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“Vale más actuar exponiéndose 
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que arrepentirse  

de no haber hecho nada” 
(Boccacio) 
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I. Le parodonte 
Le parodonte est composé par l’ensemble des tissus de soutien dentaires. Il comprend : 

l’os alvéolaire, le ligament alvéolo-dentaire ou desmodonte, la gencive, le cément radiculaire 

ainsi que des éléments nerveux et sanguins (Bosshardt and Lang, 2005 ; Pihlstrom et al., 2005 ; 

Auriol et al., 2000) (Figure n°1). 

 
Figure nº1. Schéma du parodonte. Il représente les tissus de soutien dentaires et est 

constitué par l’os alvéolaire (c), le ligament alvéolo-dentaire ou desmodonte (e), la gencive (f) 
et le cément radiculaire (d). La gencive est classiquement subdivisée en différentes zones 
topographiques, la gencive libre, la gencive attachée et la gencive interdentaire. Plus 
précisément, la gencive est composée par l’épithélium gingival buccal (b), l’épithélium 
sulculaire (g), l’épithélium jonctionnel (h) et le tissu conjonctif (k). 
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I.A. La gencive 
La gencive est en continuité avec la muqueuse buccale et constitue la partie la plus 

superficielle du parodonte. Elle débute au niveau de la ligne muco-gingivale (LMG) et recouvre 

la partie coronaire des procès alvéolaires. La LMG est absente au niveau du palais. Elle fait, à 

cet endroit, partie de la muqueuse palatine kératinisée, non mobile. La gencive se termine au 

niveau du collet des dents où elle les entoure et forme un anneau épithélial, l’épithélium 

jonctionnel (EJ). Elle assure ainsi la continuité du recouvrement épithélial de la cavité buccale 

(Bosshardt, 2018 ; Bosshardt and Lang, 2005 ; Pöllänen et al., 2012 ; Auriol et al., 2000). 

 

I.A.1.  Zones topographiques de la gencive 

La gencive est classiquement subdivisée en différentes zones topographiques : la 

gencive libre, la gencive attachée et la gencive interdentaire (Bosshardt and Lang, 2005).  

i. La gencive libre ou marginale : c’est la portion de gencive étroite, mobile, festonnée 

et sans soutien osseux qui se termine coronairement par un bord effilé en lame de 

couteau ou bord gingival libre. Elle est recouverte par un épithélium kératinisé. Elle est 

séparée de la surface dentaire par un espace virtuel que l’on appelle sillon gingivo-

dentaire ou sulcus. Cette gencive se termine apicalement par le sillon gingival libre ou 

sillon marginal qui la sépare de la gencive attachée. Ce sillon se situe au niveau de la 

jonction amélo-cémentaire. Cette partie de gencive n’est donc pas fixée mécaniquement 

à la dent mais est fixée par simple adhésion. 

ii. La gencive attachée : elle est limitée en direction apicale par la LMG qui la sépare de 

la muqueuse alvéolaire. Elle possède une consistance ferme, une couleur rose corail et 

présente souvent une surface finement granitée qui lui donne l’aspect d’une peau 

d’orange. La hauteur de la gencive attachée augmente avec l’âge (Srivastava et al., 1990 

; Tenenbaum and Tenenbaum, 1986). Elle varie selon les individus, entre les différents 

types de dents, de la position sur l’arcade et de la localisation des freins ou attaches 

musculaires. Elle sert de rupteur de force pour la gencive libre contre les sollicitations 

musculaires qui s’étendent au sein de la muqueuse alvéolaire car elle est fermement 

solidarisée à la dent par les fibres du tissu conjonctif et à l’os alvéolaire sous-jacent. 

iii. La papille interdentaire : la gencive interdentaire s’enfonce contre le septum 

interdentaire apicalement par rapport au point de contact (ou à la surface de contact). 

Dans les secteurs antérieurs, la papille interdentaire est lancéolée tandis que dans les 

zones molaires, les papilles sont plus aplaties, pyramidales dans le sens vestibulo-
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lingual. Comme la papille interdentaire a un profil qui suit le contour des surfaces de 

contact interproximales, une dépression ou col se situe entre la papille vestibulaire et la 

papille linguale (Berglundh et al., 1991 ; Dale, 2002).  

