, des protéoglycanes, des MMPs et leurs inhibiteurs
(Sarrazy et al., 2011). Le remodelage osseux est €¢galement assuré par une alternance entre les

phases de résorption et de régénération osseuses décrites précédemment (Luo et al., 2022). La
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régénération de 1’épithélium est quant a elle trés rapide, et est achevée 7 a 14 jours apres la

chirurgie (Hadmmerle et al., 2014) (Figure 13).
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Figure 13- Expression des différents facteurs impliqués dans la régénération parodontale en fonction du temps (Morand
etal., 2017).

¢. Voies de recherche

Les thérapeutiques mécaniques conventionnelles sont limitées notamment dans le cas
de poches parodontales profondes, de zones peu accessibles ou de parodontites séveres
(Tomasi et al., 2007). De nombreuses études sont en cours avec comme objectif de trouver un
potentiel traitement adjuvant aux traitements non-chirurgicaux afin d’en optimiser les résultats
tout en réduisant le recours a des alternatives invasives et coliteuses. Pour ce faire, il est
indispensable de mener davantage d’investigations concernant les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la parodontite afin de déterminer de potentielles cibles permettant

de favoriser la résolution de I’inflammation (Slots, 2017).
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i. Médicaments

Parmi les molécules suscitant un intérét dans le traitement des parodontites figurent des
médicaments et compléments alimentaires déja mis sur le marché pour d’autres indications.
L’utilisation d’anti-inflammatoires a ¢été proposée afin de participer au contrdle de
I’inflammation. Cependant, la prise de corticostéroides, par exemple, présente une balance
bénéfices/risques défavorable et n’a pas démontré réellement d’effet sur 1’inflammation
parodontale (Seymour and Heasman, 1988). En revanche, les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) permettent de réduire I’inflammation, la profondeur des poches
parodontales ainsi que la perte osseuse uniquement lorsque la prise est prolongée sur le long-
terme (Agossa et al., 2016). Ici également, de nombreux effets secondaires sont observés a la
suite de la prise d’AINS, tels que des effets gastro-intestinaux, des effets rénaux, des troubles
hématologiques, des réactions allergiques ou certains effets comme des maux de téte ou des
vertiges (Vonkeman and van de Laar, 2010). Ces effets indésirables empéchent ’utilisation de
ces médicaments dans le traitement de la parodontite (Preshaw, 2018). Les statines sont
connues pour avoir des effets anti-inflammatoires, antibactériens et un rdle dans le
métabolisme osseux pouvant présenter un intérét dans le traitement des parodontites (Petit et
al., 2019a). L’utilisation des probiotiques dans le traitement des parodontites pourrait
¢galement étre intéressante. Des études cliniques ont permis d’observer une diminution de
I’inflammation gingivale apreés administration de probiotiques a base de Lactobacillus et
Bifidobacterium (Martin-Cabezas et al., 2016; Stamatova and Meurman, 2009). Ces
probiotiques permettraient de réguler la sécrétion de cytokines telles qu’IL-10, IL-13 et IL-8
et favoriseraient le retour a I’homéostasie (Invernici et al., 2018). Des études complémentaires
doivent étre menées afin de déterminer précisément ’efficacité, la toxicité, les effets

indésirables ainsi que les effets anti-inflammatoires des probiotiques (Balta et al., 2021).
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ii. Hormones et facteurs de croissance

D’autres molécules comme des hormones ou des facteurs de croissance suscitent
¢galement 1’intérét des chercheurs pour leur potentiel intérét dans le traitement de la
parodontite. La PTH est sécrétée par les glandes parathyroides. Elle est composée de 84 acides
aminés, dont les 32 derniers présents a I’extrémité N-terminale sont responsables de 1’activité
biologique de cette hormone. Son role est notamment d’assurer le maintien de 1’homéostasie
calcique. PTHrP quant a lui, est synthétisé et sécrété par différents tissus, et possede la capacité
d’agir par voie paracrine ou autocrine (Schliiter, 1999). PTH et PTHrP possedent des
similarités de structure, mais également de fonction. PTHrP est essentiel dans la formation
osseuse, le développement du parodonte et le processus d’éruption dentaire. PTH et PTHrP se
lient a un méme récepteur, appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines G,
nommé PTHR-1 (Tamura et al., 2016). La liaison de PTH ou PTHrP a PTHR-1 entraine d’une
part ’activation de 1’adénylate cyclase (AC), ’enzyme générant 1’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc). L’activation puis la translocation de la protéine kinase A (PKA) dans le
noyau permettent la transcription de genes cibles tels que Runx2, Osterix, CREB ou AP-1 par
exemple (Martin et al., 2021). PTH et PTHrP sont alors capables de moduler I’équilibre
RANKL/OPG, permettant ainsi de favoriser la formation ou la résorption osseuse (Fu et al.,
2002). D’autre part, la liaison de ’hormone a son récepteur PTHR-1 peut entrainer 1’activation
de la protéine kinase C (PKC) via la phospholipase C (PLC). PKC active ensuite la voie de
signalisation MAPK et Ras responsable notamment de la prolifération des cellules de la lignée
osseuse (Miao et al., 2001) (Figure 14). En effet, cette hormone possede un effet anabolique et
un effet catabolique en fonction de sa fréquence d’administration. L’administration de PTH de
facon intermittente permet de favoriser la formation osseuse, tandis qu’une administration
continue induit 1’ostéoclastogénése (Stutz et al., 2020a) (Figure 14). La PTH (1-34), dont la
dénomination commune internationale est le teriparatide, est d’ores et déja commercialisée
sous le nom de FORSTEO® dans le traitement de 1’ostéoporose. En effet, I’effet anabolique est
obtenu par I’administration journaliere de ce médicament ayant une demi-vie d’environ lh.

L’intégralité¢ des voies de signalisation impliquées dans ces effets opposés est méconnue a

40



I’heure actuelle. L’administration intermittente de PTH a démontré une diminution de la
profondeur des poches parodontales et de la perte d’attache dans des modeles de souris et de
rats (Bashutski et al., 2010). Elle permet également de limiter la destruction osseuse associée
a la parodontite (Barros et al., 2003). Afin de permettre une administration intermittente
localement, il apparait donc indispensable de développer des vecteurs capables d’initier une

libération contr6lée de I’hormone (Dang et al., 2017) (Annexe 1).
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Figure 14- Implication de PTH/PTHrP dans le remodelage osseux (Stutz et al., 2020a).

L’utilisation de facteurs de croissance a des fins de régénération parodontale fait
¢galement 1’objet de nombreux projets de recherche. Parmi eux, on retrouve le facteur de
croissance fibroblastique (Zhang et al., 2021), le PDGF et la famille TGF-3 dont les BMPs
(Raja et al., 2009). Ces facteurs de croissance interviennent dans des évenements biologiques
comme la migration, 1’attachement ou la prolifération de certains types cellulaires pouvant
favoriser la formation des tissus parodontaux (Saygin et al., 2000).

BMP-2 est physiologiquement impliquée dans la formation osseuse et la formation
cartilagineuse (Chen et al.,, 2004). Les voies de signalisation activées par BMP-2 sont
multiples, mais la principale voie est la voie canonique. Elle fait intervenir des récepteurs
sérine/thréonine de type BMPRII sur lesquels se fixe le ligand et des récepteurs de type BMPRI

qui déterminent la spécificit¢ du complexe hétérodimérique. La fixation de la BMP-2 a son
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récepteur BMPRII entraine la phosphorylation du récepteur BMPRI qui déclenche la cascade
de phosphorylation des Smad. Les Smad 1/5/8 vont former un complexe avec Smad4
permettant alors la translocation du complexe dans le noyau puis la transcription des genes
cibles tels que Runx2 (Phimphilai et al., 2006; Sagorny et al., 2012) (Figure 15). Par ailleurs,
il existe d’autres voies dites non canoniques indépendantes de la voie Smad. La BMP-2 peut
¢galement activer TAK1 (Transforming growth factor-beta-activated kinase-1) qui aura pour
conséquence 1’activation des voies NF-kB, PGE2 et INK/p38 MAPK (Haversath et al., 2012,
; Jimi et al., 2019). L’activation de ces voies entrainera une augmentation de la transcription
de facteurs ostéogéniques tels que Runx2 ou Ostérix (Halloran et al., 2020). Ces voies peuvent
¢galement €tre négativement régulées par des antagonistes des BMPs tels que Noggin, Gremlin
(Grem), Chordin ou la Follistatine (Chen et al., 2004). Ainsi, les effets de BMP-2 sont
dépendants de 1’équilibre entre BMP-2 et ses inhibiteurs (Bhatia et al., 2016; Chien et al., 2020)
(Figure 15).

Greml est une protéine constituée de 184 acides aminés. Elle joue un role crucial dans
les étapes précoces du développement, dans la formation de tumeurs et la physiopathologie
rénale (Khokha et al., 2003; Michos et al., 2004). Les interactions structurelles entre BMP-2 et
son antagoniste Grem1 sont a I’heure actuelle peu connues. Néanmoins, KiSonaité et al. ont
formulé une hypothese selon laquelle Grem1 serait capable de séquestrer BMP-2 en formant
un complexe oligomérique empéchant ainsi la liaison de celui-ci a son récepteur (KiSonaité et
al., 2016). Concernant les effets biologiques, I’inhibition de BMP-2 par Greml pourrait
entrainer des altérations du cartilage (Chang et al., 2019) et une suppression de la
différenciation des CSMs en cellules de la lignée osseuse (Hu et al., 2017). De plus, Grem1
pourrait €également interagir avec d’autres voies de signalisation. Il pourrait notamment réguler
négativement la migration des monocytes par chimiotactisme via Slitl et Slit2, et ainsi jouer
un role dans la réponse immunitaire (Chen et al., 2004). Grem!1 pourrait également réguler
positivement la voie Notch via I’activation de la voie NF-kB responsable de I’inflammation
comme observé dans les atteintes rénales chroniques (Lavoz et al., 2018).

L’utilisation de BMP-2 a ¢été approuvée aux Etats-Unis par 1’agence des produits

alimentaires et médicamenteux (Food and Drug Administration : FDA) en 2007 afin de
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favoriser la cicatrisation alvéolaire aprés extraction, mais ne dispose pas d’autorisation pour le
traitement parodontal (Kelly et al., 2016). L’administration de ce facteur de croissance peut
entrainer des effets indésirables non négligeables, tels que la formation ectopique d’os, une
activation de la destruction osseuse, une réaction inflammatoire ou encore la formation d’une
tumeur ainsi que le développement et la prolifération de celle-ci (James et al., 2016). Ainsi, il
pourrait étre intéressant de controler la libération de BMP-2 ou de moduler son activité en
ciblant ses inhibiteurs, afin de réguler la réponse inflammatoire, ainsi que le remodelage osseux

dans les parodontites.
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Figure 15- Les voies TGF-f3 et BMP-2 dans ’ostéogénése. TGF-[3 et BMP-2 se lient aux domaines extracellulaires de leurs
récepteurs. La liaison de TGF-f3 a son récepteur entraine la phosphorylation des Smad 2/3, tandis que la liaison de BMP-2
induit la phosphorylation des Smad 1/5/8. Aprés translocation des complexes phosphorylés dans le noyau, la transcription

des genes cibles est activée. Ces voies sont régulées négativement notamment par des antagonistes tels que Follistatin,

Noggin, Gremlin, Chordin, et par Smad 7 et Smad 6 qui inhibent la phosphorylation des Smad2/3 et Smad 1/5/8 (laquinta et

al, 2021).

iii.  Cellules souches pour la régénération osseuse et parodontale

Les CSMs sont responsables du développement et de la régénération des tissus et
organes. Elles sont pluripotentes et possédent la capacité de se différencier en cellules de la
lignée osseuse, cartilagineuse et en adipocytes (Bacakova et al., 2018). Les cellules souches

peuvent alors participer a la réparation d’un tissu endommagé ou détruit. La différenciation en
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adipocytes est notamment intéressante pour la régénération cardiaque, la prévention de
maladies cardiovasculaires ou la maladie de Crohn. La différenciation en cellules osseuses
pourra, quant a elle, servir de support a la régénération osseuse (Zakrzewski et al., 2019). La
réparation osseuse se fait en plusieurs étapes, tout d’abord une phase inflammatoire est
observée. Celle-ci permettra ensuite le recrutement de cellules progénitrices. Un caillot
cartilagineux sera ensuite formé puis remplacé par de 1’os via le processus de remodelage
osseux (Ho-Shui-Ling et al., 2018). L’objectif ultime du traitement parodontal est de stopper
la progression de la pathologie et de favoriser la régénération des tissus parodontaux. Le succes
de la régénération parodontale repose sur I’apport de cellules progénitrices ayant la capacité de
se différencier et d’assurer la formation des tissus cibles matures au niveau du site d’intérét, la
présence de signaux favorisant la différenciation des CSMs afin d’initier la néoformation des
tissus puis la présence d’un support 3D afin de favoriser ces différents processus (Han et al.,

2014).

iv.  Développement de nouveaux vecteurs

Comme décrit précédemment, les effets secondaires associés a I’administration par voie
systémique de certains médicaments ou les effets indésirables induits par I’administration de
fortes concentrations de facteurs de croissance empéchent ’utilisation de ces molécules en tant
qu’adjuvant au traitement non chirurgical malgré leurs potentiels effets bénéfiques sur la
résolution de I’inflammation et la cicatrisation.

Ainsi, I'utilisation des nanomédecines et des nanotechnologies présente un intérét dans
le développement de vecteurs permettant de palier a ces limites. Le vecteur idéal permettrait
alors un apport suffisant de molécules actives directement au niveau du site d’intérét afin
d’éviter les effets secondaires associés a un passage systémique (Huck et al., 2022). Pour ce
faire, 1’utilisation de polymeéres nanofibreux tels que I’acide poly(lactique-co-glycolique)
(PLGA) ou la polycaprolactone (PCL) pourrait permettre I’administration locale de molécules

actives tels que des antibiotiques (Mirzaeei et al., 2021). En effet, la PCL est un polymere
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synthétique biocompatible et biodégradable, largement utilis¢ dans la régénération tissulaire
(Mondal et al., 2016). Des membranes de PCL peuvent étre obtenues par un processus
d’¢lectrospinning. Le principe de cette technique réside sur 1’injection du polymere avec un
deébit contrdlé a travers une aiguille dans une chambre traversée par un potentiel €lectrique
maitrisé (Arrieta et al., 2020). L’intérét de ces membranes de PCL a été étudié dans le domaine
de la cicatrisation parodontale (Batool et al., 2018) et de la régénération osseuse (Smaida et al.,
2020). Pour le traitement de la parodontite, les stratégies innovantes visent au développement
de membranes (Zhao et al., 2020), d’hydrogels (Ozcelik et al., 2021) ou de substituts osseux
(Subramaniam et al., 2016), via notamment leur biofonctionnalisation par incorporation de
nanoparticules et nanoréservoirs (Guarino et al., 2017; Ni et al., 2019). La technologie des
nanoréservoirs permet d’encapsuler des molécules actives a la surface de membranes
implantables. Cette technologie repose sur le principe « Layer-by-Layer » d’immersions
consécutives d’une membrane de PCL dans des solutions chargées positivement puis

négativement (Decher, 1997) (Figure 16).
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Figure 16- Schéma représentant le processus de déposition Layer-by-Layer. (A) Incubation de la membrane dans des bains
successifs de solutions de polyanions, de polycations et de ringage. (B) Représentation schématique de la déposition des
différents ions a la surface de la membrane.

Ces matériaux peuvent étre combinés a des antiseptiques, des antibiotiques, des anti-

inflammatoires, ou d’autres molécules actives pro-régénératives (Huck et al., 2022) (Figure
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17). Ces nanotechnologies présentent donc un intérét d’un point de vue du controle de la
cinétique de délivrance du principe actif, de la toxicité réduite et de la proximité avec les tissus

cibles (Igarashi, 2008).
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Figure 17- Stratégies exploitées en nanomédecine dans le traitement de la parodontite (Huck et al., 2022).

v. Identification de nouvelles cibles moléculaires

Les avancées technologiques permettent d’approfondir les connaissances sur les voies
de signalisation cellulaire et moléculaire impliquées dans la pathogénése, 1’évolution et les
traitements des parodontites. Plusieurs voies de signalisation suscitent un intérét actuellement,
notamment les voies Notch ou Wnt/B-catenin par exemple (Jakovljevic et al., 2019; Naruse et
al., 2021). Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués pourrait permettre
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques ou des biomarqueurs diagnostiques. Certaines

molécules ou voies de signalisation impliquées dans d’autres maladies inflammatoires
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pourraient également jouer un role dans les parodontites comme celles impliquant les
prohibitines (PHB).

Les PHB sont des protéines pléiotropiques jouant un role dans la survie, la prolifération
et le métabolisme cellulaire. Le role des PHB est étudi¢ dans de nombreuses pathologies. Elles
semblent étre impliquées dans le développement de cancers, de maladies cardiovasculaires, de
maladies inflammatoires ou encore dans 1’ostéoporose (Mattox et al., 2021; Wang et al., 2020).
En effet, les PHB sont impliquées dans de nombreuses voies de signalisation. Elles sont
notamment capables d’activer la voie PI3K/Akt ou encore la voie Raf/MEK/ERK. L’activation
de ces voies contribue notamment a la survie des cellules épithéliales apres infection (Yilmaz
et al., 2004), ou a la différenciation ostéogénique des cellules souches du ligament parodontal
(Wu et al., 2013). Les PHB peuvent notamment inhiber 1’expression de ROS, MMPs, Bcl-2, et
sont impliquées dans la régulation de I’inflammation induite par le stress oxydatif via Nrf2
(Figure 18). Les caspases-7 et 12, régulateurs de I’inflammation et de la mort cellulaire, sont
¢galement modulées par les PHB (Lamkanfi and Kanneganti, 2010; Martinez-Garcia and
Hernandez-Lemus, 2021). De ce fait, I’'implication des PHB dans chacune de ces voies de
signalisation est complexe. De plus, le rdle de ces protéines peut varier d’un tissu a 1’autre, ou
d’un type cellulaire a un autre (Zhou and Qin, 2013). Cependant, de nombreux facteurs
modulés par les PHB sont impliqués dans les parodontites, tant dans la réponse inflammatoire

que dans la destruction tissulaire.
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Figure 18- Voies de signalisation impliquant les PHB (Zhou and Qin, 2013).

De nombreux ligands des PHB ont ét¢ synthétisés et sont étudiés aujourd’hui pour leurs
propriétés cardioprotectrice, antivirale, anti-cancéreuse ou encore anti-ostéoclastogénique.
Plusieurs familles de ligands ont été¢ développées telles que les flavaglines, les aurilides, les
sulfonylamidines ou les phosphorylamidines, les adipotides ou encore la capsaicine (Wang et
al., 2020). Ces différents ligands possédent des modes d’action différents. Par exemple, les
flavaglines ciblent directement la PHB1 et la PHB2. Leur liaison aux PHB inhibe la voie de
signalisation Ras-C-Raf-MEK-ERK indispensable notamment a la survie des cellules
cancéreuses. La capsaicine interagit principalement avec PHB2 et induit une cascade
d’événements pro-apoptotiques et compromet 1’intégrit¢ mitochondriale. En revanche, les
sulfonylamidines sont capables de se lier a PHB1 et possédent une activité anti-

ostéoclastogénique (Thuaud et al., 2013). Il pourrait alors €tre intéressant d’étudier le rdle des
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PHB dans les parodontites ainsi que ’intérét de leurs différents ligands dans le traitement de

cette pathologie notamment dans la résolution de I’inflammation.
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La résolution de I’inflammation et la régénération tissulaire représentent des enjeux
majeurs dans le traitement des parodontites. Les traitements adjuvants actuellement disponibles
sont limités et présentent pour certains une efficacité clinique limitée et pour d’autres une
balance bénéfices/risques défavorable. Pour cela, une meilleure compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués est indispensable afin de définir au mieux de
nouvelles cibles potentielles.

Notre travail de thése s’intéressera d’une part a évaluer 'intérét thérapeutique de
I’administration de BMP-2 pour la régénération osseuse maxillaire. D’autre part, une
¢valuation du role de son antagoniste Greml dans le développement des parodontites sera
effectuée afin de déterminer 'intérét de cette cible potentielle pour le traitement des
parodontites. Enfin, le réle des PHB dans les parodontites, ainsi que 1’intérét d’un ligand de la

PHBI1 dans la résolution de I’inflammation seront évalués.