 

I.A.2. L’histomorphologie de la gencive 

D’un point de vue histomorphologique, la gencive est constituée d’une composante 

épithéliale et d’une composante conjonctive (Berglundh et al., 1991 ; Bosshardt, 2018; 

Bosshardt and Lang, 2005 ; Pöllänen et al., 2012) (Figures n°2 et 3). 

 

i. L’épithélium 

L’épithélium qui recouvre la gencive peut être différencié en trois types : 

 

a. L’épithélium buccal 

Il s’agit d’un épithélium pavimenteux, stratifié, kératinisé qui présente des digitations 

épithéliales dans le chorion gingival. Il comprend quatre couches. On distingue de la lame 

basale vers la partie la plus externe (Pöllänen et al., 2003 ; Salonen and Santti, 1985) (Figure 

n°2) :  

• Les cellules de la couche basale (stratum germinatum) sont soit cylindriques, soit 

cuboïdes et sont en contact avec la membrane basale. Les cellules basales possèdent la 

capacité de se diviser. La couche basale peut être considérée comme le réservoir des 

cellules progénitrices. 

• La couche épineuse (stratum spinosum) de l’épithélium est constituée de 10 à 20 

couches de cellules relativement larges, polyédriques, munies de prolongements 

cytoplasmiques courts. Les cellules sont attachées entre elles par de nombreux 

hémidesmosomes. 

• La couche granuleuse (stratum granulosum) est formée de cellules comportant des corps 

électro-denses de kérato-hyaline et des amas de granules contenant du glycogène 

commencent à apparaître. Ces granules semblent en relation avec la synthèse de 

kératine. 

• Les cellules de la couche cornée (stratum corneum) possèdent un cytoplasme rempli de 

kératine et la totalité de l’appareil de synthèse protéique et de production d’énergie a 

disparu (noyau, mitochondries, réticulum endoplasmique et appareil de Golgi).   
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b. L’épithélium sulculaire 

Il fait face à la dent. Il s’agit d’un épithélium pavimenteux stratifié non kératinisé 

(Pöllänen et al., 2003 ; Salonen and Santti, 1985). 

 

c. L’épithélium jonctionnel 

L’EJ dont la hauteur peut atteindre 2 mm, entoure le collet de la dent comme un anneau 

(Crawford and Hopp, 1990  ; Pöllänen et al., 2003). Cet EJ est en continuité avec l’épithélium 

sulculaire et participe à l’attache entre la gencive et la dent. Dans sa partie apicale, il n’est 

constitué que de quelques couches cellulaires alors que coronairement il est composé de 15 à 

30 couches. L’EJ est composé de deux couches, la couche basale (active sur le plan de la 

division cellulaire) et la couche supra-basale (cellules filles). Les cellules basales ainsi que les 

cellules supra-basales sont allongées selon un axe parallèle à la surface de la dent. La membrane 

des cellules de l’EJ présente des hémidesmosomes en direction de l’émail (Crawford and Hopp, 

1990 ; Dale, 2002 ; Olsson and Lindhe, 1991 ; Pöllänen et al., 2003 ; Salonen and Santti, 1985) 

(Figure n°2). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure n°2. Illustration schématique des différents types d’épithélium à la jonction 

dento-gingivale. L'épithélium de jonction présente un phénotype différent qui permet au tissu 
de se fixer à la surface de la dent et de participer à la défense de l'hôte (Pöllänen et al., 2003). 
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ii. Le tissu conjonctif gingival 

C’est le tissu prédominant de la gencive. Il est composé de fibres de collagène (60% du 

volume tissulaire, de fibroblastes (5%), de vaisseaux et de nerfs enchâssés dans une matrice 

extracellulaire (35%) (Berglundh et al., 1991 ; Olsson and Lindhe, 1991 ; Pöllänen et al., 2003). 

a. Les cellules du tissu conjonctif 

Les cellules du tissu conjonctif sont les fibroblastes (65% de la population cellulaire 

totale). Les fibroblastes sont situés entre les fibres de collagène, leur orientation spatiale étant 

conditionnée par l’organisation des faisceaux fibrillaires. Le fibroblaste est impliqué dans la 

production de divers types de fibres retrouvées dans le tissu conjonctif et dans la synthèse de la 

matrice extracellulaire du tissu conjonctif (Higa et al., 2017). Des cellules immunitaires, 

myéloïdes (monocytes, macrophages, leucocytes), lymphoïdes (lymphocytes T et B, 

plasmocytes), mastocytes (responsables de la production de certains composants de la matrice 

extracellulaire) et cellules accessoires (les cellules présentant l’antigène, les plaquettes, les 

cellules endothéliales, les cellules dendritiques) sont également retrouvées (Moutsopoulos and 