1. Intérét d’'une membrane de PCL fonctionnalisée par la BMP-2 et les cellules

souches dans la régénération de 1’os maxillaire

Comme décrit précédemment, la BMP-2 est une protéine appartenant a la superfamille
des TGF-B qui joue un role crucial dans le remodelage osseux. Elle favorise notamment le
recrutement puis la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en cellules de la
lignée osseuse (Wozney, 2002). L’utilisation de cette protéine est autorisée en chirurgie orale
et orthopédique aux Etats-Unis. Cependant, les risques d’effets secondaires induits par
I’administration directe de ce facteur de croissance ne sont pas négligeables (El Bialy et al.,
2017; James et al., 2016). Ainsi, nous avons développé une membrane nanofibreuse de PCL
présentant a sa surface des nanoréservoirs contenant de la BMP-2 permettant ainsi un relargage
actif et limit¢ de la molécule active. L’efficacité de I'implantation de cette membrane

supplémentée en CSMs a ¢té évaluée dans un modele murin de défaut osseux maxillaire.
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2. Implication de Gremlin 1 dans les parodontites

Nous nous sommes intéressés au role de Grem1 dans les parodontites. Grem1 est un
antagoniste extracellulaire des protéines morphogéniques, notamment de BMP-2, et joue un
role crucial dans I’embryogénese, I’organogénése, la différenciation tissulaire et le remodelage
osseux (Gazzerro et al., 2005; Marquez-Exposito et al., 2020; Miiller et al., 2021). Cet
antagoniste est impliqué notamment dans les processus de réponse inflammatoire (Miiller et
al., 2014) et dans de nombreuses maladies inflammatoires telles que I’arthrose, la fibrose et
dans certains cancers (Koppens et al., 2021; Liu et al., 2021; Ren et al., 2019). Nous nous
sommes alors intéressés au réle de Grem1 dans le développement des parodontites. Pour ce
faire, nous avons évalué¢ ’expression de Greml dans les tissus et les cellules du parodonte

infectées par P. gingivalis.

3. Role des prohibitines dans la parodontite et intérét d’IN44, un ligand de la PHB1,

dans la résolution de I’inflammation induite par P. gingivalis

Comme décrit précédemment, les PHB sont des protéines ubiquitaires principalement
localisées au niveau de la mitochondrie. Elles jouent un réle dans la morphogénese de celle-ci,
ainsi que dans la chaine respiratoire (Merkwirth and Langer, 2009). Elles sont également
impliquées dans les processus de survie cellulaire et d’apoptose (Peng et al., 2015). Des
modulations du niveau de PHB1 sont notamment associées a différentes pathologies telles que
des maladies inflammatoires, 1’obésité, des maladies auto-immunes ou encore certains types
de cancers (Gamble et al., 2007; Sharma and Qadri, 2004; Theiss et al., 2007). Dans un premier
temps, nous nous sommes intéressés a I’implication de la PHB1 dans la parodontite. Ensuite,
nous avons étudié I’impact d’IN44, un ligand de PHB1 dans la réaction inflammatoire induite

par P. gingivalis.
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1. Intérét d’une membrane de PCL fonctionnalisée par BMP-2 et cellules souches

dans la régénération de I’os maxillaire

Publication: Stutz C, Strub M, Clauss F, Huck O, Schulz G, Gegout H, Benkirane-Jessel N,
Bornert F, Kuchler-Bopp S. A New Polycaprolactone-Based Biomembrane Functionalized

with BMP-2 and Stem Cells Improves Maxillary Bone Regeneration. Nanomaterials, 2020.

Résumé :

Afin de remplacer le tissu osseux détruit lors d’une pathologie ou faisant suite a une
extraction dentaire par exemple, il peut étre nécessaire de promouvoir la régénération de 1’os
verticalement et horizontalement. Pour cela, 1’utilisation d’une membrane est indiquée afin
d’isoler le compartiment osseux des tissus mous sus-jacents. Différentes techniques sont
utilisées et font appel a I’utilisation de substituts osseux pouvant étre d’origine humaine,
synthétique ou animale. Ces greffes peuvent étre supplémentées par des facteurs de croissance
ou des substances actives (Sculean et al., 2015). Ces matériaux permettent de reconstituer un
volume osseux suffisant, permettant par la suite le remplacement de la dent absente. C’est
pourquoi, de nombreuses recherches sont conduites dans ce domaine afin de stimuler le
processus de formation osseuse physiologique (Precheur, 2007). Des membranes de PCL
fonctionnalisées par BMP-2 et BMP-2/Ibuproféne ont déja été synthétisées et étudiées au sein
du laboratoire. Ces études avaient déja démontré un effet bénéfique sur la cicatrisation osseuse
des membranes fonctionnalisées en comparaison aux membranes non fonctionnalisées.
Cependant, aucune différence significative n’avait été observée entre les membranes
PCL/BMP-2 et PCL/BMP-2/ibuprofene sur la régénération osseuse maxillaire (Strub et al.,
2018).

Notre stratégie s’appuie sur une technologie d’encapsulation de molécules actives dans
des nanoréservoirs créés par dépositions successives de BMP-2 puis de chitosan a la surface
d’une membrane de PCL. Nous avons ensuite cultivé des CSMs d’origine humaine sur cette

membrane fonctionnalisée. Des études in vitro ont permis de confirmer les propriétés de
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multipotence et de prolifération des CSMs, ainsi que d’évaluer la viabilité de celles-ci sur la
membrane seule ou fonctionnalisée. Ensuite, une étude in vivo a permis de mettre en évidence
I’efficacité¢ de cette membrane seule ou supplémentée en CSMs dans la régénération osseuse
au sein d’un défaut maxillaire chez la souris nude. Des colorations histologiques ainsi que des
reproductions 3D du défaut maxillaire apres implantation de la biomembrane ont permis de
suivre la cicatrisation osseuse 90, 120 et 150 jours apres la chirurgie. Apres 90 jours, un défaut
osseux est encore observé dans les deux conditions étudi¢es. Cependant, la formation osseuse
par apposition a partir des berges de la Iésion est beaucoup plus importante en présence de
CSMs. Apres 120 jours, la Iésion osseuse est presque totalement cicatrisée en présence de
CSMs contrairement a la condition sans CSMs. Finalement, 150 jours aprées la chirurgie le
comblement de la Iésion par de I’os néo formé est total en présence de CSMs. La hauteur
initiale d’os n’est cependant pas rétablie. Pour cela, une étude sur des temps plus longs pourrait
étre envisagée.

Cette étude nous a permis de confirmer I’intérét d’utiliser une membrane composée
d’un polymére mimant la MEC, fonctionnalisée par un facteur de croissance favorisant la
différenciation ostéogénique en présence de CSMs dans la régénération osseuse maxillaire.
Une telle membrane implantable pourrait ainsi permettre un apport localisé et contrdlé de
BMP-2 au niveau de la 1ésion afin de limiter I’apparition d’effets indésirables. De plus, 1I’apport
de CSMs directement au niveau de la Iésion osseuse permet de favoriser et d’accélérer le
processus de régénération osseuse. Les mécanismes de libération de la molécule encapsulée
sont encore peu connus actuellement (Ferrand et al., 2014). Des études complémentaires seront
nécessaires afin d’évaluer la quantité de BMP-2 relarguée ainsi que la durée de disponibilité
de la molécule au niveau de la 1€sion apres implantation. De plus, une étude approfondie portant
sur la qualité¢ de 1’os néoformé sera nécessaire. La qualité de 1’os, comprenant ses aspects
physiologiques et structuraux et le niveau de minéralisation osseuse, constitue un critére de
taille dans le succes d’une chirurgie implantaire (Ivanova et al., 2021). C’est pourquoi, une
¢valuation de la densité osseuse devra étre réalisée afin de déterminer si la qualité du tissu
osseux néoformé est suffisante pour permettre la pose d’un implant. Finalement, cette

membrane de PCL fonctionnalisée par BMP-2 et supplémentée en CSMs pourrait présenter un
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intérét majeur dans la cicatrisation osseuse apres une extraction dentaire, ou en cas de

traumatismes par exemple.
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Abstract: Oral diseases have an impact on the general condition and quality of life of patients. After a
dento-alveolar trauma, a tooth extraction, or, in the case of some genetic skeletal diseases, a maxillary
bone defect, can be observed, leading to the impossibility of placing a dental implant for the restoration
of masticatory function. Recently, bone neoformation was demonstrated after in vivo implantation of
polycaprolactone (PCL) biomembranes functionalized with bone morphogenic protein 2 (BMP-2)
and ibuprofen in a mouse maxillary bone lesion. In the present study, human bone marrow derived
mesenchymal stem cells (hBM-MSCs) were added on BMP-2 functionalized PCL biomembranes
and implanted in a maxillary bone lesion. Viability of hBM-MSCs on the biomembranes has been
observed using the “LIVE/DEAD” viability test and scanning electron microscopy (SEM). Maxillary
bone regeneration was observed for periods ranging from 90 to 150 days after implantation. Various
imaging methods (histology, micro-CT) have demonstrated bone remodeling and filling of the lesion
by neoformed bone tissue. The presence of mesenchymal stem cells and BMP-2 allows the acceleration
of the bone remodeling process. These results are encouraging for the effectiveness and the clinical
use of this new technology combining growth factors and mesenchymal stem cells derived from bone
marrow in a bioresorbable membrane.

Keywords: biomembrane; bone regeneration; nanoreservoirs; smart implant; stem cells

1. Introduction

Several events, such as tooth extraction, and diseases such as periodontitis induce significant
alveolar bone loss [1,2]. Such bone loss could also be induced by life-threatening diseases such as
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cancers or rare bone structural or metabolic diseases characterized by low bone mass or abnormal and
excessive bone remodeling [3]. Management of such bone defects is of tremendous importance as
bone volume and osseous tridimensional configuration influence treatment choice and its complexity.
For instance, dental implant placement requires a remaining alveolar bone of sufficient height and
thickness [4]. Reduced quantity or quality of bone will necessitate bone regeneration, bone grafting
techniques or a guided bone regeneration approach [5]. Current management of bone defects consists
of bone grafting or bone filling with concomitant use of autologous bone and bone substitutes such
as particles or blocks of xenogenic or alloiplastic origin [6]. Barrier membranes associated with bone
substitutes have a key role in the regeneration of underlying bone defects by bioactive contribution [7].
These barrier membranes must fulfill several requirements, such as biocompatibility, occlusivity,
spaciousness, clinical manageability and appropriate integration with the surrounding tissue, but an
ideal membrane has not been established yet for clinical applications [8]. Some authors showed that
guided bone regeneration can be enhanced by integrating growth factors (GFs) or cells [9,10].

Different strategies have already been suggested. Indeed, (i) the use of growth factors [11];
(ii) the use of post-natal stem cells [12] and (iii) the production of a three-dimensional “scaffold”
with controlled architecture [13] have already been evaluated in the context of bone regeneration.
Such strategies are based on the self-repair ability of bone throughout life and on osteoinduction and
osteoconduction [14]. Stem cell therapy is one of the most promising methods for the bone repair
process. It was already demonstrated that mesenchymal stem cells (MSCs) are involved in the biological
processes of bone regeneration. Among the multiple types of MSCs, bone marrow derived MSCs
(BM-MSCs) display several advantages, including high potential for osteoblastic differentiation [15]
and the ability to self-renew [16]. Interestingly, growth factors play an important role in directing MSC
differentiation [17].

Bone morphogenic protein-2 (BMP-2) belongs to the TGF-3 superfamily. These proteins regulate
various biological processes such as organogenesis or tooth and bone development [18]. BMP-2
activates different signaling pathways, like Wnt/@-catenin signaling [19] and the MAPK pathway [20],
leading to osteogenesis. BMP-2 is also approved by the Food and Drug Administration for its
osteoinductive properties and is currently used to improve bone regeneration outcomes [21].

Polycaprolactone (PCL) is one of the most easily synthesized synthetic polymers to handle and
process. It is possible to give it many shapes and to adjust its size very easily due to its viscoelastic
properties as well as its low melting temperature [22] and it is commonly used in the context of
tissue engineering. PCL is biocompatible and mimics the extracellular matrix. This membrane can
be functionalized with active molecules such as drugs or growth factors [23-26]. To protect these
biologically active compounds, nanoreservoir technology has been developed for trapping, protection
and stabilization in implantable biomembranes. These nanoreservoirs allow an active and prolonged
release of drugs, genes or growth factors following contact between the cells and these nanoreservoirs
and allow an active release of the drug [27]. Preliminary studies have demonstrated the efficiency of the
implantation of a PCL biomembrane functionalized with BMP-2 and an anti-inflammatory, ibuprofen,
in the regeneration of maxillary bone in mice [26]. These first observations revealed a large recruitment
of cells on the lesion in the presence of BMP-2 and thus an acceleration of bone regeneration.

The aim of this study was to evaluate the pro-regenerative effects of a biomembrane combining
both BMP-2 and hBM-MSCs’ properties in the context of maxillary bone lesion in an attempt to improve
its regeneration in a spatially controlled delivery.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Polycaprolactone (PCL; MW 124 kDa) clinical grade was purchased from Corbion (Corbion,
Gorinchem, The Netherlands). BMP-2 (200 ng/mL) was acquired from Euromedex (Euromedex,
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Souffelweyersheim, France) and chitosan (Protasan UPCL 113, 500 g/mL) from Novamatrix (Novamatrix,
Sandvika, Norway).

2.2. Preparation of Electrospun Nanofibers and Nanoreservoir Formation

PCL was dissolved in a mixture of dichloromethane/dimethylformamide (DCM/DMF 50/50 v/v) at
15% wt/v and stirred overnight before use. A standard electrospinning set-up (EC-DIG apparatus,
IME Technologies, Eindhoven, The Netherlands) was used to fabricate the PCL scaffolds. The PCL
solution was poured into a 5 mL syringe and ejected through a needle with a diameter of 0.5 mm,
at a flow rate of 1.2 mL/h, with a programmable pump (Harvard apparatus). A high-voltage power
supply (SPELLMAN, SL30P10) was used to set 15 kV at the needle. Aluminum foils (20 x 20 cm?),
connected to the ground collector at a distance of 17 cm from the needle, were used to collect the
electrospun PCL scaffolds, which were dried in a vacuum oven overnight to remove traces of solvent
(Figure 1A). The formation of nanoreservoirs on the nanofibers is based on the electrostatic properties
of the components. Chitosan (500 png/mL) and BMP-2 (200 ng/mL) were diluted in MES buffer (40 mM,
pH 5.5). All rinse solution used was MES buffer (40 mM, pH 5.5). PCL scaffolds were incubated in the
adequate polyelectrolyte or protein solutions for 15 min. Chitosan has a positive charge with a pK,
of 6.5 and BMP-2 solution has a negative charge in the same condition. After each deposition step,
the membranes were rinsed for 15 min with the buffer medium. Repeating this protocol ten times
allowed the construction of (chitosan/BMP-2);, scaffold (Figure 1B).
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Figure 1. (A) Diagram of the electrospinning technique and scanning electron microscopy (SEM)

10X
——

observation of electrospun PCL fibers. (B) Diagram of the nanoreservoir functionalization technique
and SEM observation of PCL fibers functionalized with BMP-2 (PCL/(chitosan/BMP-2)1q, 200 ng/mL).
Arrowheads indicate the nanoreservoirs containing BMP-2 observed with SEM.

2.3. Cell Culture

The hBM-MSCs (Promocell, Heidelberg, Germany) ranging from passage 4 to 6 were grown at
37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO; in ready-to-use Mesenchymal Stem Cell Growth Medium
2 (Promocell, Heidelberg, Germany). The medium was changed every 2-3 days. When cells
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reached sub-confluence, they were harvested with trypsin and sub-cultured on cover glasses,
on non-functionalized PCL and on BMP-2 functionalized PCL membranes in 24-well plates for
7 days. Before cell seeding, scaffolds were treated with 70% ethanol and sterilized by 30 min exposure
to UV light.

2.4. Morphological Characterization of Electrospun Nanofibers

SEM allowed us to characterize the morphological structure of the nanofibers, the nanoreservoirs
on the PCL biomembrane and the morphology of the hBM-MSCs on the scaffolds after 7 days of
culture. Biomembranes were fixed and dehydrated in ethanol baths of increasing concentration (25%,
50%, 75%, 90% and 100%), each for 15 min. They were placed on a specimen holder and fixed with
carbon-conductive adhesive tape. Hexamethyldisilazane (HDMS, ThermoFisher Scientific, Illkirch,
France) was deposited on the samples. The objective was to observe the nanofibrous substructure,
the size and the porosity of the fibers and the distribution and size of the nanoreservoirs using a SEM
microscope (Field Emission Scanning Electron Microscope CSEM-FEG INSPECT 50, FEI, Hillsboro,
OR, USA).

2.5. Viability of Cells

The viability of hBM-MSCs was assessed using a fluorescence-based LIVE/DEAD® assay
(LIVE/DEAD® Cell Imaging Kit, Molecular Probes™, Invitrogen, Villebon-sur-Yvette, France).
Cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS), stained with a solution of calcein AM
reagent and EthD-1 reagent mixed in 2 mL of PBS for 10 min, as recommended by the manufacturer.
Cells were observed with a microscope (Leica DM4000B) equipped for fluorescence.

2.6. Differentiation of the MSCs

2.6.1. Colony Forming Unit Fibroblasts (CFU-f) Test

This test makes it possible to determine the proliferation potential of stem cells by counting the
number of cells capable of generating colonies. Variable concentrations of hBM-MSCs (from 40,000 to
50 cells) were seeded in a 6-well plate. The cells were cultured for 14 days in Mesenchymal Stem Cell
Growth Medium 2 at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO,. The slides were then rinsed with
PBS, fixed with paraformaldehyde (PFA) (4%) for 10 min at 4 °C and stained with hematoxylin-eosin.

2.6.2. Osteocyte Differentiation

Human BM-MSCs were seeded on cover glasses in a 24-well plate at a density of 21,000 cells/cm?
and for 3 days in Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2 until confluence. Differentiation was
then induced by culturing the cells in osteogenic medium consisting of « Minimum Essential Medium
Eagle (MEM), supplemented with glutamine (2 mM), FBS (10%), dexamethasone (10 nM), ascorbic
acid (50 pg/mL) and 3-glycerophosphate (10 mM). After 21 days of culture, the cells were rinsed with
PBS, fixed with ethanol at 70% for 1h at —20 °C and rinsed with distilled water 3 times for 10 min.
An Alizarin Red S staining, specific for calcium deposits, was then performed on the coverslips.

2.6.3. Adipocyte Differentiation

Human BM-MSCs were seeded on cover glasses in a 24-well plate at a density of 21,000 cells/cm?
and cultured in their proliferation medium until confluence. Then, adipocyte differentiation was
induced by 3 cycles of induction/adipocyte maintenance. The cells were first cultured for 3 days in an
induction medium composed of a culture medium supplemented with dexamethasone, indomethacin,
h-insulin, MCGS (Mensenchymal Cell Growth Supplement), IBMX (3-isobutyl-methyl-xanthine),
Ga-1000 (Gentamicin-Amphotericin) and L-glutamine. Then, for the next 3 days, they were cultured
in a maintenance medium consisting of a culture medium supplemented with dexamethasone,
indomethacin, h-insulin, MCGS and Ga-1000. After the 3 cycles, cells were cultured in the maintenance
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medium for 7 days, changed every 2-3 days. After PBS rinsing, cells were fixed in PFA (4%) for 10 min
at 4 °C. Cells were then rinsed with isopropanol (60%) for 1 min, stained with the red oil staining
solution (Oil Red O, 0.5%) for 30 min. A first rinse with isopropanol 60% and 3 rinses with distilled
water were performed. Finally, the coverslips were observed under a microscope to detect lipid vesicles
present in cells.

2.6.4. Chondrocyte Differentiation

Micromasses of 250,000 hBM-MSCs were formed by centrifugation at 1000x g for 5 min.
Chondrocyte differentiation was induced by culturing the micromasses for 21 days in a chondrocyte
medium consisting of xMEM, supplemented with glutamine (2 mM), SVF (10%), dexamethasone
(10 nM), ascorbic acid (50 pg/mL), L-Proline (40 pg/mL) and TGF-f3 (10 ng/mL). After 21 days of
culture, the micromasses were fixed with PFA (4%) for 10 min at 4 °C and embedded in Tissue Tek®
(Sakura, Villeneuve d’Ascq, France). Cryostat sections were stained with Alcian Blue to visualize the
acidic glycosaminoglycans (GAGs) specifically present in the cartilage.