Konkel, 2018 ; Wu et al., 2014). 

b. Les fibres du tissu conjonctif 

Ce sont les fibres de collagène, de réticuline, d’oxytalane et les fibres élastiques. Les 

fibres collagènes constituent la composante essentielle du parodonte. Elles possèdent de 

nombreuses propriétés biophysiques et biochimiques qu’elles confèrent aux tissus (résistance 

aux tractions et aux forces mécaniques, souplesse, digestion par des enzymes protéolytiques 

(collagénases, protéases)). Ces fibres confèrent à la gencive une forme stable, et si elles se fixent 

en dessous de l‘EJ, elles les protègent contre les forces de cisaillement et stabilisent les dents. 

Au sens large, les fibres périosto-gingivales peuvent également être comptées parmi les fibres 

gingivales. Elles fixent la gencive sur le procès alvéolaire. Selon leur insertion et leur trajet à 

travers les tissus, les faisceaux orientés dans la gencive peuvent être divisés en plusieurs 

groupes (Berglundh et al., 1991 ; Dale, 2002 ; Lopez et al., 1976 ; Palmer and Lubbock, 1995 ; 

Romanos and Bernimoulin, 1990).  

Les fibres dento-gingivales comprennent les fibres circulaires et semi-circulaires, les 

fibres dento-périostées, les fibres transeptales et on trouve aussi les fibres alvéolo-gingivales, 

interpapillaires, transgingivales, périosto-gingivales, intercirculaires et intergingivales. 

Les fibres de réticuline sont des fibres qui se trouvent normalement connectées aux fibres 

de collagène les plus fortes. Elles correspondent à des fibrilles de collagène récemment formées, 

qui peuvent poursuivre leur polymérisation et se transformer en fibres et en faisceaux. Elles 

sont présentes aux interfaces entre l’épithélium et le tissu conjonctif (Lopez et al., 1976 ; 
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Lorencini et al., 2009 ; Romanos and Bernimoulin, 1990). Les fibres élastiques n’ont pas une 

structure homogène. Elles comportent invariablement deux composantes étroitement liées : une 

composante centrale amorphe, l’élastine (90% de la fibre élastique mature) et une composante 

microfibrillaire périphérique (Lopez et al., 1976 ; Lorencini et al., 2009 ; Palmer and Lubbock, 

1995). 

c. La matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire est essentiellement produite par les fibroblastes bien que 

certains constituants le soient par les mastocytes et d’autres composants dérivés du sang. Elle 

constitue le milieu dans lequel les cellules du tissu sont incluses et elle est essentielle au 

maintien des fonctions normales du tissu. C’est en son sein qu’a lieu le transport des fluides 

biologiques, des électrolytes, des nutriments, des métabolites vers et à partir des cellules du 

tissu conjonctif. Le constituant majeur de cette matrice extracellulaire est représenté par les 

macromolécules telles que certaines protéines polysaccharidiques, glycoprotéines et 

protéoglycanes (Romanos and Bernimoulin, 1990). 

 

I.B.  La muqueuse alvéolaire 
La gencive se termine au niveau de la jonction muco-gingivale et continue du côté 

alvéolaire par la muqueuse alvéolaire qui recouvre la face interne des lèvres et des joues. La 

muqueuse alvéolaire se distingue de la gencive par sa couleur plus rouge, son aspect plus lisse 

et sa mobilité relative par rapport aux plans sous-jacents. Elle est attachée de manière lâche au 

périoste de l’os alvéolaire vestibulaire et lingual sous-jacent. Elle effectue sa jonction avec la 

muqueuse jugale et labiale au fond du vestibule. Le vestibule est un espace virtuel délimité 

apicalement par la zone de déflexion entre la muqueuse alvéolaire et les muqueuses jugales et 

labiales et, coronairement, par la face externe de la gencive kératinisée (Karring et al., 1975 ; 

Katafuchi et al., 2007 ; Palmer and Lubbock, 1995). Histologiquement, elle est composée d’un 

épithélium non kératinisé dont l’épaisseur varie entre 0,005 et 0,3 mm et d’un tissu conjonctif 

riche en fibres élastiques (Chavrier, 1990 ; Lopez et al., 1976). 

 

I.C. L’os alvéolaire 
Il est défini comme la partie du maxillaire et de la mandibule qui forme et supporte les 

procès alvéolaires. Ces procès alvéolaires sont des structures qui dépendent des dents. Ils se 

développent lors du développement et de l‘éruption dentaire et se résorbent largement lors de 

la perte de l’organe dentaire. Les parois alvéolaires sont bordées d’os compact et les zones inter-
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alvéolaires contiennent de l’os spongieux. L’os alvéolaire comprend une corticale externe, un 

os spongieux médian et une corticale alvéolaire interne que l’on appelle aussi lame cribriforme 

ou lamina dura (Filipowska et al., 2017 ; Florencio-Silva et al., 2015 ; Ho et al., 2013 ; Mori et 

al., 2015) (Figure n°3).D’un point de vue histologique, la paroi alvéolaire présente une 

épaisseur de 0,1-0,4 mm et est criblée de nombreux petits trous (les canaux de Volkmann) par 

lesquels les vaisseaux et les fibres nerveuses entrent et sortent de l’espace desmodontal 

(Filipowska et al., 2017 ; Mori et al., 2015). 

 

I.C.1.    Les cellules osseuses 

Les ostéoblastes quiescents ou actifs et les ostéoclastes sont présents : 

- à la surface des trabécules osseuses dans l’os spongieux, 

- sur les surfaces de l’os cortical, 

- à l’intérieur de l’os spongieux au niveau des espaces médullaires. 

Au cours du processus de maturation et de minéralisation de l’os ostéoïde, quelques 

ostéoblastes sont enchâssés dans le tissu ostéoïde, les ostéocytes. L’ostéoblaste est impliqué 

dans l’ostéogenèse de la paroi alvéolaire, en synthétisant le collagène et la substance 

fondamentale de l’os. L’ostéoclaste (cellule géante spécialisée dans la résorption des tissus 

minéralisés tels que la dentine, le cément et l’os), est rencontré dans les lacunes de Howship et 

résorbe la matrice osseuse au cours des remaniements osseux (Saffar et al., 1997 ; Schwartz et 

al., 1997). 

 

I.C.2.  La matrice extracellulaire osseuse 

La composition de l’os dépend de ses cellules (ostéoblastes, ostéoclastes et ostéocytes) 

dont l’activité est partiellement gouvernée par des hormones (PTH, calcitonine, vitamine D, 

androgènes, œstrogènes…), des facteurs de croissance (TGFβ, PDGF, ILGF, …), des cytokines 

(interleukines (IL), lymphokines, …), des facteurs locaux (prostaglandines), de la nutrition 

(calcium) et des facteurs mécaniques. L’os est riche en minéraux tels que le calcium et le 

phosphate, ainsi que l’hydroxyle de carbonate et de citrate, avec des traces d’autres ions tels 

que le sodium, le magnésium et le fluor. Les sels minéraux sont répartis en cristaux 

d’hydroxyapatite. Les espaces situés entre les cristaux sont remplis de matrice organique avec 

une prédominance de collagène, ainsi que d’eau et de petites quantités de mucopolysaccharides, 

en particulier la chondroïtine sulfate. Le collagène osseux, qui est seulement produit par les 

ostéoblastes, est composé essentiellement de collagène de type I avec de petites quantités de 
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collagène de type III et IV (Foster et al., 2018 ; Ho et al., 2013 ; Mori et al., 2015; Saffar et al., 

1997 ; Vignery and Baron, 1980). 

 

I.D. Le ligament alvéolo-dentaire 
Le ligament alvéolo-dentaire ou desmodonte permet la jonction entre la dent et l’os 

alvéolaire. Le desmodonte se définit comme la structure conjonctive située entre le cément 

radiculaire et l’os alvéolaire, reliant ainsi les dents aux maxillaires par les fibres de Sharpey. 

Contrairement aux autres structures ligamentaires, ce ligament possède une activité 

métabolique intense et son potentiel réparateur est plus élevé qu’aucun autre tissu du parodonte 

(Jönsson et al., 2011 ; Seo et al., 2004 ; Somerman et al., 1990) (Figure n°3). 