2.7. In Vivo Micro-Surgical Protocol

The experimental protocol fulfilled the authorization of the “Ministere de l'Enseignement Supérieur
et de la Recherche” under the agreement number 01716.02. The Ethics Committee of Strasbourg, named
“Comité Régional d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale de Strasbourg (CREMEAS)”,
specifically approved this study. Under general anesthesia, a maxillary bone lesion was created in the
diastemal area with a dental bur (500 m) after gingival incision in nude mice. On one side, PCL scaffold
functionalized with BMP-2 and supplemented with hBM-MSCs was implanted while, on the other
side, PCL supplemented with hBM-MSCs was implanted. The gingiva over the treated bone defect
was closed with biological glue (Histoacryl®, B. Braun, Rubi, Spain). Three nude mice were used for
each implantation time (90, 120 and 150 days) and the collected samples were treated for histology.

2.8. X-ray Microtomography

Heads were dissected and fixed overnight in PFA at 4 °C and then immobilized in agar in a 15 mL
Falcon tube. X-ray microCT acquisitions were performed using the Nanotom® m system (GE Sensing &
Inspection Technologies GmbH, Wunstorf, Germany). Regarding isotropic spatial resolution, the pixel
size was 8 um and the field size approximately 24.6 mm x 19.2 mm. Data acquisition and volume
reconstructions were performed using Phoenix Datos X 2.0 software (Phoenix X-ray, GE Sensing &
Inspection Technologies GmbH, Wunstorf, Germany).

2.9. Histology

Human BM-MSCs cultured for 7 days on PCL biomembranes were fixed for 10 min with 4%
paraformaldehyde PFA and stained with hematoxylin-eosin (HE). Maxillaries were fixed for 24 h in 4%
PFA, decalcified in Decalcifier II (Leica Microsystems, Nanterre, France) at 37 °C for 2 h under agitation
and embedded in paraffin. Serial sections (10 um) were stained with Gomori trichrome staining and
observed on a Leica DM4000B microscope.

3. Results

3.1. Characterization of the Scaffold

The PCL nanofibrous structure (Figure 1A) and the distribution of BMP-2 nanoreservoirs
(Figure 1B) were characterized by scanning electron microscopy (SEM). The PCL scaffolds obtained
by electrospinning evidenced a non-woven mesh-like structure with a large surface area per volume
ratio (Figure 1A). The fibers were uniform in size and interconnected in order to mimic the natural
extracellular matrix. The diameter of fibers was 975 + 225 nm for the PCL electrospun fibrous membrane.
Ten bilayers of (chitosan/BMP-2) were built on the PCL scaffold. Nanoreservoirs were tightly grafted
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on the surface of the electrospun nanofibers (Figure 1B). The size of the nanoreservoirs indicated by
black arrowheads (Figure 1B) has been estimated at 200 + 40.5 nm.

3.2. Characterization of the Mesenchymal Stem Cells

The self-renewal capacity of the stem cells was proven by the colony forming unit test (CFU)
(Figure 2A). Colonies appeared as concentric “spots” (Figure 2A, arrows) stained with HE. On the
other hand, the multipotency capacity of stem cells derived from human bone marrow was evaluated.
After 21 days of culture in an osteogenic differentiation medium, mineralization nodules developed in
the cytoplasm of the cells, as observed with Alizarin Red S staining (Figure 2B, arrows). After 21 days
of culture in an adipogenic medium, cytoplasmic lipid vacuoles were evidenced by the Oil Red stain
(Figure 2C). Finally, after culturing micromasses of hBM-MSCs (Figure 2D) in a chondrogenic medium
for 21 days, the acidic glycosaminoglycans (GAGs) of the cartilaginous extracellular matrix were
revealed with Alcian Blue (Figure 2D). Altogether, such results confirm the pluripotency of hBM-MSCs.

100um |

Adipogenic Oil Red Chondrogenic = Alcian blue

C e D s

Figure 2. (A) Colony forming unit fibroblasts test (CFU-F): staining with HE of CFU formed after 14 days
in culture. Arrows indicate 2 colonies. (B) Osteogenic differentiation after 21 days in the osteogenic
medium; the differentiated cells produced nodules of mineralization stained with Alizarin Red S
(arrows). (C) Adipocyte differentiation after 21 days in an adipogenic medium. Differentiated cells
produced lipid vacuoles stained with Oil Red O. (D) Chondrocyte differentiation of the micromasses of
hBM-MSCs after 21 days. Alcian Blue visualized the glycosaminoglycans (GAGs) specifically present
in the cartilage.

To evaluate the cytocompatibility of the synthesized PCL biomembranes, hBM-MSCs were
cultured on PCL and PCL-BMP-2. Cell morphology and viability after 7 days were observed after
HE staining (Figure 3A,B), using LIVE/DEAD staining (Figure 3C,D) and with SEM (Figure 3E,F).
In both tested biomembranes, cytocompatibility was very high as only a few dead cells were observed
(Figure 3C,D). The SEM analysis showed that the hBM-MSCs were adherent and spread on the surface
of PCL fibers with several extensions (Figure 3E,F). These results confirmed the absence of cytotoxicity
of the synthesized biomembranes with and without BMP-2.

3.3. Maxillary Bone Regeneration

After drilling of a 500 mm diameter defect (Figure 4), osseous lesions were treated on one side with
PCL/hBM-MSCs and on the other side with PCL/(BMP-2)17/hBM-MSCs. At the same time, controls
with unfunctionalized PCL and PCL/(BMP-2);; were carried out to complete the previously obtained
results for 30 days of implantation [26], for 90 days of implantation [25] and, shown in Supplementary
Figure S1, for 120 days of implantation.
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Figure 3. Biocompatibility of PCL and bioactive scaffold for hBM-MSCs after 7 days of culture. HE
staining (A,B), LIVE/DEAD viability test (C,D) and SEM observation (E,F). PCL and BMP-2 were not
toxic to hBM-MSCs.

Figure 4. Observation of maxillary bone lesion after 3D reconstruction (A) of X-ray microtomography
images (B) and after histological staining with Gomori trichrome staining (C).

After 90, 120 and 150 days of implantation, the samples were analyzed by ex vivo micro-CT
and histology. In the presence of hBM-MSCs and the presence or not of BMP-2, the lesion was not
completely closed after 90 days of implantation (Figure 5). On the other hand, there was more bone
remodeling and neoformed bone when the implanted scaffold was functionalized with BMP-2 and
hBM-MSCs. In the presence of BMP-2 and hBM-MSCs, the lesion was four times more closed than
in the presence of hBM-MSCs alone. The delineation between the native maxillary bone and the
neoformed bone matrix was visible and Gomori trichrome staining showed the presence of cells in
the bone defect (Figure 5E,F). After 120 days of implantation (Figure 6), the lesion was almost closed
on the side where a membrane functionalized with BMP-2 and supplemented with hBM-MSCs was
implanted (Figure 6E). On the non-functionalized side with the cells, bone remodeling was shown;
however, the lesion was not completely closed. After 120 days, the efficacy of PCL-BMP-2 versus
untreated PCL’s efficacy on bone remodeling was also tested. Micro-CT and histology results have
shown that the presence of BMP-2 accelerates the regeneration of maxillary bone (Supplementary
Figure S1). Histological staining showed bone remodeling and filling of the bone defect (Figure 6F).
After 150 days of implantation, bone regeneration seemed to be more advanced in the presence of a
membrane functionalized with BMP-2 and hBM-MSCs; however, bone remodeling was not complete
in either case. Indeed, the thickness of the newly formed bone is not equivalent to the thickness of the
initial bone (Figure 7).
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Figure 5. Observation of bone regeneration of the maxillary bone after 90 days of implantation of a PCL
membrane functionalized with BMP-2 (A-C,E) and non-functionalized (A,B,D,F) with hBM-MSCs.
A 3D reconstruction (A) of frontal (B) and sagittal (C,D) sections of X-ray microtomography and Gomori
trichrome staining (E,F).

PCL/(BMP-2)10/MSCs+120d PCL/MSCs+120d
,{

Figure 6. Observation of bone regeneration of the maxillary bone after 120 days of implantation of a
PCL membrane functionalized with BMP-2 (A-C,E) and non-functionalized (A,B,D,F) with hBM-MSCs.
A 3D reconstruction (A) of frontal (B) and sagittal (C,D) sections of X-ray microtomography and Gomori
trichrome staining (E,F).
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PCL/(BMP-2)10/MSCs+150d PCL/MSCs+150d

Micro-CT

Figure 7. Observation of bone regeneration of the maxillary bone 150 days after implantation of a
PCL membrane functionalized with BMP-2 (A,B,D) and non-functionalized (A,C,E) with hBM-MSCs.
A 3D reconstruction (A) of frontal and sagittal sections of X-ray microtomography and after microtome
cutting and Gomori trichrome staining (B-E).

4. Discussion

In this study, we demonstrated the favorable pro-regenerative properties of a PCL biomembrane
functionalized with BMP-2 and hBM-MSCs. The placement of such a biomembrane in the bone defect
improved significantly the healing rate in comparison with untreated cases and PCL membrane alone,
emphasizing its putative clinical interest for the management of maxillary bone defects.

The nanofibrous PCL scaffold, synthesized using the electrospinning method, is an ideal
material for bone tissue engineering due to its strength, slow degradation, biocompatibility and
biodegradability [28]. It was already established that such biomaterial enhances the expression
of the osteoblast phenotype and promotes mineralization; indeed, cells on the nanofibrous
scaffold expressed more bone sialoprotein (BSP), which plays a prominent role in the initiation
of mineralization [29]. The PCL 3D scaffold shows excellent osseointegration of the membrane into the
bone defect [30]. Nevertheless, the functionalization of this biomembrane with the nanoreservoirs
allows the encapsulation of a controlled amount of drugs, peptides or other active compounds [27].
This technology is therefore considered interesting to deliver active molecules of therapeutic interest
at the pathological site in spatial and time-controlled manners [31]. Regarding the use of BMP-2,
Liu et al. [32] demonstrated that a slow release of this growth factor from a scaffold enhances
osteoinductivity, highlighting the importance of the rate of release. In our study, the use of PCL
that has a slow degradation rate is appropriate to the requested slow release of BMP-2 during bone
healing. Nanoreservoirs technique allows also the use of a small and controlled amount of BMP-2.
This reduced quantity, as well as the spatial control of the compound delivery, may decrease the risk of
side effects that can be induced by a high dose of BMP-2, such as ectopic bone formation, inflammatory
complication or tumor formation [21,33].

Other studies have evaluated the value of PCL and BMP-2 in bone regeneration. Kim et al. [34]
observed that the release of BMP-2 from their PCL-based scaffold resulted in a remarkable increase
in new bone formation. Lee et al. [35] and Yun et al. [36] have shown that the release of BMP-2
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leads to an increase in alkaline phosphatase (ALP) activity, ALP being an early osteogenic marker.
The release of BMP-2 by their PCL scaffold promotes the differentiation of cells into bone lineage cells.
Thus, the association of PCL with BMP-2 has already demonstrated its effectiveness in terms of bone
regeneration efficiency.

Mesenchymal stem cells (MSCs) have a self-renewal capacity and can be differentiated into
osteogenic, chondrogenic, adipogenic and other lineages. These cells can be isolated and identified
from many tissues such as adipose tissue, dermal tissue, intervertebral disc and also bone marrow
or dental tissues [37]. The use of MSCs has been an interesting strategy in tissue regeneration for
several decades. The differentiation of MSCs is crucial for bone regeneration. Indeed, stem cells
respond to local biologic and mechanical environments and differentiate into any cellular component
needed [38]. Bone marrow-derived MSCs (BM-MSCs) present many advantages for bone healing: they
are particularly easy to isolate, their default pathway results in production in cells of the bone lineage,
and there is a lack of ethical controversy associated with their use [39]. Physiologically, chemoattractant
molecules released at the bone defect play an essential role in MSC attraction. MSCs are also able
to regulate the immune response, which is an asset for bone regeneration. MSCs’ paracrine signals
promote angiogenesis by activating MEK/MAPK and PI3K/AKT pathways, leading to changes in the
bone tissue microenvironment and thus benefits for osteogenesis [40]. Studies using only unscaffolded
MSCs are rare; however, Mashimo et al. [39] suggested that transplantation of BM-MSCs directly in
tooth extraction sockets accelerates bone healing.

The differentiation of MSCs can be controlled by the addition of some growth factors such as
BMP-2 [41]. BMP-2 induces Runx2 expression, thus promoting osteogenic differentiation [42]. BMP-2
presents interest for the initiation of bone healing [43]; thus, the supply of BMP-2 directly into the
bone defect makes it possible to quickly initiate the process of bone regeneration. Different carrier
technologies are developed to deliver BMP-2 and MSCs directly in the defect. Different materials are
available, such as alginate hydrogel [44], resorbable calcium-based scaffolds [45] or chitosan-alginate
composite [46]. The release of BMP-2 directly into the lesion and the delivery of stem cells to the
site quickly allows the initiation of the bone regeneration process. Moreover, in addition to allowing
localized administration of BMP-2 and MSCs, the PCL scaffold promotes bone healing due to its
physical properties discussed above. Stem cell viability on functionalized PCL membranes after 7 days
was observed using the LIVE/DEAD test, and cell morphology and cell adhesion were observed at the
SEM on PCL and PCL/BMP-2 scaffolds. Functionalization with BMP-2 did not result in any changes
in viability and cell adhesion, so PCL membranes functionalized with BMP-2 are non-toxic for the
cells. Membranes functionalized only with BMP-2 have already shown their effectiveness in previous
studies [25]. BMP-2 plays a key role in the regeneration of the maxillary bone: a remarkable difference
is observed when this growth factor is present. The cells are recruited in the lesion and differentiate
into cells of the bone line, allowing faster regeneration of the bone tissue [25].

Therefore, the objective of this study was to highlight the possibility of supplementing the
implants with human mesenchymal stem cells derived from bone marrow. Both conditions were
tested in the same animal in order to be free from inter-individual variability. On one side, a PCL
membrane functionalized with BMP-2 supplemented with hBM-MSCs was implanted, and on the
other side, a non-functionalized membrane supplemented with hBM-MSCs was implanted for 90,
120 and 150 days. At each time point, the bone defect was further filled by neoformed bone tissue
in the presence of stem cells on the membrane functionalized with BMP-2. We found that, 150 days
after surgery, the use of a PCL membrane functionalized with BMP-2 and hBM-MSCs showed real
effectiveness on bone remodeling and kinetic of bone regeneration at the level of the lesion compared
to the non-functionalized membrane with stem cells. The functionalized implant with hBM-MSCs
regenerated bone tissue of satisfactory thickness.

The micro-CT allows us to characterize the filling of the lesion at several time points; however,
this technique does not bring any information concerning the quality of the neoformed bone tissue.
Indeed, the lesion is completely filled 150 days after the surgery; however, additional biomechanical
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tests should be conducted to ensure that the newly formed tissue is as hard and resistant as the
original bone. Bone mineral density could be measured by two-photon X-ray absorptiometry (bone
densitometry), for example [47]. In addition, Raman spectroscopy could provide information on the
level of hydroxyapatite and collagen in bone tissue [48]. The mouse is the most relevant animal model
for this study; indeed, mice are particularly interesting in this field of research because of the possibility
to generate genetic mutations, the availability of clinically relevant disease models, short breeding
cycles, low costs and fast regeneration [49]. The mouse model used for this project was the nude
mouse; indeed, this athymic mouse allows us to implant human cells in a mouse without having
immune reactions leading to rejection. The maxillary bone defect is a good model for orofacial bone
regeneration. This model can be used in the study of abnormalities related to tooth eruption or in the
study of bone regeneration in periodontitis. These results should be completed in order to define the
significance of the effectiveness of this device and the molecular mechanisms involved. The design of
a scaffold for active release of BMP-2 supplemented with mesenchymal stem cells appears to hold
promise in the field of regenerative medicine.

5. Conclusions

Bioactive scaffold appears as a promising approach aiming to enhance bone regeneration.
The combination of a synthetic PCL scaffold functionalized with BMP-2 and hBM-MSCs allows
faster bone regeneration. This sophisticated implant could be a beneficial candidate for maxillary
bone regeneration.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2079-4991/10/9/1774/s1.
Figure S1. Observation of bone regeneration of the maxillary bone 120 days after implantation of a PCL membrane
functionalized with BMP-2 (A, B, C, E) and non-functionalized PCL membrane (A, B, D, F). A 3D reconstruction
(A) of frontal (B) and sagittal (C, D) sections of X-ray microtomography and Gomori trichrome staining (E, F).

Author Contributions: All authors contributed extensively to the work presented in this paper. S.K.-B. conceived
and designed the experiments and wrote the manuscript; C.S. and M.S. performed the experiments, analyzed the
data and wrote the manuscript; F.B. analyzed the data, wrote and reviewed the manuscript; FE.C., O.H. and N.B.-J.
wrote and reviewed the manuscript; G.S. achieved micro-CT images; H.G. achieved histological sections. All
authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: The authors thank the “Fondation des Gueules Cassées” for their financial support.

Acknowledgments: The authors thank Valérie DEMAIS for the SEM observations. This work was funded by
the INSERM.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Aratjo, M.G,; Silva, C.O.; Misawa, M.; Sukekava, F. Alveolar socket healing: What can we learn?
Periodontol. 2000 2015, 68, 122-134. [CrossRef] [PubMed]

2. Hajishengallis, G. The inflammophilic character of the periodontitis-associated microbiota. Mol. Oral
Microbiol. 2014, 29, 248-257. [CrossRef] [PubMed]

3. Tonelli, P; Duvina, M.; Barbato, L.; Biondi, E.; Nuti, N.; Brancato, L.; Rose, G.D. Bone regeneration in dentistry.
Clin. Cases Miner. Bone Metab. 2011, 8, 24-28. [PubMed]

4. Mittal, Y.; Jindal, G.; Garg, S. Bone manipulation procedures in dental implants. Indian J. Dent. 2016, 7, 86.
[CrossRef]

5. Clementini, M.; Morlupi, A.; Canullo, L.; Agrestini, C.; Barlattani, A. Success rate of dental implants
inserted in horizontal and vertical guided bone regenerated areas: A systematic review. Int. . Clin. Oral
Maxillofac. Surg. 2012, 41, 847-852. [CrossRef] [PubMed]

6.  Kumar, P; Fathima, G.; Vinitha, B. Bone grafts in dentistry. |. Pharm. Bioallied Sci. 2013, 5, 125. [CrossRef]

7. Elgali, I; Omar, O.; Dahlin, C.; Thomsen, P. Guided bone regeneration: Materials and biological mechanisms
revisited. Eur. J. Oral Sci. 2017, 125, 315-337. [CrossRef]

8. Rakhmatia, Y.D.; Ayukawa, Y,; Furuhashi, A.; Koyano, K. Current barrier membranes: Titanium mesh and other
membranes for guided bone regeneration in dental applications. J. Prosthodont. Res. 2013, 57, 3-14. [CrossRef]


http://www.mdpi.com/2079-4991/10/9/1774/s1
http://dx.doi.org/10.1111/prd.12082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25867983
http://dx.doi.org/10.1111/omi.12065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24976068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22461825
http://dx.doi.org/10.4103/0975-962X.184650
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijom.2012.03.016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22542079
http://dx.doi.org/10.4103/0975-7406.113312
http://dx.doi.org/10.1111/eos.12364
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpor.2012.12.001

Nanomaterials 2020, 10, 1774 12 of 13

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Omar, O,; Elgali, I; Dahlin, C.; Thomsen, P. Barrier membranes: More than the barrier effect? J. Clin. Periodontol.
2019, 46, 103-123. [CrossRef]

Caballé-Serrano, J.; Abdeslam-Mohamed, Y.; Munar-Frau, A.; Fujioka-Kobayashi, M.; Hernandez-Alfaro, F.;
Miron, R. Adsorption and release kinetics of growth factors on barrier membranes for guided tissue/bone
regeneration: A systematic review. Arch. Oral Biol. 2019, 100, 57-68. [CrossRef]

De Witte, T.-M.; Fratila-Apachitei, L.E.; Zadpoor, A.A.; Peppas, N.A. Bone tissue engineering via growth
factor delivery: From scaffolds to complex matrices. Regen. Biomater. 2018, 5, 197-211. [CrossRef] [PubMed]
Walmsley, G.G.; Ransom, R.C.; Zielins, E.R.; Leavitt, T.; Flacco, ].S.; Hu, M.S.; Lee, A.S.; Longaker, M.T,;
Wan, D.C. Stem Cells in Bone Regeneration. Stem Cell Rev. Rep. 2016, 12, 524-529. [CrossRef] [PubMed]
Polo-Corrales, L.; Latorre-Esteves, M.; Ramirez-Vick, J.E. Scaffold Design for Bone Regeneration.
J. Nanosci. Nanotech. 2014, 14, 15-56. [CrossRef]

Albrektsson, T.; Johansson, C. Osteoinduction, osteoconduction and osseointegration. Eur. Spine J. 2001, 10,
S596-5101. [CrossRef]

Oryan, A.; Kamali, A.; Moshiri, A.; Baghaban Eslaminejad, M. Role of Mesenchymal Stem Cells in Bone
Regenerative Medicine: What Is the Evidence? Cells Tissues Organs 2017, 204, 59-83. [CrossRef]

Shenghui, H.; Nakada, D.; Morrison, S.J. Mechanisms of Stem Cell Self-Renewal. Annu. Rev. Cell Dev. Biol.
2009, 25, 377-406. [CrossRef]

Han, Y,; Li, X.; Zhang, Y.; Han, Y.; Chang, F.; Ding, ]. Mesenchymal Stem Cells for Regenerative Medicine.
Cells 2019, 8, 886. [CrossRef]

Ou, M.; Zhao, Y.; Zhang, F; Huang, X. Bmp2 and Bmp4 accelerate alveolar bone development.
Connect. Tissue Res. 2015, 56, 204-211. [CrossRef]

Bain, G.; Miiller, T.; Wang, X.; Papkoff, ]. Activated f-catenin induces osteoblast differentiation of C3H10T1/2
cells and participates in BMP2 mediated signal transduction. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003, 301,
84-91. [CrossRef]

Yang, H.; Guo, Y.; Wang, D.; Yang, X.; Ha, C. Effect of TAK1 on osteogenic differentiation of mesenchymal
stem cells by regulating BMP-2 via Wnt/3-catenin and MAPK pathway. Organogenesis 2018, 14, 36—45.
[CrossRef] [PubMed]

James, A.W.; LaChaud, G.; Shen, ].; Asatrian, G.; Nguyen, V.; Zhang, X.; Ting, K.; Soo, C. A Review of the
Clinical Side Effects of Bone Morphogenetic Protein-2. Tissue Eng. Part. B Rev. 2016, 22, 284-297. [CrossRef]
Mondal, D.; Griffith, M.; Venkatraman, S.S. Polycaprolactone-based biomaterials for tissue engineering and drug
delivery: Current scenario and challenges. Int. |. Polym. Mater. Polym. Biomater. 2016, 65, 255-265. [CrossRef]
Eap, S.; Bécavin, T.; Keller, L.; Kokten, T.; Fioretti, F,; Weickert, J.-L.; Deveaux, E.; Benkirane-Jessel, N.;
Kuchler-Bopp, S. Nanofibers Implant Functionalized by Neural Growth Factor as a Strategy to Innervate a
Bioengineered Tooth. Adv. Healthc. Mater. 2014, 3, 386-391. [CrossRef] [PubMed]

Kuchler-Bopp, S.; Larrea, A.; Petry, L.; Idoux-Gillet, Y.; Sebastian, V.; Ferrandon, A.; Schwinté, P.; Arruebo, M.;
Benkirane-Jessel, N. Promoting bioengineered tooth innervation using nanostructured and hybrid scaffolds.
Acta Biomater. 2017, 50, 493-501. [CrossRef] [PubMed]

Batool, F; Strub, M.; Petit, C.; Bugueno, I; Bornert, F; Clauss, F; Huck, O.; Kuchler-Bopp, S.;
Benkirane-Jessel, N. Periodontal Tissues, Maxillary Jaw Bone, and Tooth Regeneration Approaches: From
Animal Models Analyses to Clinical Applications. Nanomaterials 2018, 8, 337. [CrossRef] [PubMed]

Strub, M.; Van Bellinghen, X.; Fioretti, F.; Bornert, F.; Benkirane-Jessel, N.; Idoux-Gillet, Y.; Kuchler-Bopp, S.;
Clauss, F. Maxillary Bone Regeneration Based on Nanoreservoirs Functionalized ¢ -Polycaprolactone
Biomembranes in a Mouse Model of Jaw Bone Lesion. Biomed. Res. Int. 2018, 2018, 1-12. [CrossRef]
Mendoza-Palomares, C.; Ferrand, A.; Facca, S.; Fioretti, F,; Ladam, G.; Kuchler-Bopp, S.; Regnier, T,;
Mainard, D.; Benkirane-Jessel, N. Smart Hybrid Materials Equipped by Nanoreservoirs of Therapeutics.
ACS Nano 2012, 6, 483-490. [CrossRef] [PubMed]

Beachley, V.; Wen, X. Polymer nanofibrous structures: Fabrication, biofunctionalization, and cell interactions.
Prog. Polym. Sci. 2010, 35, 868-892. [CrossRef]

Woo, K.M.; Jun, J.-H.; Chen, V].; Seo, J.; Baek, J.-H.; Ryoo, H.-M.; Kim, G.-S.; Somerman, M.].; Ma, P.X.
Nano-fibrous scaffolding promotes osteoblast differentiation and biomineralization. Biomaterials 2007, 28,
335-343. [CrossRef]


http://dx.doi.org/10.1111/jcpe.13068
http://dx.doi.org/10.1016/j.archoralbio.2019.02.006
http://dx.doi.org/10.1093/rb/rby013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30094059
http://dx.doi.org/10.1007/s12015-016-9665-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27250635
http://dx.doi.org/10.1166/jnn.2014.9127
http://dx.doi.org/10.1007/s005860100282
http://dx.doi.org/10.1159/000469704
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.cellbio.042308.113248
http://dx.doi.org/10.3390/cells8080886
http://dx.doi.org/10.3109/03008207.2014.996701
http://dx.doi.org/10.1016/S0006-291X(02)02951-0
http://dx.doi.org/10.1080/15476278.2018.1455010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29913119
http://dx.doi.org/10.1089/ten.teb.2015.0357
http://dx.doi.org/10.1080/00914037.2015.1103241
http://dx.doi.org/10.1002/adhm.201300281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24124118
http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2017.01.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28057509
http://dx.doi.org/10.3390/nano8050337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29772691
http://dx.doi.org/10.1155/2018/7380389
http://dx.doi.org/10.1021/nn203817t
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22176534
http://dx.doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2010.03.003
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2006.06.013

Nanomaterials 2020, 10, 1774 13 of 13

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Eap, S.; Morand, D.; Clauss, F.; Huck, O.; Stoltz, J.-F,; Lutz, J.-C.; Gottenberg, J.-E.; Benkirane-Jessel, N.;
Keller, L.; Fioretti, F. Nanostructured thick 3D nanofibrous scaffold can induce bone. Biomed. Mater. Eng.
2015, 25, 79-85. [CrossRef]

Ferrand, A.; Eap, S.; Richert, L.; Lemoine, S.; Kalaskar, D.; Demoustier-Champagne, S.; Atmani, H.; Mély, Y.;
Fioretti, F; Schlatter, G.; et al. Osteogenetic Properties of Electrospun Nanofibrous PCL Scaffolds Equipped with
Chitosan-Based Nanoreservoirs of Growth Factors. Macromol. Biosci. 2014, 14, 45-55. [CrossRef] [PubMed]

Liu, T.; Zheng, Y.; Wu, G.; Wismeijer, D.; Pathak, J.L.; Liu, Y. BMP2-coprecipitated calcium phosphate granules
enhance osteoinductivity of deproteinized bovine bone, and bone formation during critical-sized bone defect
healing. Sci. Rep. 2017, 7, 41800. [CrossRef]

Siddiqui, N.; Asawa, S.; Birru, B.; Baadhe, R.; Rao, S. PCL-Based Composite Scaffold Matrices for Tissue
Engineering Applications. Mol. Biotechnol. 2018, 60, 506-532. [CrossRef] [PubMed]

Kim, B.-R.; Nguyen, T.B.L.; Min, Y.-K.; Lee, B.-T. In Vitro and In Vivo Studies of BMP-2-Loaded
PCL—-Gelatin-BCP Electrospun Scaffolds. Tissue Eng. Part A 2014, 20, 3279-3289. [CrossRef] [PubMed]

Lee, J.; Lim, H.; Ahn, J.; Jang, D.; Lee, S.; Park, K.; Kim, S. Design of a 3D BMP-2-Delivering Tannylated PCL
Scaffold and Its Anti-Oxidant, Anti-Inflammatory, and Osteogenic Effects In Vitro. IJMS 2018, 19, 3602. [CrossRef]
Yun, Y.-P; Lee, ].Y,; Jeong, W.J.; Park, K.; Kim, H.-].; Song, J.-J.; Kim, S.E.; Song, H.-R. Improving Osteogenesis
Activity on BMP-2-Immobilized PCL Fibers Modified by the y-Ray Irradiation Technique. Biomed. Res. Int.
2015, 2015, 1-10. [CrossRef]

Li, Z.; Hu, X.; Zhong, ].F. Mesenchymal Stem Cells: Characteristics, Function, and Application. Stem Cells Int.
2019, 2019, 1-2. [CrossRef]

Kraus, K.H.; Kirker-Head, C. Mesenchymal Stem Cells and Bone Regeneration. Vet. Surg. 2006, 35, 232-242.
[CrossRef]

Mashimo, T.; Sato, Y.; Akita, D.; Toriumi, T.; Namaki, S.; Matsuzaki, Y.; Yonehara, Y.; Honda, M. Bone
marrow-derived mesenchymal stem cells enhance bone marrow regeneration in dental extraction sockets.
J. Oral Sci. 2019, 61, 284-293. [CrossRef]

Shao, J.; Zhang, W.; Yang, T. Using mesenchymal stem cells as a therapy for bone regeneration and repairing.
Biol. Res. 2015, 48, 62. [CrossRef]

Knight, M.N.; Hankenson, K.D. Mesenchymal Stem Cells in Bone Regeneration. Adv. Wound Care 2013, 2,
306-316. [CrossRef] [PubMed]

Zhou, N,; Li, Q; Lin, X,; Hu, N,; Liao, J.-Y,; Lin, L.-B.; Zhao, C.; Hu, Z.-M.; Liang, X.; Xu, W.; et al. BMP2
induces chondrogenic differentiation, osteogenic differentiation and endochondral ossification in stem cells.
Cell Tissue Res. 2016, 366, 101-111. [CrossRef] [PubMed]

Tsuji, K.; Bandyopadhyay, A.; Harfe, B.D.; Cox, K.; Kakar, S.; Gerstenfeld, L.; Einhorn, T.; Tabin, C.].; Rosen, V.
BMP2 activity, although dispensable for bone formation, is required for the initiation of fracture healing.
Nat. Genet. 2006, 38, 1424-1429. [CrossRef] [PubMed]

Ho, S.S.; Vollmer, N.L.; Refaat, M.L; Jeon, O.; Alsberg, E.; Lee, M. A.; Leach, ] K. Bone Morphogenetic Protein-2
Promotes Human Mesenchymal Stem Cell Survival and Resultant Bone Formation When Entrapped in
Photocrosslinked Alginate Hydrogels. Adv. Healthc. Mater. 2016, 5, 2501-2509. [CrossRef]

Decambron, A.; Fournet, A.; Bensidhoum, M.; Manassero, M.; Sailhan, E; Petite, H.; Logeart-Avramoglou, D.;
Viateau, V. Low-dose BMP-2 and MSC dual delivery onto coral scaffold for critical-size bone defect
regeneration in sheep. J. Orthop. Res. 2017, 35, 2637-2645. [CrossRef]

Park, D.-J.; Choi, B.-H.; Zhu, S.-].; Huh, J.-Y,; Kim, B.-Y;; Lee, S.-H. Injectable bone using chitosan-alginate
gel/mesenchymal stem cells/BMP-2 composites. J. Craniomaxillofac. Surg. 2005, 33, 50-54. [CrossRef]
Chappard, C. Méthodes d’évaluation de la microarchitecture de I'os trabéculaire humain. Med. Sci. (Paris)
2012, 28, 1111-1115. [CrossRef]

Chikhani, M.; Wuhrer, R.; Green, H. Optimization of Sample Preparation processes of Bone Material for
Raman Spectroscopy. J. Forensic Sci. 2018, 63, 1809-1812. [CrossRef]

Haffner-Luntzer, M.; Kovtun, A.; Rapp, A.E.; Ignatius, A. Mouse Models in Bone Fracture Healing Research.
Curr. Mol. Bio Rep. 2016, 2, 101-111. [CrossRef]

® © 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


http://dx.doi.org/10.3233/BME-141248
http://dx.doi.org/10.1002/mabi.201300283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23956214
http://dx.doi.org/10.1038/srep41800
http://dx.doi.org/10.1007/s12033-018-0084-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29761314
http://dx.doi.org/10.1089/ten.tea.2014.0081
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24935525
http://dx.doi.org/10.3390/ijms19113602
http://dx.doi.org/10.1155/2015/302820
http://dx.doi.org/10.1155/2019/8106818
http://dx.doi.org/10.1111/j.1532-950X.2006.00142.x
http://dx.doi.org/10.2334/josnusd.18-0143
http://dx.doi.org/10.1186/s40659-015-0053-4
http://dx.doi.org/10.1089/wound.2012.0420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24527352
http://dx.doi.org/10.1007/s00441-016-2403-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27083447
http://dx.doi.org/10.1038/ng1916
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17099713
http://dx.doi.org/10.1002/adhm.201600461
http://dx.doi.org/10.1002/jor.23577
http://dx.doi.org/10.1016/j.jcms.2004.05.011
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20122812022
http://dx.doi.org/10.1111/1556-4029.13782
http://dx.doi.org/10.1007/s40610-016-0037-3
http://creativecommons.org/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

2. Implication de Gremlin 1 dans les parodontites

Résumé :

Apres avoir étudié les propriétés pro-régénératives de la BMP-2 dans un défaut osseux
maxillaire, nous avons cherché a identifier le role de son antagoniste Greml dans le
développement des parodontites. Grem1 est impliqué dans de nombreuses pathologies rénales,
pulmonaires, hépatiques ou encore dans I’arthrose. Il empéche la liaison des BMPs, dont BMP-
2, a leurs récepteurs inhibant ainsi leurs effets (Wordinger et al., 2008). De plus, Grem1 aurait
¢galement la capacité d’interagir avec d’autres récepteurs et voies de signalisation
indépendamment des BMPs (Church et al., 2017). Il a ¢galement été démontré que Greml
possede un role pro inflammatoire, c’est pourquoi nous nous sommes intéressés a sa potentielle
implication dans le processus inflammatoire induit par la parodontite (Qu et al., 2020).

Tout d’abord, nous avons étudié¢ I’expression de Grem1 et de BMP-2 dans un mode¢le
murin d’abces induit par une injection sous-cutanée de P. gingivalis. Une augmentation de
Grem1 au niveau des tissus mous est observée apres induction de 1’abees. Nous avons ensuite
comparé¢ I’expression de Grem1 et de BMP-2 dans des tissus gingivaux issus de patients sains
et de patients atteints d’une parodontite. Les résultats obtenus ont mis en évidence une
augmentation significative de I’expression de Greml et de BMP-2 dans les tissus atteints.
Finalement, 1’expression de Greml, BMP-2 et IL-1B a été comparée sur différents types
cellulaires infectés ou non par P. gingivalis. Une augmentation de 1’expression d’IL-1[3 et de
BMP-2 a été observée apres infection des cellules épithéliales orales, des fibroblastes
gingivaux et des ostéoblastes. Cependant, Grem1 est quant a lui surexprimé uniquement dans
les kératinocytes, contrairement aux fibroblastes ot son expression est diminuée apres infection
par P. gingivalis.

Cette ¢tude nous a permis de démontrer que 1’expression de Grem1 est modulée par P.
gingivalis. Des ¢études complémentaires seront nécessaires afin de préciser le role de Grem1

dans les parodontites et la réponse inflammatoire associée.
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Introduction

Periodontitis is an infectious chronic inflammatory disease of tooth-supporting tissues
including gingival tissues and alveolar bone (Zhang et al., 2017). Periodontitis is characterized
by clinical attachment loss. The primary treatment consists of scaling, root planing, and
periodontal surgery (Ouchi and Nakagawa, 2020). This is an inflammatory process that has
specific and non-specific etiological factors including the microbiota (Helmi et al., 2019).
Porphyromonas gingivalis is a Gram-negative, anaerobic bacteria, member of more than 500
bacterial species community within the oral cavity and is a major cause of chronic periodontitis
(How et al., 2016; Mysak et al., 2014). P. gingivalis produces virulence factors that could cause
tissue destruction on their own or act through other inflammatory mediators (Hajishengallis,
2014).

Bone morphogenic protein belongs to transforming growth factor-f (TGF-p) signaling family
(Lane, 2005). BMP-2 is notably involved in upregulation of osteogenic gene expression, such
as Runx2 and Alp. BMP-2 acts as a stimulator of bone formation and leads to an up-regulation
of OPG expression in osteoblasts (Sun et al., 2015). BMP-2 has shown an interest in the
treatment of fibrous dysplasia (Um et al., 2018), and in alveolar bone healing (Stutz et al.,
2020b) or in bone regeneration after bone fracture (Khosla et al., 2008). BMP-2 could also play
a role in the inflammatory process, notably by modulating the expression of adhesion
molecules. It is also involved in the recruitment of monocytes by chemotaxis (Wu and
Hatzopoulos, 2019). Nevertheless, BMP signaling is regulated by many effectors, notably
Gremlinl (Grem1) and Noggin whose expression can be modulated (Yu et al., 2017).

Greml is an extracellular antagonist of BMPs belonging to the DAN (differential screening
selected gene abberative in neuroblastoma) family of secreted BMP antagonists. Greml
activates nuclear factor-kB (NF-xB) signaling, leading to subsequent induction of catabolic
and inflammatory factors, including MMP proteins, inducible nitric oxide synthase (iNOS),
IL-1B and TNF-a. Moreover, the downregulation of Greml leads to an inhibition of the
activation of TGF-f signaling pathway, which results in the regulation of the inflammatory

response (Qu et al., 2020). Therefore, Grem1 could modulate the inflammatory response, but
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it also has a key role in skeletal development and bone homeostasis. Indeed, Grem1 knockout
mice are not viable after birth (Ghuman et al., 2019). However, deletion of Grem1 after birth
leads to increased bone formation and osteoblastic activity (Gazzerro et al., 2007). Grem1 is
expressed in gingival fibroblasts and leads to a decrease in osteoblastic differentiation induced
by BMP-2 (Ghuman et al., 2019). Furthermore, Grem1 plays a role in the regulation of the
inflammatory process mediated by the NF-kB signaling pathway in periodontitis (Guan et al.,

2022).

The aim of this study was to test the hypothesis that Greml is involved in the inflammatory
process induced by periodontitis. Our specific objectives were to identify in vivo the
involvement of Greml in a mouse model of abscess induced by P. gingivalis. In addition, we
studied ex vivo the modulation of Grem1 and BMP-2 genes in healthy patients and in patients
with periodontitis. We also studied in vitro the variations of Grem1 expression in oral epithelial

cells, gingival fibroblasts and osteoblasts after inflammation caused by P. gingivalis infection.
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Materials and Methods

Cell culture

Human oral epithelial cells (EC) (TERT-2 OKF-6, BWH Cell Culture and Microscopy Core,
Boston, MA, USA) were cultured in Keratinocyte-SFM medium (Life Technologies, Saint-
Aubin, France). To avoid contamination, 100 units/mL of penicillin and 100 pg/mL of
streptomycin (PromoCell, Heildelberg, Germany) were added to all cell media. Primary
gingival fibroblasts (FB) were purchased from American Type Culture Collection (ATCC)
(Manassas, VA, US) and cultured in DMEM GlutaMAX™ supplemented with 10% fetal
bovine serum (Life Technologies), fungizone and antibiotics. Primary human osteoblasts (OB)
(Promocell, Heidelberg, Germany) were cultured in Osteoblast Growth Medium with
Osteoblast Growth Medium SupplementMix (Promocell, Heidelberg, Germany). Cells were
incubated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO> and media were changed each

3 days.

Bacterial culture and infection

The P. gingivalis strain ATCC 33277 was purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Bacterial culture was performed at 37 °C under strict
anaerobic conditions in Brain-Heart Infusion medium supplemented with hemin (5 pg/ml) and
menadione (1 pg/ml) (Sigma-Aldrich). Twenty-four hours before the experiment,
2x10° epithelial cells or 2x10* gingival fibroblasts were plated in each well of a 24-well plate
and 5x10* osteoblasts were plated in each well of a 12-well plate. At the day of the experiment,
cells were washed twice with PBS and infected for 24 h with P. gingivalis at a multiplicity of

infection (MOI) of 100 bacteria/cell.
Patient sample treatment

During periodontal surgery, biopsies of periodontal tissues were collected and preserved in

RNAIlater™ Stabilization Solution (Thermofisher Scientific) at 4°C. Tissues were spin quickly
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on tissue paper, and then tissues were crushed with needle in TRIzol™ Reagent (Thermofisher

Scientific) for 8min at room temperature.

P. gingivalis-induced subcutaneous abscess mouse model

Ten (n=5/group) 8 weeks old male C57BL/6J mice (Charles River, L’ Arbresle, France) were
used in this study. Experimental protocols were approved by the Ethics Committee of
Strasbourg named “Comité Régional d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale de
Strasbourg (CREMEAS)” under the agreement number APAFIS#23885-2020013114423121.
Mice were epilated. P. gingivalis (5x107 CFU in 100 pL BHI) were injected in the middle of
the calvaria subcutaneously to induce an abscess as described previously (Batool et al., 2020).
Mice were sacrificed 5 days after injection, and then the tissues were fixed in 4% PFA. Then,
after inclusion in Optimal cutting temperature compound, the tissues were cut with a

microtome and were frozen at -20°C and cut using a microtome.

Immunofluorescence

To perform immunofluorescence, a glass slide was placed on the bottom of each well of 24-
well plate. Twenty-four hours before the experimentation, 7x103 cells were seeded in each well
in culture media. At the day of the experiment, cells were washed twice with PBS and infected
for 24h with P. gingivalis (MOI=100). Media was removed and cells were washed once with
PBS. Cells and histological slides were fixed for 10min with 4% paraformaldehyde (PFA) at
4°C, then cells were washed three time with PBS for 5Smin at room temperature. Cells were
incubated for 30min at room temperature in solution of 1% bovine serum albumin (BSA)/ 0,3%
Triton X-100/1X PBS, then incubated overnight at 4°C with the primary antibodies. Cells were
stained using rabbit polyclonal anti-human Grem1 (1/100, Abnova, Taipei City, Taiwan), and
goat polyclonal anti human-BMP-2 (1/100, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany).
Following incubation, cells were washed three time of Smin each in PBS and incubated in the
secondary antibody solution for 1h at room temperature (1/200 and 1/500 of Alexa Fluor 488

or Alexia fluor 594 respectively).
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Then, cells were washed three times for Smin each in PBS, then incubated in DAPI 200nM
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) for Smin at room temperature. Cells were washed
twice with PBS, and glass slides were mounted in fluorescence mounting medium (Dako,

Trappes, France) and observed with microscope Revolve (Echo Laboratories, San Diego, USA)

Real time quantitative PCR

Twenty-four hours after infection, cells and tissue lysates were collected after Trizol extraction
(Thermofischer Scientific). Total RNA from cells were extracted and RNA concentration was
quantified using Nanodrop 1000 (Thermofisher, Illkirch, France). 100ng of RNA from each
sample were used for retrotranscription using iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, Miltry-
Mory, France) to obtain cDNA. Then PCR amplication and analysis were realized with CFX
Connect Real-Time PCR Detection System (Biorad) using iTAq Universal SYBR Green
Supermix (Biorad). Gapdh was used as endogenous RNA control in all samples obtained from
cell lysates. Primers (Gapdh, IL-13, BMP-2, Grem1) were purchased from ThermoFischer

Scientific (Table 1).

Primer forward Primer reverse
Grem1 5’-CGTGTGAAGCAGTGTCGTTG-3’ 5’-CTCATGCACACGAACTACGC-3’
Gapdh | 5>-TGCTGATGCCCCATGTTCGT-3’ 5’-AATGCCAGCCCCAGCGTCAA-3’
BMP-2 5’-GTTCGGCCTGAAACAGAGAC-3’ 5’-GAATCTCCGGGTTGTTTTCC-3’
IL-1P 5’-TCCCAGCCCTTTTGTTGA-3’ 5’-TTAGAACCAAATGTGGCCGTG-3’

Table 1. List of primers used

Statistical analysis
All experiments were repeated at least three times in triplicates (technical and biological
replicated) and statistical analysis using pairwise ANOVA was performed with a statistical

software. Statistical significance was considered for p<0.05.
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Results

Greml and BMP-2 are modulated by P. gingivalis

To evaluate the involvement of Greml and BMP-2 in P. gingivalis infection, a bacterial
subcutaneous injection was performed. An immunofluorescence staining was performed. An
increase in Greml labelling was observed after abscess induction, especially in connective
tissue. Subcutaneous injection of P. gingivalis induced bone damage with an infiltration of
immune cells. An increase of BMP-2 could be observed in soft tissues, mainly between skin

and connective tissue (Figure 1).

Control P. gingivalis (sc)

Figure 1 — Immunofluorescence labelling of Greml and BMP-2 on histological sections from control mice and
mice with an abscess induced by P. gingivalis. In blue DAPI staining; in red Greml staining; in green BMP-2

staining. S: skin, CT: connective tissue, B: bone.
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IL-1B3, BMP-2 and Greml expression in patient sample

To investigate the modulation of IL-1, BMP-2 and Greml in periodontitis, gene expression
was measured by RT-qPCR in 25 patients, 11 healthy and 14 periodontitis patients. The
expression of IL-13 was 50-fold higher in tissues from patients with periodontitis compared to
the control group (p<0.05). An increase in BMP-2 and Grem1 expression was also observed in

diseased tissues compared to healthy group (1,4 times and 2,7 times respectively, p<0.05)

(Figure 2).
IL-1B BMP-2 Grem 1
20+ 4 15-
S 154 ¥ S 3- T 5 *
[7/] [7/] 7]
1 13 S
3 2 2 5
n el T 2
E E = = E -
0 S—— 0 0 I—I = ==
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Control Perio Control  Perio Control Perio

Figure 2 - Gene expression of IL-1, BMP-2 and GremlI. Periodontal tissues were collected during periodontal
surgery. Data were analyzed via one-way ANOVA with differences considered significant at *:p<0.05 versus

healthy patients. Perio: Patients with periodontitis

IL-1B3, BMP-2 and Greml expression in periodontal cells

To evaluate the modulation of BMP-2 and Greml in P. gingivalis infected cells,
immunofluorescence labelling was performed (Figure 3A). An increase in BMP-2 staining
could be observed in all cell types. Grem1 staining was increased in EC but is decreased in FB.
In oral EC infected with P. gingivalis, the expression of IL-13 was 12-fold higher compared to
the control group (p<0.05). Furthermore, after infection of EC, the expression of BMP-2 and
Grem1 was increased (1.7 times and 11.8 times respectively; p<0.05). A significant increase
in IL-1P expression was also observed in FB and OB after infection with P. gingivalis. After

infection, BMP-2 expression was 2-fold higher for FB and 3-fold higher for OB (p<0.05).
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However, a 50% decrease in Grem1 expression was observed for infected FB and no significant

modulation was observed for infected OB compared to the control group (Figure 3B).
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Figure 3- Effect of P. gingivalis on IL-1§, BMP-2 and Grem1 expression on periodontal cells. (A)Immunofluorescence

labelling of BMP-2 and Greml on periodontal infected cells was performed. In blue DAPI staining; in green BMP-2

staining; in red GREM1 staining. (B) IL-1, BMP-2 and Grem1 gene expression were quantified by RTqPCR (normalized

against Gapdh mRNA levels). After 24 hours of infection, an increase of IL-1f, and BMP-2 was observed in EC, FB and OB.

Grem1 expression was increased in EC and was decreased in FB after 24 hours of infection. Data were analyzed via one-

way ANOVA with differences considered significant at *:p<0.05 versus control. Pg: P. gingivalis treated cells.



Discussion

In this study, the expression of IL-13, BMP-2 and Grem1 was investigated in periodontal cells.
An increase of IL-1p was observed in all cell types infected by P. gingivalis confirming the
inflammation induced by infection. BMP-2 expression was also increased in all infected cell
types. However, Grem1 expression was increased in EC, decreased in FB and unchanged in
OB. The increase of BMP-2 and Grem1 in soft tissues was confirmed in vivo in a mouse abscess
model induced by subcutaneous infection with P. gingivalis, as well as in gingival tissues from
patients with periodontitis.

Periodontitis is initiated by the invasion of bacteria leading initially to an inflammation which
induce the destruction of tissues (Deo and Bhongade, 2010). Cytokines play a major role in the
inflammatory process and homeostasis. In fact, they act as the first line of defense towards
pathogen (Plemmenos et al., 2021). Bacteria can affect periodontal tissues through the
regulation of the immune system (Alvarez et al., 2018). Stimulation of cells by the cytokines
TNF-o and IL-1f leads to a rapid translocation of NF-kB into the nucleus (Nichols et al., 2001).
NF-kB regulates the transcription of numerous genes such as IL-2, IL-6, IL-8, MMP, iNOS,
COX-2, RANKL. All these factors are favorable to the progression of the periodontal
inflammation and destruction. Indeed, RANKL is mainly responsible for osteoclastogenesis
though BMP/Smad pathway (Cekici et al., 2014; Tang et al., 2013). The BMP signaling
pathway has many ways of regulation including antagonism by secreted receptors and ligand
such as Noggin, Gremlin and Follistatin (Church et al., 2015). Grem1 is able to bind to BMP-
2, thus blocking its binding to its membrane receptor. Moreover, Grem! could also be an
intracellular regulator by modulating the intracellular canonical BMP/Smad signaling resulting
in the modulation of the expression of genes such as Runx2, Opn and Alp. Greml is up-
regulated by BMP-2 in a time-dependent manner (Hu et al., 2017). Recent studies have
investigated the role of BMP-2 in inflammation and found that BMP-2 upregulates the
expression of adhesion molecules and improves leukocyte adhesion. BMP2 induces
chemotaxis of monocytes and impairs their differentiation into anti-inflammatory M2

macrophages (Wu and Hatzopoulos, 2019). An increase in BMP-2 expression has been
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demonstrated previously in gingival fibroblasts infected by P. gingivalis (Domon et al., 2014).
Indeed, our study enabled us to observe an increase of BMP-2 in the 3 types of periodontal
cells studied. However, the increase in BMP-2 expression does not correlate with a persisting
modulation of Grem1.

It is of importance to mention the limitations of this study. To clarify the role of Greml in
periodontitis, it would be mandatory to observe the effect of Greml deletion on the
development of periodontitis in vivo. Further research will be needed to elucidate whether a
link exists between BMP-2 and its antagonist Greml. It would be interesting to study the
interactions and role of other BMP-2 antagonists, and the potential synergistic effect of these
inhibitors in periodontitis. In addition, the cellular composition of the patient biopsies used in
this study remains unknown. Thus, the modulations of Grem1 and BMP-2 expression in these
samples could be attributable to the presence of other cell types such as immune cells. The
changes in Grem1 and BMP-2 expression are different depending on the cell type. However,
the periodontium is a complex entity with important inter cellular communication. Thus, it
could be interesting to set up a 3D multicellular model to study the effects of P. gingivalis on
this entity (Aveic et al., 2021).

To conclude, we evaluate the potential involvement of Greml in periodontitis. Greml
expression is modulated by P. gingivalis in periodontal cells mainly in EC and FB. Greml1

could be a potential target in the treatment of periodontitis, or a biological marker.
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3. Réle des prohibitines dans la parodontite et intérét d’IN44, un ligand de l1a PHBI,

dans la résolution de ’inflammation induite par P. gingivalis

Résumé :

Une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués
dans les parodontites est indispensable afin de trouver de nouveaux traitements ou d’identifier
de nouveaux biomarqueurs. Les prohibitines sont des protéines hautement impliquées
notamment dans la prolifération cellulaire, le bon fonctionnement de la mitochondrie, les
fonctions de différents types cellulaires ou tissus comme les cellules immunitaires par exemple
(Ande et al., 2017). Elles sont impliquées dans le développement de nombreuses pathologies,
telles que certains cancers, 1’ostéoporose, les maladies neurologiques et cardiaques, ou encore
les maladies inflammatoires. Différentes familles de ligand des prohibitines ont été
développées, et sont actuellement étudiées dans le traitement de ces pathologies (Wang et al.,
2020). C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés au role potentiel des PHB dans
les parodontites, et a celui des ligands des PHB dans la résolution de I’inflammation induite
par P. gingivalis.

L’implication de PHB1 dans les parodontites a tout d’abord été mise en évidence in
vivo dans un modéle murin de parodontite induite par ligature et gavage oral de P. gingivalis.
Ensuite, nous avons pu observer ’augmentation de I’expression de la PHBI1 in vitro apres
infection par P. gingivalis sur différents types cellulaires du parodonte : les cellules épithéliales
orales, les fibroblastes gingivaux ainsi que les ostéoblastes. De plus, une inhibition de PHB1
par transfection de siRNA a entrainé une diminution de la réponse inflammatoire induite par
P. gingivalis. Une diminution de 30% de la concentration en TNF-a et de 36% de la
concentration en IL-1f a été constatée apres transfection puis infection des cellules épithéliales
par rapport aux cellules non transfectées et infectées par P. gingivalis. Alors, PHB1 joue un

role dans le processus inflammatoire induit par P. gingivalis.

82



Ensuite, nous avons contrdlé la biocompatibilité du ligand IN44 sur les différents types
cellulaires, puis nous avons observé son effet in vitro sur la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires apreés infection par P. gingivalis. IN44 (50uM) permet de diminuer
significativement la sécrétion par les cellules épithéliales orales de 75% pour TNF-a et de 62%
pour IL-1P apres 24h d’infection par P. gingivalis. De plus IN44 permet également de réduire
la production de superoxydes dans les cellules infectées par P. gingivalis.

Enfin, cette étude confirme I’implication de PHBI1 dans la réaction inflammatoire
induite par P. gingivalis. PHB1 pourrait interagir avec différentes voies de signalisation
impliquées dans le processus inflammatoire tels que ERK, MAPK ou NF-xB activé par P.
gingivalis. De plus, son ligand IN44 semble présenter des propriétés anti-inflammatoires et
pourrait permettre une diminution du stress oxydatif. Des études complémentaires
s’intéresseront notamment aux interactions entre PHB et IN44 notamment par modélisation 3D
puis par diverses €tudes fonctionnelles. PHB pourrait alors devenir une potentielle cible
thérapeutique dans le traitement des parodontites. Ainsi, IN44 pourrait étre un candidat-

médicament dans la résolution de I’inflammation induite par la parodontite.
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Introduction

Periodontitis is a chronic inflammatory disease characterized by alveolar bone loss, soft
tissue inflammation and is one of the major causes of tooth loss in adults (Kinane et al., 2017).
The onset of periodontitis is associated with the establishment of a dysbiotic flora in which
Porphyromonas gingivalis, a Gram-negative anaerobe, is considered to play a key role (Mysak
et al., 2014). During disease development, the host immune response is excessively activated
and associated with the infiltration of immune cells and increased osteoclastic activity (Pan et
al., 2019). Epithelial cells (EC), notably constituting the junctional epithelium, are considered
the first line of defense against bacterial pathogens and play an important role in the
inflammatory process of periodontitis through the secretion of several inflammatory mediators
(Ramadan et al., 2020). Indeed, IL-1B and TNF-a play a crucial role in stimulating host
response and enhancing osteoclast formation and matrix metalloproteinase expression (Graves
and Cochran, 2003). Nevertheless, periodontitis is associated with an increased mitochondrial
oxidative stress and mitochondrial dysfunction (Sun et al., 2017). Mitochondrial reactive
oxygen species (ROS) are involved in the modulation of the immune system and secretion of
pro-inflammatory cytokines (Weinberg et al., 2015). Thus, elevated ROS production and
oxidative stress cause damage to DNA, proteins and tissues leading to inflammation and
apoptosis (Charoensaensuk et al., 2021).

Currently, the aim of periodontal treatment is to suppress gingival bleeding, improve
clinical attachment level and decrease tooth mobility. It includes oral hygiene instructions,
supra and subgingival instrumentation to remove biofilms and calculus. In most severe cases,
local or systemic antimicrobials or invasive surgical approaches are required (Graziani et al.,
2017). Despite, positive outcomes to stabilize the disease, such procedures are associated with
side effects that can manifest by tissue retraction. Therefore, the development of new
pharmacological approaches aiming to control the inflammatory process is of interest to
improve current treatment outcomes or to reduce the need of invasive procedures (Goodson et
al., 2012; Petit et al., 2019b). Several compounds are currently developed to manipulate the

host immune response, however, none of them reached the level of clinical use for periodontitis
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treatment despite promising in vitro and in vivo effects and lack of clinical evidence yet
(Alshibani, 2022; Batool et al., 2022; Hasturk et al., 2021; Huck et al., 2019; Mohammadian
Haftcheshmeh and Momtazi-Borojeni, 2021).

Prohibitin (PHB), including PHB1 and PHB2, are proteins ubiquitously expressed and
detected in several cell compartments including nucleus, cytoplasm, mitochondria, and plasma
membrane (Ande et al., 2017; Thuaud et al., 2013). Prohibitins are involved in the etiology of
cancers, in inflammatory, cardiovascular, and neurodegenerative diseases, diabetes, obesity
and osteoporosis (Wang et al., 2020). They were shown to protect tissues against acute
inflammatory disorders, such as Crohn disease, diabetic retinopathy, renal tubular injury or
sepsis (Liu et al., 2022; Mattox et al., 2021; Mishra et al., 2005; Theiss and Sitaraman, 2011;
Wang et al., 2020; Xu et al., 2019). During inflammatory process, PHB notably inhibit the
expression of MMPs and ROS and are involved in the activation of different pathways
including Akt/ERK mediated pathways. Moreover, an increase of PHB localization to the
mitochondria is linked to a decrease of cytochrome ¢ oxidase subunit II (COX II) level (Zhou
and Qin, 2013). Several classes of small molecules targeting PHB ligands displaying various
pharmacological activities have been identified including trifluorothiazolines, melanogenin
derivatives, aurilide, sulfonyl-amidines, phosphorylamidines and adipotide (Wang et al.,
2020). Among them, sulfonyl- and phosphorylamidines have been demonstrated as inhibitors
of the RANKL-induced activation of ERK and of the transcriptional activity of NF-xB (Wang
et al., 2020). These compounds also repress the expression of MMP-9, a protease involved in
periodontal soft tissues destruction and bone resorption (Kluknavska et al., 2022; Tabti et al.,
2021). Recently, new sulfonylamidines displaying enhanced osteoclastogenic activities, such
as IN44 and IN45, have been developed (Tabti et al., 2021). This class of ligand has the ability
to bind to PHBI. (Chang et al., 2011).

The aim of this study is to evaluate the interest of IN44 to resolve P. gingivalis elicited
inflammation to potentially identify this compound as a candidate to improve periodontitis

treatment.
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Materials and methods

Reagent

IN44 ((E)-N-(2-cyclohexyl-1-(2,6-dimethylpiperidin-1-yl)ethylidene)-4-
methoxybenzenesulfonamide) was synthesized in a straightforward manner using a Cu
catalyzed three-component coupling of 4-methoxyphenylsulfonyl azide, cyclohexylacetylene

and 2,6-dimethylpiperidine as previously described (Tabti et al., 2021).

Cell culture

Human oral epithelial cells (TERT-2 OKF-6) (BWH Cell Culture and Microscopy
Core, Boston, MA, USA) were cultured in Keratinocyte-SFM medium (ThermoFisher
Scientific, Saint-Aubin, France). Primary human osteoblasts (Promocell, Heidelberg,
Germany) were cultured in Osteoblast Growth Medium with Osteoblast Growth Medium
SupplementMix (Promocell, Heidelberg, Germany). Primary gingival fibroblasts (FB) were
purchased from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and cultured
in DMEM GlutaMAX™ supplemented with 10% fetal bovine serum (ThermoFisher Scientific,
Saint-Aubin, France). To avoid contamination, 100 units/mL of penicillin and 100 pg/mL of
streptomycin (ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France) were added to cell media. Cells
were grown at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO; and media were changed every

3 days.

Bacterial culture

Porphyromonas gingivalis strain ATCC 33277 (ATCC, Manassas, VA, USA) was
cultured under strict anaerobic conditions at 37°C in brain-heart infusion medium (BHI)
supplemented with hemin (S5pug/mL) and menadione (1pug/mL). Bacterial media was changed
each 3 days and bacterial growth was measured at OD=595nm by a spectrophotometer

(Multiskan ThermoScientific).
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Metabolic activity

8x10% cells were seeded into 48-well plate 24 hours before the experiment and then,
were exposed to IN44 (10uM, 50uM and 100uM). After 24 hours, 300uL of incubation media
were transferred to a 96-well plate and percentage of AlamarBlue (ThermoFisher Scientific,
Saint-Aubin, France) reduction was determined by spectrophotometry according to

manufacturer’s instructions.

Live/dead assay

2x10°EC and 2x10* OB and FB were seeded into 24 well-plate for 24 hours. Then, cells
were washed once with PBS and treated with IN44 (50uM) for 24 hours. Live/dead assay
(ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France) was conducted according to the

manufacturer’s instructions.

TNF-a, IL-1BELISA

5x10° EC were seeded into a 12-well plate. After 24 hours, EC were infected with P.
gingivalis (MOI=100) for 4h. Then, bacteria were removed and fresh media containing IN44
at 10uM, 50uM and 100uM was added. After 24 hours of treatment, cell culture supernatants
were analyzed using TNF-o Human Uncoated ELISA Kit (ref: 88-7346-22) and IL-13 Human
Uncoated ELISA Kit (ref: 88-7261-22) (ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France)

according to the manufacturer’s instructions.

MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator

2x10° EC were seeded into a 24-well plate on glass. After 24h, cells were washed with
PBS, infected with P. gingivalis (MOI=100) and treated with IN44 (50uM) simultaneously.
After 45 minutes and 3 hours, cells were washed twice with PBS and incubated with MitoSOX
(5uM) (ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France) during 10 minutes. Then, cells were
washed 3 times with PBS and fixed with PFA 4% for 10 minutes at 4°C. After 3 more washes,

slides were mounted in fluorescence mounting medium " and observed with a microscope.
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Quantification of fluorescence intensity was image analysis software (Revolve, Echo

Laboratories).

SiIRNA transfection

A siRNA sequence targeting nucleotides of PHBI1 (Qiagen, Hilden, Germany)
(SI00040733) was designed and synthetized. Negative control siRNA with Cy3 dye
(ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France) was used as a scrambled siRNA control. 1x10°
cells were seeded in a 6-well plate for 24 hours. siRNA transfection was performed using
Lipofectamine RNAIMAX (ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France) according to the

manufacturer’s instructions.

Western blot

24 hours after transfection, EC were lysed for S5min in 100uL of RIPA Buffer (65 mM
Tris—HCI, pH 7.4, 150mM NaCl, and 0.5% sodium deoxycholate) supplemented with
phosphatase and a protease inhibitor cocktails (Sigma-Aldrich, Mannheim, Germany). Lysates
were centrifuged at 16,500 g at 4°C for 30 minutes, and supernatants were collected for
quantification using the Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). To perform
SDS-PAGE and immunoblotting, 15ug of proteins was used for each condition. Primary
antibody against PHB (E-5) (mouse Ref: sc-377037) (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germany) and against GAPDH (mouse Ref: G8795) (Sigma-Aldrich, Mannheim, Germany)
were incubated overnight. Then, secondary antibody alkaline phosphatase conjugated (anti-
mouse Ref: HAF007) (RnD systems Minneapolis, USA) were incubated for 1 hour at room

temperature. All antibodies were used at the dilutions recommended by the manufacturer.

In vivo model of experimental periodontitis

Eight weeks old male C57BL/6J mice (Charles River, L arbresle, France) were used in
this study. Experimental protocols were approved by the Minister of Higher Education,
Research and Innovation under the agreement E-67-482-35 and by the Regional Committee of

Ethics in Animal Experimentation of Strasbourg. Under anesthesia, experimental periodontitis
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was induced by placing P. gingivalis soaked ligatures (6-0) at the palatal sulcus of the first
molars bilaterally. The ligatures were replaced with fresh bacteria thrice a week and P.
gingivalis was administrated twice a week by oral gavage using an oral gavage needle for 3

weeks (Mulhall et al., 2022).

Tissue preparation

Mice were euthanized with an intraperitoneal lethal injection of Euthasol (140mg/kg)
under isoflurane anesthesia. After dissection, tissues were fixed in a solution containing 4%
paraformaldehyde (PFA) in PBS (pH 7.4). After 24h, maxillae were isolated and demineralized
in 15% EDTA at pH 7.4 at 4°C for 2 weeks under agitation. Solution was replaced every 2
days. Then, maxillae were washed in PBS and placed in Optimal cutting temperature
compound (AgarScientific, Saclay, France) for 24 hours at -80°C. Ten um thick serial sagittal

sections of the maxilla were cut with a cryostat and frozen at -20°C.

Immunofluorescence

Serial sections were fixed for 10 minutes with 4% PFA at 4°C. After 3 washes in PBS
at room temperature, sections were incubated for 45 minutes in a blocking solution of 1%
bovine serum albumin (BSA) and 0.1% Triton X-100 at room temperature and then incubated
with primary antibody anti-PHB 1 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany)
overnight at 4°C. After being washed three times for 5 minutes in PBS at room temperature,
sections were incubated with secondary antibody goat anti-mouse Alexa 488 (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) for 1 hour at room temperature. Sections were washed
three times in PBS and were incubated in 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Euromedex
Souffelweyersheim, France) for 5 minutes. After three additional washes in PBS, slides were
mounted in fluorescence mounting medium (Dako, Trappes, France) and observed with a

microscope (Revolve, Echo Laboratories).
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Statistical analysis
All experiments were repeated at least three times in triplicates (technical and biological
replicated) and statistical analysis using pairwise ANOVA and Kruskal-Wallis tests were

performed with a statistical. Statistical significance was considered for p<0.05.
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Results

PHBI is increased in experimental periodontitis

To evaluate the involvement of PHBI1 in periodontitis, experimental periodontitis was
induced in mice with P. gingivalis soaked ligatures. In experimental periodontitis group, a
destruction of the periodontium and an inflammation of the soft tissues could be observed.
Interestingly, an increase of PHB1 localization was observed mainly within the soft tissues in

periodontitis group when compared to control group (Figure 1).

Control

230 pm 230 pm : o 8 230 pm

Experimental periodontitis

230 pm 230 ym

Figure 1- Immunofluorescence labelling of PHBI1 on histological sections from mice with
experimental periodontitis. In blue DAPI staining, in green PHBI staining. M1:Molar I,

M2:Molar 2.
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P. gingivalis infection increased PHB1 expression
To investigate the role of PHBI1 in periodontitis, oral EC, FB and osteoblasts were
infected with P. gingivalis and PHB1 expression was measured compared to uninfected cells

(158%, 25% and 56% increase respectively, p<0.001) (Figure 2).
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Figure 2- Immunofluorescence labelling of PHBI in P. gingivalis-infected EC, FB and
osteoblasts. (A) After 24h of infection, an increase of PHBI expression was observed in EC,
FB and osteoblasts infected with P. gingivalis. In blue, nuclear staining, in green PHBI
staining. (B) Fluorescence intensity of PHBI staining is represented as the mean of 5 slides
analysis. Data are expressed as the mean = SD.**:p<0.001 versus control. Pg: P. gingivalis

treated cells.
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PHBI is associated with TNF-a and IL-1p secretion by P. gingivalis infected cells

To evaluate the involvement of PHB1 during the inflammation induced by P. gingivalis,
the concentration of TNF-a and IL-1f secreted by siRNA PHBI1 transfected and infected EC
was evaluated. The transfection of PHB1 siRNA decreased PHBI1 level by 50% after 24 hours
(»<0.001) (Figure 3A). After 24 hours of infection, an increase of TNF-a and IL-1B was
observed compared to uninfected cells (6 times and 87 times respectively, p<0.001) (Figure 3
C-D). In transfected and infected EC, a 30% decrease in TNF-o (Figure 3C) and a 36%
decrease in IL-1B (Figure 3D) were observed compared to P. gingivalis infected cells

emphasizing a potential involvement of PHBI in the pro-inflammatory cytokines expression.
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Figure 3- Silencing of PHBI reduced IL-18 and TNF-a secretion in infected EC. (A)
Transfection efficiency was observed by and Western blot and showed a decrease in PHBI.
(B) The fluorescence of the negative control is localized inside the cells after 24 hours. (C)
TNF-a and (D) IL-1f concentrations were measured by ELISA on supernatants to evaluate
the role of PHB on the secretion of pro-inflammatory cytokines in P. gingivalis infected cells.
Data were analyzed via one-way ANOVA with differences considered significant at 1:p<0.001
versus control, **:p<0.001 versus P. gingivalis infected cells. Data are expressed as the

mean = SD. Pg: P. gingivalis treated cells.
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Effect of IN44 on metabolic activity and cell viability in periodontal cells

To evaluate the cytotoxicity of IN44, metabolic activity was evaluated after 24h of
exposure in EC, FB and osteoblasts (Figure 4A). Treatment with IN44 at 10, 50 and 100uM
did not modify significantly metabolic activity (<10%) in every cell types. This absence of
cytotoxicity was confirmed using live/dead assay where no significant increase of dead cells

was observed (Figure 4B).
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Figure 4- Cytocompatibility of IN44 in periodontal cells. (A) The impact of IN44
(10,50,100uM) on the metabolic activity of EC, FB, HOB was measured by AlamarBlue assay
after 24h of exposure. All data were analyzed via one-way ANOVA with differences considered
significant at **:p<0.001, *:p<0.05 versus untreated cells. Data are expressed as the
mean+SD. (B) A live/dead assay was performed on the same cell types at the same

concentrations.
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IN44 modulates release of TNF-a and IL-1(

In EC, while P. gingivalis infection increased the secretion of TNF-a and IL-18,
treatment with IN44 reduced significantly both cytokines secretion (Figure 5). For TNF-a, a
75% decrease was observed vs P. gingivalis infected EC for IN44 50uM and 80% for IN44
100puM (p<0.001) (Figure SA). Similarly, the IL-1p3 secretion was reduced significantly as a

62% decrease for both IN44 50uM and IN44 100uM (p<0.001) compared to P. gingivalis

infected EC without treatment was measured (Figure 5B).
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Figure 5- Effect of IN44 on the secretion of TNF-a and IL-18 by EC infected with P.
gingivalis. After 24 hours of infection and treatment with IN44, (A) TNF-« and (B) IL-1/
concentrations were measured by ELISA in supernatants. Results were analyzed by one-way
ANOVA with differences considered significant at **p<0.001 versus P. gingivalis treated cells,

7:p<0.001 versus control. Data are expressed as the mean + SD. Pg: P. gingivalis treated cells,

Pg IN44: P. gingivalis + IN44 treated cells.
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IN44 reduces mitochondrial ROS production in EC infected with P. gingivalis
Mitochondrial superoxide production, the most abundant ROS in the mitochondria, was
evaluated in EC infected with P. gingivalis and treated with IN44 (50uM) for 45 minutes and
3 hours. As expected, mitochondrial ROS level in infected cells was 20% and 6% higher than
in control group after 45 minutes and 3 hours respectively (p<0.05). Interestingly, treatment

with IN44 (50uM) decreased the ROS level detected to the one of uninfected EC (»p<0.001)

(Figure 6).
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Figure 6- Effect of IN44 on mitochondrial superoxide production in infected and treated EC
after 45 minutes and 3 hours. Mitochondrial superoxide production in live EC was detected
with MitoSOX with fluorescence microscopy after (A) 45 minutes or (C) 3 hours of infection
with P. gingivalis and treatment by IN44(50uM). (B, D) Quantitative fluorescence intensity
was analyzed and data were analyzed via one-way ANOVA. Data are expressed as the
mean = SD. **:p<0.001 versus P. gingivalis treated cells, 1:p<0.05 versus control. Pg: P.

gingivalis treated cells.
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Discussion

In this study, the differential expression of PHBI1 in periodontal tissues during
periodontitis was investigated. Interestingly, an increase of PHB1 expression was observed in
each cell types infected with P. gingivalis in vitro. This overexpression was associated with
cytokines secretion in EC and was lowered when PHB1 was silenced suggesting that PHB1
may represent a novel target to reduce periodontal inflammation. Interestingly, the PHB ligand
IN44 was demonstrated as cytocompatible. Importantly, it decreased the production of pro-
inflammatory cytokines induced by P. gingivalis infection and reduced the production of
mitochondrial ROS.

While periodontitis is initiated by the bacterial challenge, in susceptible individuals, the
host-response is dysregulated and induces destructive damages to the periodontal tissues
(Hajishengallis et al., 2020; Hasturk et al., 2012). Indeed, periodontitis-induced inflammation
is associated with the increase of pro-inflammatory factors such as TNF-a, IL-1f3, IL-6 and
RANK-L, all contributing to soft tissue inflammation and bone destruction (Gomes et al., 2016;
Pan et al., 2019; Ramadan et al., 2020). In this study, the involvement of PHB, especially
PHBI, has been evaluated in the context of periodontitis and P. gingivalis infection. Besides
its increased detection in soft tissues during periodontitis, it was also observed an involvement
of PHBI1 in cytokines secretion. PHB1 has been described as a scaffold protein involved in the
stabilization of mitochondrial proteins, the regulation of proliferation, apoptosis, and gene
transcription but also in disease pathogenesis including cancer, mitochondrial dysfunction,
type 2 diabetes, obesity or inflammatory bowel disease (Theiss and Sitaraman, 2011). The
regulation of the function of PHBI1 is complex as several post-translation regulation
mechanisms occur. For instance, some of them modulate its localization in the different cellular
compartments while others induce the control of cell proliferation and mitosis and could affect
molecular pathways involved in the inflammatory processes including ERK, AKT, MAPK p38
and NF-kB modulation leading to cytokines secretion notably TNF-a or IL-1p, both involved
in periodontitis pathogenesis and P. gingivalis triggered inflammation (Huck et al., 2018; Kim

et al., 2018; Wang et al., 2020). The interactions between NF-«xB and STAT3 also play a key
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role in controlling the communication between inflammatory cells (Agarwal and Zambidis,
2014). STAT3 is known to be a modulator of the inflammatory cascade by converting the
cytokine signal into gene expression programs regulating the proliferation and differentiation
of immune cells into Treg/Th17. STAT3 expression is correlated to PHB1 mRNA expression
during Th17 cell differentiation and is activated by P. gingivalis infection (Bugueno et al.,
2020). Thus, a PHB ligand such as IN44 may be able to modulate STAT3 expression and the
inflammatory response in patients with periodontitis.

Therefore, the use of a PHB1 ligand could be of interest in the treatment of periodontal

disease. The sulfonylamidines are capable of binding PHB1 but the induced effects are partially
known (Chang et al., 2011). This family of molecules has been already studied for its anti-
osteoclastogenic properties in the treatment of osteoporosis (Tabti et al., 2021). Indeed, these
synthetic molecules inhibit the RANK-L induced activation of ERK and the translocation and
the transcriptional activity of NF-kB (Wang et al., 2020). In this study, we demonstrated that
treatment with IN44 significantly reduces the secretion of TNF-a and IL-1B by oral ECs
emphasizing interesting anti-inflammatory properties which combined with the previously
described anti-osteoclastogenic properties could be of considerable interest in the treatment of
periodontitis (Tabti et al., 2021). Such anti-inflammatory and anti-osteoclastic effects are
sought by several new pharmacological approaches. Indeed, the interest of platelet-rich fibrin
(PRF) combined with biphasic calcium phosphate (BCP), or hemoglobin extracted from the
worm Arenicola marina have been demonstrated and seems promising (Batool et al., 2020;
Kumar et al., 2021).
In this study, a decrease of inflammation-induced ROS production after IN44 treatment was
measured. Oxidative stress occurs when excessive ROS are produced (Shen et al., 2016). ROS
affect the main antioxidant regulator, nuclear factor erythroid 2-related and the downregulation
of this factor has been correlated with periodontitis and the loss of attachment (Sczepanik et
al., 2020). Therefore, the modulation of PHB activity by a ligand could be an interesting
therapeutic strategy through the stabilization of the OXPHOS system in the mitochondria.

It is of importance to mention the limitations of this study. To clarify the role of PHB

in periodontitis, it would be of interest to evaluate the impact of deletion of PHB1 on the
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development of periodontal inflammation. To our knowledge, PHB1 knock-out model is not
available due to lethality of its genetic deletion (McClung et al., 1995) and only organ-specific
deletion of PHB1 model, especially liver-specific deletion, has been established rendering this
analysis difficult. In vitro, extensive analysis of molecular pathways involving PHBI,
especially those associated with NF-xB and STAT3, in response to periodontal infection will
lead to a better understanding of the role of PHB in the inflammatory process. Regarding IN44,
the determination of its therapeutic effect and efficient concentration should be performed in
an experimental model of periodontitis along with the determination of the best mode of

administration (systemic or local delivery) and estimation of the risk of side effects.

Conclusion

To conclude, we demonstrated the role of PHBI1 in P. gingivalis mediated inflammatory
response and, therefore, its potential involvement in periodontitis. Such observation open vistas
to target PHBI1 to control periodontal inflammation. Indeed, IN44, a PHB1 ligand, could be an
interesting candidate to manipulate host-response during periodontitis and future studies

should evaluate its effects in vivo.
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IV. DISCUSSION

100



Le développement de nouveaux traitements adjuvants aux traitements non chirurgicaux
reste un enjeu majeur dans les perspectives de prise en charge de la parodontite. Le but ultime
du traitement parodontal repose d’une part sur la résolution de I’inflammation et d’autre part
sur la régénération des tissus parodontaux endommagés. Le développement de vecteurs
spécifiques permettant I’administration locale d’une substance active dans la cavité orale est
indispensable mais complexe. De plus, des études visant a mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans le développement de la pathologie sont une priorité afin de définir de nouvelles
cibles thérapeutiques et d’optimiser 1’efficacité des traitements.

Les matériaux biocompatibles et biodégradables permettant une administration locale
et controlée de molécules actives sont favorisés pour le traitement des 1€sions osseuses. La PCL
est le polymere synthétique le plus utilis¢ dans le domaine de la régénération osseuse (Asa’ad
et al., 2016). En effet, ce polymere est principalement étudié¢ dans la régénération des tissus
durs, il peut étre associé au zinc (Raj Preeth et al., 2021) ou a I’hydroxyapatite par exemple
(Murugan and Parcha, 2021). Cependant, ce type de biomatériaux peut également présenter un
intérét dans la régénération parodontale. Il peut étre associ¢ a des molécules ayant des
propriétés anti-inflammatoires notamment et permettre un relargage localisé et controlé de ces
derniéres (Batool et al., 2018; Zhao et al., 2020). La structure 3D de ces biomembranes est
¢galement propice a I’adhésion, a la prolifération et a la différenciation des CSMs (Wang et
al., 2022). Ainsi, le développement d’une membrane de PCL fonctionnalisée par BMP-2 et
supplémentée en CSMs permet de combiner les bénéfices des propriétés mécaniques du
polymere, avec le pouvoir ostéogénique de la protéine associés a une thérapie cellulaire pour
la régénération osseuse maxillaire. Les analyses par coloration histologique et reconstitution
3D par microtomographie aux rayons X du comblement osseux, nous ont permis de mettre en
¢vidence une nette accélération du processus de cicatrisation de I’os maxillaire apres
implantation d’une membrane de PCL fonctionnalisée par BMP-2 et supplémentée en CSMs.
Cette technologie d’encapsulation et de stabilisation de la molécule active dans des
nanoréservoirs permet de limiter les effets secondaires associés a ’administration d’une forte
concentration de BMP-2 (Mendoza-Palomares et al., 2012). L’intérét de cette membrane a

alors ¢ét¢ validé dans un modéle murin de Iésion osseuse maxillaire, cependant cette
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expérimentation présente plusieurs limites. Les analyses histologiques et d’imagerie 3D
permettent d’observer le comblement de la 1ésion osseuse, mais sont insuffisantes pour évaluer
la composition et la qualité de 1’os néoformé. De plus, la libération de BMP-2 est dépendante
de la dégradation des fibres de PCL par des enzymes (Ferrand et al., 2014). Cependant, des
¢tudes complémentaires sont nécessaires afin de déterminer précis€ément le mécanisme et la
cinétique de libération des molécules actives encapsulées. Dans cette étude, nous nous sommes
intéressés a la régénération osseuse maxillaire, mais de tels dispositifs implantables pourraient
présenter un intérét pour le traitement de la parodontite. Il pourrait étre envisageable de
fonctionnaliser les membranes de PCL par plusieurs molécules ayant des propriétés
pharmacologiques différentes. De plus, I’ordre de dép6t des molécules a la surface des fibres
du polymere pourrait permettre, dans le cas du traitement parodontal, une libération de
médicaments anti-inflammatoires et antibactériens dans un premier temps, puis de libérer dans
un second temps des molécules pro-régénératives par exemple.

En parallele de ce projet s’intéressant a la régénération osseuse, nous avons cherché a
mieux comprendre les voies moléculaires impliquées notamment dans la réponse
inflammatoire associée aux parodontites. Comme décrite précédemment, la parodontite est une
maladie multifactorielle complexe faisant intervenir un grand nombre de voies de signalisation.
De nombreux travaux sont actuellement en cours afin d’éclaircir I’implication de certaines
molécules, notamment de médiateurs de I’inflammation, dans le développement de la
parodontite et dans la résolution de celle-ci (Loos and Van Dyke, 2020). Certaines protéines
ou molécules initialement connues pour leur implication dans le développement de certaines
pathologies inflammatoires peuvent faire aujourd’hui I’objet de recherche dans le domaine des
maladies parodontales. C’est pourquoi, nous avons fait le choix d’étudier d’une part le role de
Grem1 puis des PHB dans les parodontites. Ces molécules sont impliquées dans de nombreuses
pathologies inflammatoires, telles que les inflammations rénales (Guo et al., 2007; Lavoz et
al., 2018), la pancréatite chronique (Staloch et al., 2015), 1’ostéoporose ou les maladies
cardiovasculaires (Miiller et al., 2021; Wang et al., 2020).

D’une part, Grem1 semble jouer un role dans les parodontites puisque son expression

est augmentée dans les tissus de patients atteints, ainsi que dans les cellules infectées par P.
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gingivalis. De plus, un mod¢le d’abces en calvaria induit par P. gingivalis a également
démontré des modifications de I’expression de Grem1. Cependant, il sera nécessaire de bloquer
son expression afin de confirmer son implication dans la pathologie et de mener davantage de
recherches concernant les voies de signalisation activées ainsi que le potentiel lien entre BMP-
2 et Greml. Récemment, un lien entre Grem1 et les voies de signalisation VEGFR2 et Notch
a ¢t¢ mis en évidence (Marquez-Exposito et al., 2020). Grem1 pourrait alors jouer un role dans
la réponse inflammatoire induite par la parodontite via I’inhibition de BMP-2 et donc des voies
de signalisation canonique (Smad) ou non canonique (MAPK, NF-kB) ou d’autres voies
indépendantes des BMPs.

D’autre part, PHBI est également impliquée dans les parodontites. En effet, une
augmentation de son expression a €té observée in vivo dans un modele murin de parodontite
induite par ligature et par gavage intra-oral de P. gingivalis et in vitro sur différents types
cellulaires du parodonte. De plus, la transfection de cellules épithéliales orales a permis de
confirmer le role de PHB1 dans la réponse inflammatoire, et plus précisément dans la sécrétion
de médiateurs pro-inflammatoires. Les PHB sont impliquées dans de trés nombreux processus
physiologiques et pathologiques, c’est pourquoi des études complémentaires sont nécessaires
afin de mieux comprendre les voies de signalisation impliquées (Zhou and Qin, 2013). Ensuite,
nous avons fait le choix d’étudier I’intérét d’un ligand de PHB1 pour le traitement des
parodontites. La sulfonylamidine IN44 (50uM) a démontré un effet anti-inflammatoire et une
parfaite cytocompatibilité. En effet, IN44 a permis de diminuer significativement la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires IL-13 et TNF-a par des cellules épithéliales orales infectées
par P. gingivalis. IN44 a également permis de diminuer la production de superoxydes par la
mitochondrie des kératinocytes oraux. De plus, cette classe de ligand des PHB est connue pour
ses effets anti-ostéoclastogéniques (Tabti et al., 2021). Une telle propriété pourrait présenter
un intérét pour limiter la perte osseuse associée a la parodontite. Des études in vivo évaluant
I’intérét d’IN44 dans un modele murin de parodontite induite par gavage intra-oral de P.
gingivalis et un modele murin d’inflammation systémique par injections intra-péritonéales de

P. gingivalis sont actuellement en cours.
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Les mod¢les d’étude in vitro et in vivo utilisés sont simplifiés. En effet, si P. gingivalis
est une bactérie prédominante dans les atteintes parodontales, d’autres bactéries peuvent étre
impliquées dans cette pathologie. Il pourrait alors €tre intéressant d’étudier le role de Greml1 et
PHBI en présence de plusieurs bactéries impliquées dans les parodontites afin d’obtenir une

vision plus globale des différentes voies molécules impactées.
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V. CONCLUSION
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Actuellement, le développement de vecteurs permettant une administration localisée et
controlée de molécules actives ou de médicaments est un enjeu majeur dans le domaine de la
recherche en parodontologie. Le but de ces recherches est de mettre en place de nouveaux
traitements adjuvants permettant d’optimiser et de potentialiser les résultats des traitements
non chirurgicaux et chirurgicaux actuellement utilisés en clinique. L’objectif ultime serait de
limiter la progression de la pathologie en empéchant la dégradation des tissus parodontaux tout
en assurant la régénération des tissus endommaggs.

C’est pourquoi nous nous sommes intéress€s au développement d’une membrane de
PCL fonctionnalisée par la BMP-2 et supplémentée en CSMs. Cette membrane implantable a
présenté un intérét dans la régénération osseuse maxillaire. En effet, ’application de cette
membrane biodégradable et biocompatible au sein d’une 1€sion osseuse maxillaire a permis
d’accélérer le comblement osseux de celle-ci.

De plus, nous avons cherché a mettre en évidence I’implication de deux molécules dans
le développement de la parodontite, et plus précisément dans le processus inflammatoire. Dans
un premier temps, nous avons ¢tudié le réle de Grem1, un antagoniste de la BMP-2, dans les
parodontites. Des modulations de son expression ont été observées ex vivo sur des tissus
gingivaux issus de patients sains et atteints de parodontite, in vivo dans un modele d’abces
induit par P. gingivalis et in vitro sur différents types cellulaires du parodonte infectés par P.
gingivalis. Dans un second temps, nous avons mis en ¢vidence I’implication de PHB1 dans les
parodontites in vitro et in vivo. Dans cette these, nous avons démontré le role de PHB1 dans la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires. De plus, nous avons étudié I’intérét d’un ligand
de PHBI dans le traitement de la parodontite. La sulfonylamidine IN44 a démontré des effets
anti-inflammatoires et a permis de diminuer la production de superoxydes.

Les travaux menés durant cette thése ont alors permis de mettre en évidence I’intérét
d’une membrane implantable fonctionnalisée dans la régénération osseuse maxillaire grace a
ses propriétés ostéoformatrices. De plus, nous avons démontré 1’implication de Grem1 et de
PHBI dans les parodontites. Des études complémentaires sont nécessaires afin d’approfondir
les connaissances sur les mécanismes activés par ces molécules. Cependant, Grem1 et PHBI

pourraient présenter un intérét dans le traitement et la prise en charge de la parodontite. En
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effet, ils pourraient constituer une cible potentielle dans le traitement de la parodontite ou un

biomarqueur dans le diagnostic de cette pathologie.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Inflammation
Infrabony defect

Objectives: The purpose of this systematic review was to determine the potential interest of parathyroid hormone
(PTH) as an adjunct to periodontal treatment based on studies performed in rodents.

Materials & methods: Electronic databases (MEDLINE, Web of Science) were searched up to December 2019.
Studies assessing the impact of PTH administration in experimental periodontitis in rodents have been identified.
Results: Amongst the 247 identified articles, 10 met the inclusion criteria and were included in this systematic
review. Experimental periodontitis was mainly induced by ligature placement or surgically with a dental bur. All
studies considered bone healing after PTH administration at different frequencies as primary outcome. Results
showed that an intermittent administration of PTH promoted bone healing and neovascularization. Nevertheless,
a decrease of soft tissue inflammation was also observed.

Conclusion: Intermittent administration of PTH appears to enhance significantly periodontal healing and to
promote alveolar bone regeneration. However, due to the risk of side effects, the development of scaffolds
allowing its local and time-controlled delivery is of importance.

Parathyroid hormone
Periodontal regeneration
Periodontitis

1. Introduction

Periodontal diseases are inflammatory diseases of infectious origin
with a high prevalence worldwide (Kinane, Stathopoulou, & Papapanou,
2017). Amongst them, periodontitis, is characterized by inflammation
and destruction of tooth supporting tissues and was linked to several
systemic diseases such as cardiovascular diseases (Huck et al., 2011),
diabetes (Chapple, Genco, & Working group 2 of joint EFP/AAP work-
shop, 2013), obesity (Keller, Rohde, Raymond, & Heitmann, 2015) and
rheumatoid arthritis (Fuggle, Smith, Kaul, & Sofat, 2016). Its impact on
oral health-related quality of life and masticatory function (Pereira
et al.,, 2011; Sulaiman et al., 2019) emphasizes the need of efficient
treatment. Currently, periodontal treatment aims to control periodontal
inflammation through restoration of an imbalance between periodontal
flora and host-response. It consists of mechanical removal of supra and
sub-gingival biofilms with potential adjunct of chemotherapy such as
the use of antibiotics, antiseptics or anti-inflammatory drugs through
systemic or local delivery in most severe cases (Agossa, Morand,

Tenenbaum, Davideau, & Huck, 2016; Pretzl et al., 2018; Quirynen,
Teughels, De Soete, & van Steenberghe, 2002). Current periodontal
strategies are, in most of the clinical scenario effective, however, in
severe cases with presence of infrabony defects, non-surgical peri-
odontal treatment outcomes may be decreased and correlated with the
establishment of a long junctional epithelium rather than ad integrum
regeneration of periodontal tissues (Sculean, Chapple, & Giannobile,
2015).

To achieve periodontal regeneration and to improve treatment out-
comes, new pharmacological approaches have been suggested. Indeed,
the local administration of signaling molecules such as growth factors,
anti-cytokines or hormones has been evaluated due to their modulating
effects on inflammation and bone metabolism (Oortgiesen, Walboomers,
Bronckers, Meijer, & Jansen, 2014; Suarez-Lopez Del Amo, Monje,
Padial-Molina, Tang, & Wang, 2015). An increasing interest has also
been made on parathyroid hormone (PTH) or parathyroid
hormone-related protein (PTHrP) based on clinical evidences demon-
strating interactions between thyroid disorders and periodontal diseases
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(Zahid, Wang, & Cohen, 2011). Endogenous PTH and PTHrP play a
crucial role in the development of trabecular bone mass and cartilagi-
nous growth plate especially in the fetus and the neonate (Goltzman,
2008). PTH is secreted by the parathyroid glands and is considered as
one of the major systemic regulator of calcium metabolism and bone
remodeling (Goltzman, Mannstadt, & Marcocci, 2018). PTH structure
includes 84 amino acids with its biological activity associated to the
NH2-terminal 34 residues (PTH[1-34]). This NH2-terminal domain in-
teracts with a G-protein-coupled receptor called the PTH/PTHrP re-
ceptor type 1 (PTHR-1) expressed notably in bone (Taylor & Tovey,
2012) (Fig. 1). PTH binding to this receptor activates different types of G
protein subclasses, Gas and Gag/11 resulting in the activation of protein
kinase A or protein kinase C respectively (Goltzman et al., 2018), both
contributing to the modulation of bone metabolism associated pathways
involving RANK/RANKL/OPG, Wnt/p-catenin (Silva, Costa, Cusano,
Kousteni, & Bilezikian, 2011) and MAPK (Miao et al., 2001). PTH is
physiologically involved in the regulation of RANKL secretion via the
PI3K/AKT/STATS5 signaling pathway (Sun, Wang, & Yin, 2020). Bone
remodeling is a physiological process which occurs constantly
throughout human life, orchestrated notably by RANKL/OPG ratio. The
modification of the bone remodeling cycles could lead to bone
destruction as observed in the context of periodontitis (Xu et al., 2019;
Yan et al., 2020). Endogenous PTH is mainly involved in the bone for-
mation phase by regulating the expression of transcriptional regulator of
osteoblastic differentiation factors such as RUNX2 (Goltzman, 2008).
The anabolic role of endogenous PTH and PTHrP on bone remodeling
process was demonstrated in animals deficient in PTH or/and PTHrP as
they exhibit skeletal abnormalities (Siddiqui & Partridge, 2016).

Based on its properties, this hormone has already been approved as
an anabolic treatment for osteoporosis by Food & Drug Administration
(Wojda & Donahue, 2018). Its administration stimulates bone remod-
eling and reduces the risk of vertebral and non-vertebral fractures
especially in postmenopausal osteoporotic women (Leder, 2017).
Interestingly, PTH has two opposite effects depending on the frequency
of administration. Intermittent administration increases bone formation
and promotes bone mineral density. At contrary, continuous adminis-
tration of PTH increases bone resorption through regulation of RANKL
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and OPG. Such catabolic effect is correlated to an increased risk of
vertebral and hip fracture (Silva & Bilezikian, 2015). As alveolar bone is
a major component of periodontium and is significantly destroyed during
periodontitis, PTH administration has been suggested to be used in
periodontal lesion management.

This systematic review aims to evaluate the effect of PTH adminis-
tration on periodontal healing in experimental periodontitis induced in
rodents to determine the therapeutic potential of PTH and the most
effective route and protocol of administration.

2. Materials and methods
2.1. Focused question
In this systematic review, the following question was addressed:

e Is PTH influencing periodontal healing in experimentally induced
periodontitis in rodent models?

2.2. Screening and selection criteria

The results of this systematic review were reported following the
PRISMA guidelines (Moher, Liberati, Tetzlaff, Altman, & PRISMA
Group, 2009). Studies were identified independently by two blinded
researchers from the following databases: MEDLINE and Web of Science
up to December 2019. An additional hand search was also performed in
references list of included articles and reviews. The following strategy
was used in the search using Boolean operators and an asterisk symbol
(*) as truncation to identify papers using MesH, keywords and other free
terms: ((PTH) OR (parathyroid hormone) AND (periodontitis OR alve-
olar bone OR periodontal treatment OR periodontal healing OR peri-
odontal destruction)) AND (mouse OR rat). Only articles published in
English language have been considered. After titles and abstracts
screening by two reviewers (C.S., O.H.), studies were categorized as
suitable or not for inclusion. Full-texts were then evaluated to allow
clear decision and disagreements between reviewers were resolved after
discussion.

PTH / PTHIP s
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v i i
< : Regm i~ Osteocytes B
o by a
a! Y
l 8 & Q12113
H MAPK  SOST/Sclerostin Plﬁ: as
RANKL oPG { I'd
I ! ; | | " ¥ + RhoA
H } DAG cAMP \
3 ERK1/2 i 2+ ' BLD
Osteoclast Bcatenin ca* ¥ -
precursors PKC e ELS \AKT
LG STATS

Osteoclasts
Osteoblast

precursors

Bone resorption

-
¥
Mesenchymal
stem cells + +
\ Osteoblasts
—_—

CREB, cFos, ERK

Runx2, Osx
NFkB ?

Bone formation

Fig. 1. Implication of PTH and PTHrP on bone remodeling. PTHR-1 is expressed by osteoblast precursors and osteocytes. The binding of PTH to its receptor
activates several intracellular pathways such as Ga/cAMP/PKA, Goagq/IPC/PLC, Ga12/13/RhoA/PLD. These signaling pathways lead to an increase in the expression
of CREB, cFos, Runx2 and Osx involved in osteogenesis. Osteocytes synthetize ERK1/2 through the activation of MAPK pathways. ERK1/2 promote osteoblastic
differentiation, decrease SOST/sclerostin leading to an increase of f-catenin that is involved in osteoblastic differentiation. The binding of PTH to PTHR-1 on
osteoblast precursors results in an up-regulation of RANKL and a down-regulation of OPG expression inducing osteoclastic maturation. PTH is also involved in the
recruitment of MSC at lesion site. AKT : Protein kinase B, cAMP : cyclic adenosine monophosphate, DAG : diacylglycérol, ERK : extracellular signal-regulated kinase,
IP3 : inositol triphosphate, MAPK : mitogen-activated protein kinase, MSC : mesenchymal stem cells, OPG : osteoprotegerin, PKA : Protein kinase A, PKC : Protein
kinase C, PI3K : phosphoinositide-3 kinase, PLC : phospholipase C, PTH : Parathyroid hormone, PTHrP : Parathyroid hormone related peptide, RANKL : Receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand, SOST : sclerostin precursor, STAT5 : transducer and activator of transcription 5.
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2.3. Eligibility criteria

A study was considered eligible for inclusion in this systematic re-
view if it met the following criteria: (1) in vivo study, (2) experimental
induced periodontitis, (3) rodent model, (4) administration of PTH.
Reviews, clinical trials in Humans and studies not focusing on peri-
odontitis related outcomes were excluded. All the preselected articles
were analyzed in accordance with the predefined eligibility criteria.

2.4. Outcomes

Quantitative and qualitative outcomes measurements relative to
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bone formation, bone loss and modulation of inflammatory markers
were extracted from the included studies.

2.5. Risk of bias assessment

Risk of bias was determined using SYRCLE’s RoB tool based on the
Cochrane RoB tool (Hooijmans et al., 2014). This tool contains 10 en-
tries to assign a judgment of low, high or unclear risk of bias for each
study. The tool provides a score based on the following questions: Was
the allocation sequence adequately generated and applied? Were the
groups similar at baseline or were they adjusted for confounders in the
analysis? Was the allocation to the different groups adequately

=
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Fig. 2. Selection of the studies.
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concealed during the study? Were the animals randomly housed during
the experiment? Were the caregivers and/or investigators blinded from
knowledge which intervention each animal received during the exper-
iment? Were animals selected randomly for outcome assessment? Was
the outcome assessor blinded? Were incomplete outcome data
adequately addressed? Are reports of the study free of selective outcome
reporting? Was the study apparently free of other problems that could
result in high risk of bias? Risk of bias was evaluated by two reviewers
(C.S., O.H.). Disagreements between reviewers were resolved after
discussion

3. Results
3.1. Studies selection

The flow diagram of the literature search is presented in Fig. 2.
Overall, 247 articles were identified by querying selected databases
(Medline/Pubmed and Web of Sciences). After removal of duplicates,
183 articles were screened. 158 articles were excluded based on title and
abstract. Amongst the 25 remaining articles, 10 were selected for full-
text review. Three studies were excluded as they evaluated socket
healing after teeth extraction, 8 because PTH was used in combination
with other therapeutic modality or hormone and 4 were excluded
because they were not focused on periodontal healing. Regarding the 10
included studies, 5 used a model of periodontitis induced by ligatures, 4
analyzed bone healing after a periodontal defect created by dental bur or
orthodontic forces and one used streptozotocin-induced diabetic
periodontitis.

3.2. Studies characteristics

All the identified studies were published between 2003 and 2019.
Nine studies were performed in male rats aged 4 weeks to 3 months and
one study used 8 weeks old male mice (Barros, Silva, Somerman, &
Nociti, 2003; Chen et al., 2017; Kim et al., 2018; Lossdorfer, Yildiz, Gotz,
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Kheralla, & Jager, 2010; Otawa, Tanoue, Kido, Sawa, & Yamashita,
2015; Tokunaga et al., 2011; Vasconcelos et al., 2014; Wang, Du, & Ge,
20165 Yoshida et al., 2019; Zhang et al., 2017). Otawa et al. have used
mice mutant for lymphotoxin A (LTA) (Otawa et al., 2015). Character-
istics of the included studies are presented in Tables 1-4. Risk of bias
amongst included studies ranged from 2 (Kim et al., 2018) to 6 (Barros
et al., 2003) (Table 5).

3.3. Induction of periodontal defect

Several models have been used to induce periodontal destruction. In
some studies, periodontal defects were surgically created with dental
bur (Vasconcelos et al., 2014; Wang et al., 2016; Yoshida et al., 2019)
(Table 1) while in two others, experimental periodontitis was induced
by ligature placement (Chen et al., 2017; Kim et al., 2018) (Table 3). In
Lossdorfer et al. study, an orthodontic force was applied on first and
second molars to induce the development of an interdental defect
(Lossdorfer et al., 2010) (Table 4). Interestingly, three studies evaluated
the effect of PTH administration on alveolar bone loss in
streptozotocin-induced diabetic rats (Chen et al., 2017; Kim et al., 2018;
Zhang et al., 2017) (Table 2).

3.4. Mode of PTH administration and dose

In included studies, PTH was in most of the cases administered by
subcutaneous injections (Barros et al., 2003; Chen et al., 2017; Kim
et al., 2018; Lossdorfer et al., 2010; Otawa et al., 2015; Vasconcelos
et al., 2014; Wang et al., 2016; Yoshida et al., 2019; Zhang et al., 2017).
A local injection at the gingival level was performed solely in the study
of Tokunaga et al. (Tokunaga et al., 2011). Several concentrations of
PTH were used ranging from 5 pg/kg (Tokunaga et al., 2011) to 160
ug/kg (Zhang et al., 2017).

Table 1
Studies evaluating the effect of PTH treatment after a periodontal defect surgically created with dental bur.
Study Species, Strain, Test group Test Type of periodontal defect PTH / Control Results
Sex, Weight (g), (s) (n) period (concentration)
Age (days) Administration mode
Frequency Period (days)
At 4 weeks, bone volume fraction is
PTH/SPG- significantly greater in the PTH group
Rats 178 (10) PTH (1-34) 40 pg/kg (p<0.0001). Approximately 30% increase in
bone volume fraction.
PTH/ . .
Yoshida et al. Wistar Unfiled 14/28 z::;?:g:\tihd;:ii;s ltl):ﬁ_l(gng Combination therapy PTH improved bone formation
(19) mm)
Male Saline/ Subcutaneous injections
SPG-178 PTH administration increased significantly
250-300g Intermittent VEGF-positive cells after 2 and 4 weeks of
10 weeks (10) Every 2 days treatment (p<0.05-0.0001)
14 or 28 days
Rats SDF-1a SDF-1a + PTH (1-34) (40 pg/ At 2 weeks, increase in newly formed bone
only (15) kg) with PTH treatment (p<0.05)
Wistar flTsI;I only Periodontal defect (length x Combination therapy
Wang et al. Male 8/7/14/ height x depth : 5 mm x 4 mm x Intraperitoneal injection
28/56 1 mm) surgically created with R PTH promotes the migration of CXCR4+
220-250g PTH + dental bur Intermittent cells in periodontal defects (p<0.05)
SDF-1a Sacrifice 3 days,7 days, 14
8 weeks (15) days,
28 days, 56days
Treated
Rats group T14 PTH (1-34) (40 pg/kg)
®) . . PTH administration increases bone
Vasconcelos . Periodontal defect surgically ST .
ot al. Wistar Treated 14/21 created with dental bur (2 mm) Subcutfaneous 1nJ§cF10ns. forme.ltl.on (p<0.01) and decrejases
Male 21 Intermittent administration remaining bone defect extension (p<0.01)
254+/-16,6g f;;’“p Every 2 days,
8 weeks 14 or 21 days
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Table 2
Studies evaluating the effect of PTH treatment in diabetic animals with periodontitis.
Study Species, Strain, Test group(s) (n) Test Type of periodontal PTH / Control (concentration) Results
Sex, Weight(g), period defect Administration mode
Age (day) Frequency Period (day)
Rats Periodontitis (7) PTH 40 pg/kg
F344 (Japan Periodontitis + R
Subcutaneous injections
SLC) PTH (6) . .
. . . PTH administration decreases alveolar bone loss
. Diabetes + Periodontitis — . L . . L
Kim . . . . Intermittent in diabetes rats with periodontitis and promotes
periodontitis (6) 30 induced bilaterally - . X
etal. K . bone formation compared with control group (p <
Diabetes + ligature
Male . L. 0.05)
Periodontitis - 3 times per week 30 days
PTH (6) perw 4
Control (10)
Rats g:lli{n; lf?itu:fu(rl:) Subcutaneous injections PTH administration decreases significantly bone
Sprague 10) § PTH (1-34) 75 pg/kg loss in diabetes rats with periodontitis (p<0.05)
Chen Saline + ligatur e Periodontitis -
etal Dawley LStz O)g 28 induced bilaterally - Intermittent
’ . ligature PTH induced a decrease in inflammatory cell
Male PTH + Ligature + infiltration (p<0.05)
180-220g STZ (10) 4 times a week 28 days ’
6-8 weeks Control (10)
Low, middle and high dose of PTH significantly
Rats PTH (1-34) prevented alveolar bone loss compared with
diabetic rats without treatment (p<0.05)
Sprague Low-dose PTHrP Low dose (40 pg/kg)
Middle- in-
Zhang Dawley iddle-dose .StrePtOZOFOCIH. Middle dose (80 pg/kg)
PTHrP 84 induced diabetic . .
et al. Male eriodontitis High dose (160 pg/kg) Number of inflammatory cells decreased with PTH
P & . p & 'g (low, middle, high dose) treatment compared with
Subcutaneous injections . . .
. . diabetic rats without treatment (p<0.05)
High-dose PTHrP Intermittent
200-225g .
Daily for 5days per week
84 days
Table 3
Studies evaluating the effect of PTH treatment after periodontitis induced by ligature.
Study Species, Strain, Sex, Test group(s) Test Type of periodontal defect PTH / Control Results
Weight(g), Age (n) period (concentration)
(day) Administration mode
Frequency
Period (day)
) Periodontitis + Pulp exposure of the mandibular ~ PTH(1-34) (40 pg/kg/
Mice ve o) molar to assess the effect of day) subcutaneous
plaque contamination fnjections PTH treatment reduced inflammation and
Homozygous . . .
Otawa et al. 30 - . . protected against tissue destruction
mutant for LTA . . Periapical lesions Intermittent . o
(Jackson) Periodontitis + caused by periodontitis (p<0.001)
PTH (7) .
Male Ligature - periodontitis Daily
8 weeks § P 21 days
Rats PTH low dose PTH (1-34) PTH increased significantly mineralized
©) area of bone nodule
PTH high
Fischer © igh dose Low dose (1 pg/50 pL)
Tok
oetu;aga Male 35/70 Periodontitis - Ligature High dose (5 pg/50 pL) 56% and 29% of the total bone loss were
’ Buccal gingiva injections  reversed by treatment with low and high
8 weeks Control (12) Intermittent dose of PTH respectively (p<0.005)
3 times a week 35 or 70
days
PTH + ligature
Rats (105) PTH (1-34) (40 pg/kg)
Wistar PTH - ligature Subcutaneous injections Number of inflammatory cells decreased
Barros et al. (10) 30 Periodontitis - Ligature J in PTH-treated group compared with
Male Placebo Intermittent 3 times/ placebo group (p<0.05)
ligature (10) week
4 weeks § 28 days

3.5. Timing and duration of PTH administration

In all studies, intermittent protocol of administration was performed.

et al., 2018; Lossdorfer et al., 2010; Tokunaga et al., 2011; Vasconcelos
et al., 2014; Yoshida et al., 2019). The duration of administration varies

between 3 (Wang et al., 2016) and 84 days (Zhang et al., 2017).

However, the frequency of administration as well as the treatment

duration varied between studies. Different timing and duration of PTH
administration protocols have been used. Indeed, most of the studies
injected PTH each 2 days (Barros et al., 2003; Chen et al., 2017; Kim

3.6. Bone healing

In all included studies, bone healing after PTH administration was
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Table 4
Studies evaluating the effect of PTH treatment after orthodontic force induced periodontal lesion.
Study Species, Strain, Test Test Type of periodontal defect PTH / Control (concentration) Results
Sex, Weight(g), group(s) period (d) Administration mode
Age (n) Frequency Period (d)
Rats PTH (5 pg/kg)
i Wistar Orthodontic forces (5 days) Subcut‘aneous injections PTH ad‘min.istration failed to alter QPG
Lossdorfer 7 groups 8/10/14/ . . Intermittent expression in the early phase of periodontal
et al. Male (10) 17/21/70 Perwdf)ntal lesions . repair but enhanced it significantly in the late
300g 3months necrosis — root resorption Every second day for phase from day 21
old 8,10,14,17,21, 56 and 70 days
Table 5
Quality and risk of bias assessment.
Sequence Baseline Allocation Random Investigator Random Blinding Incomplete Selective Ethical Score
generation characteristics concealment housing blinding outcome of outcome outcome consideration
assessment  outcome data reporting
Yoshida U Y U Y U U U Y Y Y 5
et al.
Kim et al. U N U 8] U U U 8] Y Y 2
Chen et al. Y Y U Y U U U U Y Y 5
Zhang et al. Y N U 0) 0) 6) U 0) Y Y 4
Wang et al. Y Y U U U 18] U 8) Y Y 4
Otawa et al. U Y U 8] 8] 8] U Y Y Y 5
Vasconcelos 0) Y 0) Y 0) 0) 0) Y Y Y 5
et al.
Tokunaga U Y U Y U 0) U Y Y Y 5
et al.
Lossdorfer U Y U Y 0) 18] U N Y Y 4
et al.
Barros et al. Y Y 0) Y 0) 0) 0) Y Y Y 6

evaluated as primary outcome. Different methods were used to compare
bone regeneration, such as Micro-CT analysis (Chen et al.,, 2017;
Tokunaga et al., 2011; Yoshida et al., 2019), histomorphometric analysis
(Barros et al., 2003; Chen et al., 2017; Lossdorfer et al., 2010; Otawa
etal., 2015; Tokunaga et al., 2011), immunohistochemistry (Chen et al.,
2017; Lossdorfer et al., 2010; Wang et al., 2016; Zhang et al., 2017),
enzymohistochemistry (Vasconcelos et al., 2014) and polarizing light
microscopy (Vasconcelos et al.,, 2014). In all studies, an increase of
newly formed bone was measured independently of the duration of
administration (Wang et al., 2016) and up to 84 days of treatment
(Zhang et al., 2017). Interestingly, Lossdorfer et al. have studied the
effect of PTH administration during the early and late phase of peri-
odontal repair in a rat model. They have shown that the re-establishment
of the imbalance of OPG/RANKL ratio induced by intermittent injection
of PTH promoted hard tissue repair (Lossdorfer et al., 2010)
(Tables 1-4).

3.7. Inflammation response and vascularization

As periodontitis is an inflammatory disease, the influence of
adjunctive treatment, i.e PTH administration, on soft tissue inflamma-
tion and inflammatory cytokines secretion is of importance. A decrease
in inflammatory cell infiltration was observed following PTH treatment
(Barros et al., 2003; Chen et al., 2017; Otawa et al., 2015). Indeed, low,
middle and high doses of PTHrP (1—34) could prevent upregulation of
IL-1B and IL-6 secretion (Zhang et al., 2017). Interestingly, PTH may
prevent or reverse the pro-inflammatory effects associated with lipo-
polysaccharide (LPS) stimulation emphasizing its anti-inflammatory
properties (Barros et al., 2003).

Vascularization is a key phenomenon of wound healing as blood
supply and development of micro-vascularization are mandatory. In the
included studies, PTH administration induced an increase of VEGF-
positive cells near blood vessels within the connective tissues and
capillary ingrowth (Yoshida et al., 2019).

3.8. Diabetes and PTH

Three studies have evaluated the influence of PTH treatment in bone
healing in diabetics rats (streptozomicin-induced diabetes model) (Chen
etal., 2017; Kim et al., 2018; Zhang et al., 2017). In this specific model,
periodontitis was induced by ligature placement (Chen et al., 2017; Kim
et al., 2018) or solely associated with the diabetes development (Zhang
et al., 2017). Results showed that PTH administration could decrease the
periodontal ~damage caused by ligature placement and
streptozocin-induced diabetes. Moreover, PTH injections seemed to
decrease osteoclastogenesis in the alveolar bone tissue in
periodontally-affected diabetic rats. Indeed, the number of osteoclasts in
the diabetic group was more important than in control independently of
the dosage of PTH (Zhang et al., 2017) (Table 2).

4. Discussion

This systematic review demonstrated that administration of PTH in
the context of experimental periodontitis could be an interesting host-
modulatory therapy that may be used as an adjuvant to periodontal
treatment. However, mode and frequency of administration influence
significantly the periodontal healing outcomes as PTH displays both
anabolic (bone formation) and catabolic (bone resorption) properties.

PTH plays a role in several physiological mechanisms such as tooth
eruption, and in periodontal tissue formation, emphasizing its potential
application as a therapeutic agent (Ono, Sakagami, Nishimori, Ono, &
Kronenberg, 2016). PTH is already employed in the management of
post-menopausal, male and cortisonic osteoporosis owing to its anabolic
properties (Dang, Koh, Jin, McCauley, & Ma, 2017). In osteoporotic
patients, administration of PTH and PTHrP analogs has already
demonstrated its ability to promote bone formation through release of
growth factors from the skeletal matrix and by decreasing apoptosis of
osteoblasts (Leder, 2017). Such anabolic effect is mainly related to the
activation of cAMP-protein kinase signaling pathway associated with
the induction of pro-osteogenic factors’ expression (Yoshida et al., 2019)
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(Fig. 1). Moreover, PTH has also an inhibitory effect on the induction of
sclerostin, consequently, contributing to bone formation (Kim et al.,
2018; Zhang et al., 2020). Thus, pulsatile administration of PTH in-
creases osteoblastic activity and decreases osteoclastic activity. PTH also
reduces the RANKL/OPG ratio (Chen et al., 2017). A new synthetic
analog of PTH and PTHrP, named abaloparatide, has been used for the
management of osteoporosis (Iolascon et al., 2020). The pharmacoki-
netics profile of PTH, PTHrP and abaloparatide are similar, and an
intermittent administration is required for all (Hattersley, Dean, Corbin,
Bahar, & Gardella, 2016). These three molecules share many of their
amino acid residues and abaloparatide exhibits 41 % and 76 % homol-
ogy to PTH and PTHrP respectively (Tella, Kommalapati, & Correa,
2017). Intermittent administration is essential to obtain an anabolic
response, resulting in an increase in osteoblast number. Indeed, this type
of administration is similar to the physiological cycles of systemic PTH
secretion (Jilka, 2007). Such pulsatile administration of PTH induces a
peak of Runx2 expression and anti-apoptotic signaling at each injection.
Therefore, it activates short bursts of survival signaling causing repeated
delay in apoptosis with an eventual reduction in the prevalence of
damaged osteoblasts (Jilka, 2007). At contrary, continuous PTH
administration blocks osteoblastic differentiation (Wang, Liu, Buhl, &
Rowe, 2005) as observed in primary and secondary hyperthyroidism
(Rajkumar & Levine, 2020). This disease leads to skeletal deformities,
bone pain and pathological fractures (Bandeira et al., 2014) associated
to increased bone resorption and hypercalcemia (Maruyama et al.,
2020).

Furthermore, intermittent administration of PTH has already shown
its efficiency in calvarial defect healing with a significant increase in
bone mineral density (Silva et al., 2015). Based on the beneficial prop-
erties of PTH and positive clinical outcomes obtained in the context of
osteoporosis management, the use of PTH was evaluated for periodontal
treatment purposes. To our knowledge, only one randomized clinical
trial was performed in Humans (Bashutski et al., 2010). In this regard,
40 patients with severe chronic periodontitis were treated with peri-
odontal surgery and concomitant teriparatide or placebo administration
for 6 weeks. All of them received oral calcium and vitamin D supple-
mentation during the treatment. The group treated with PTH displayed a
faster bone healing compared with that of the placebo group. A signif-
icant bone gain was observed after 6 months and 1 year (29 % in ter-
iparatide treated group and 3 % in placebo group). Periodontal probing
depth and clinical attachment level were also improved with PTH
treatment (Bashutski et al., 2010). In this systematic review, we focused
only on studies performed in experimental periodontitis induced in ro-
dents. All included studies demonstrated a beneficial effect of PTH
administration on periodontal and bone healing. Interestingly, regard-
less of the periodontal defect, PTH was able to increase bone formation
and to limit alveolar bone loss induced by periodontitis, even in case of
diabetes. Moreover, PTH had an impact on soft tissue inflammation
illustrated by a decrease in inflammatory cells infiltration. The under-
lying mechanisms induced by the action of PTH on inflammation remain
unclear. However, PTH seems to cause a rapid decrease in the expression
of inflammatory cytokines such as IL-1, IL-6, and TNF-a (Dohke et al.,
2018). Such effect was also observed in a model of tooth extraction in
rats, where intermittent PTH administration suppressed inflammation,
promoted collagen synthesis and induced new blood vessels formation
in addition to its pro-osteogenic properties (Kuroshima, Mecano,
Tanoue, Koi, & Yamashita, 2014).

The use of PTH is associated to potential side effects such as nausea,
vomiting, hypertension, dizziness and allergic reaction (Valderrama,
Jung, Thoma, Jones, & Cochran, 2010). A mild hypercalcemia could also
be observed inducing the need of plasmatic calcium level monitoring
(Thiruchelvam, Randhawa, Sadiek, & Kistangari, 2014). Therefore,
mode of PTH administration appears to be of high importance. In the
context of periodontal treatment, local administration appears the most
promising due to increased anabolic effect on bone while reducing the
risk of side effects (Dang et al., 2017). For local application, the
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relatively short half-life of PTH (8 min) induces the need of quick release
of active molecule from the scaffold (Dang et al., 2017). Several stra-
tegies have been developed and evaluated to obtain a local delivery of
the hormone in large bone defects (Lopes, Martins-Cruz, Oliveira, &
Mano, 2018) or around dental implants for bone regeneration (Valder-
rama et al.,, 2010). In these studies, new scaffolds such as hydrogel
matrix and membranes were synthesized that induced significant bone
regeneration (Dang et al., 2017; Wojda, Marozas, Anseth, Yaszemski, &
Donahue, 2019). Recently, a biodegradable 3D nanofibrous scaffold was
developed to deliver locally the PTH intermittently for 21 days. This
local pulsatile delivery decreased the risk of side effects, commonly
observed in case of systemic administration and induced bone healing in
a critical size calvarial defect (Dang et al., 2017).

Rodents are often used to investigate molecular mechanisms
involved in periodontitis and to validate potential treatment strategies
(Batool et al., 2018; Graves, Kang, Andriankaja, Wada, & Rossa, 2012).
Indeed, their use can overcome the limitations associated with in vitro
studies, especially, owing to their multicellular aspects and the lack of
complexity in the mechanisms involved. In the context of PTH admin-
istration as adjuvant to periodontal treatment, several models were used
in the identified studies. In most of the studies, periodontal lesion was
induced either surgically or by mechanical trauma induced by ligature
placement. Such models are of interest as they are well characterized
and extensively used, however, they did not incorporate the infectious
component found in periodontitis. Such parameter is of paramount
importance as the presence of periodontal pathogens may alter the
response to a potential treatment and bone regeneration as observed for
Porphyromonas gingivalis (Okumura et al., 2019). Nevertheless, a specific
focus should be made on the PTH doses administered to the rodents. In
the studies analyzing the impact of PTH on periodontal healing, PTH
doses used ranged from 5 to 160 ug/kg. As observed in studies assessing
the impact of PTH on long bone fracture healing in rats, the PTH doses
used in these studies were high when compared to human equivalent
doses. While using the Body Surface Area normalization method, 5, 40,
75, 80 and 160 pg/kg are comparable to 49, 390, 730, 778 and 1557 pg
respectively for a human weighing 60 kg (Reagan-Shaw, Nihal, &
Ahmad, 2008) which are high, considering the recommended dose for
osteoporosis management (Tsai, Lee, David, Eastell, & Leder, 2019). As
some studies demonstrated a dose-response effect, such parameter
should be considered in future studies to allow translation of the results
to Humans.

Nevertheless, this systematic review presents some limitations. Only
few publications related to the evaluation of PTH in the context of
periodontal treatment were available. Moreover, the important varia-
tion of defect type and evaluation methods do not allow a meta-analysis.

5. Conclusion

Periodontal management of deep periodontal defects is challenging
and new innovative adjuvant therapies should be developed to improve
tissue regeneration. Within the limitations of this systematic review,
intermittent administration of PTH appears to enhance significantly the
periodontal healing and to promote alveolar bone regeneration. How-
ever, local cost-effective mode of intermittent PTH delivery should be
developed and evaluated in Human randomized clinical trials.
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Modulation pharmacologique de la réponse cellulaire maxillaire :

développement de nouvelles stratégies

Résumé

L’objectif ultime du traitement des parodontites repose sur la résolution de
I’inflammation et de I’infection ainsi que sur la régénération des tissus 1€sés. Les travaux menés
durant cette thése portent tout d’abord sur I’intérét de I’implantation d’une biomembrane de
polycaprolactone fonctionnalisée par BMP-2 et supplémentée en cellules souches
mésenchymateuses pour la régénération osseuse in vivo dans un modéle murin de défaut osseux
maxillaire. Ensuite, nous avons mis en évidence une augmentation de 1I’expression de Gremlinl
par Porphyromonas gingivalis in vivo dans un modele d’abces sous cutanée et in vitro sur des
cellules épithéliales, ainsi que sur des tissus gingivaux prélevés chez des patients atteints de
parodontite. Puis nous avons démontré in vitro I’implication de la Prohibitinel dans la réponse
inflammatoire induite par P. gingivalis, et le role de son ligand IN44 dans la modulation de

I’inflammation.

Mots clés : maladie parodontale, régénération osseuse, inflammation, Gremlin1, Prohibitinel

Abstract

The ultimate goal of the treatment of periodontitis is the resolution of the inflammation
and infection as well as the regeneration of the damaged tissues. The work carried out during
this thesis focuses first on the interest of the implantation of a polycaprolactone biomembrane
functionalized by BMP-2 and supplemented with mesenchymal stem cells for in vivo bone
regeneration in a mouse model of maxillary bone defect. Then, we demonstrated an increase
of Gremlin1 expression by Porphyromonas gingivalis in vivo on a subcutaneous abscess model
and in vitro on epithelial cells, as well as on gingival tissues collected from patients with
periodontitis. We then demonstrated in vitro the involvement of Prohibitinl in the
inflammatory response induced by P. gingivalis, and the role of its ligand IN44 in the

modulation of inflammation.

Keywords: periodontal disease, bone regeneration, inflammation, Gremlinl, Prohibitinl
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