Les processus de cytodifférenciation puis d’histodifférenciation qui aboutiront à la mise 

en place des tissus parodontaux se produisent au sein du sac folliculaire, à partir des éléments 

cellulaires (cellules mésenchymateuses indifférenciées de type fibroblastique) d’une part, et à 

partir des éléments fibrillaires (fibres de collagène) d’autre part. Au cours de l’édification 

radiculaire, les insertions ligamentaires se mettent en place au fur et à mesure des progrès de la 

cémentogénèse et de l’ostéogénèse (Bosshardt and Schroeder, 1991 ; Kim et al., 2010 ; Lézot 

et al., 2000 ; Ripamonti et al., 2009 ; Yu et al., 2011). D’un point de vue histologique, le 

ligament parodontal est un tissu conjonctif fibreux comprenant des fibroblastes, de la substance 

fondamentale et des fibres en très grand nombre. 

 

I.D.1.  Les cellules du ligament parodontal 

Elles peuvent être classées en trois grands groupes en fonction de leur origine et de leur 

rôle : les cellules conjonctives, les cellules épithéliales et les cellules immunitaires (Jönsson et 

al., 2011 ; Kim et al., 2010 ; Seo et al., 2004 ; Somerman et al., 1990 ; Yu et al., 2011). 

i. Les cellules conjonctives 

- le pool fibroblastique (fibroblastes, fibrocytes et myofibroblastes), 

- les cellules osseuses (ostéoblastes, ostéocytes et ostéoclastes), 

- les cellules cémentaires (cémentoblastes, cémentocytes et cémentoclastes), 

- les cellules mésenchymateuses pluripotentes qui seraient capables par division 

et différenciation de remplacer chacun des types cellulaires présents dans 

l’espace desmodontal. 

ii. Les cellules épithéliales (restes épithéliaux de Malassez) : ce sont des reliquats de la 

gaine de Hertwig et dont la fonction est encore peu connue. 
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iii. Les cellules de défense : elles sont identiques à celles décrites pour le tissu gingival. 

 

I.D.2. La matrice extracellulaire du ligament 

Elle se compose de quatre familles de macromolécules principales : les collagènes (dont 

la réticuline), l’élastine qui représente la partie fibreuse de la matrice extracellulaire. Les 

protéoglycanes et les glycoprotéines de structure en constituent la partie gélatineuse, appelée 

substance fondamentale (Palmer and Lubbock, 1995 ; Somerman et al., 1990). 

- Système fibreux du ligament : les fibres constituent l’élément majeur de la matrice 

extracellulaire du ligament parodontal en représentant 70 à 80% de son volume. Elles 

sont responsables des propriétés physiques, et notamment, de l’ancrage de la dent au 

sein de son alvéole. Elles comportent essentiellement des faisceaux de fibres de 

collagène (90%) mais également des fibres de réticuline et des fibres élastiques. On 

rencontre 6 types différents : du collagène fibrillaire (types I, III et V) et non fibrillaire 

(types IV, VI et XII) formant un ensemble très hétérogène. Les fibres de réticuline sont 

arrangées d’une manière nette et organisée pour former un treillis dans lequel les 

principales fibres collagènes se développent, s’orientent et réalisent un support pour les 

cellules. Les fibres élastiques sont de longues fibres linéaires dépourvues de striations 

périodiques, anastomosées les unes aux autres, extensibles et reprenant leur longueur 

initiale lorsque la traction cesse (El‐Awady et al., 2013, 2010 ; Seo et al., 2004). 

- Substance fondamentale : la substance fondamentale, du fait de ses déplacements et 

de sa compressibilité, et de par la structure des macromolécules qui la composent, joue 

le rôle d’amortisseur vis-à-vis des forces de pression développées lors de la mastication 

ou d’autres fonctions orales (phonation, déglutition) et parafonctions (bruxisme). Elle 

présente d’autres fonctions aussi importantes : liaison et échanges des ions et de l’eau, 

contrôle de la synthèse des fibres collagènes et de l’orientation fibrillaire. Elle comprend 

principalement les protéines non collagéniques, telles que les protéoglycanes et les 

glycoprotéines de structure (El‐Awady et al., 2013 ; Palmer and Lubbock, 1995). 

 

I.E. Le fluide gingival (GCF) 
Il se définit comme le liquide qui suinte du sillon gingivo-dentaire. On y observe des 

cellules épithéliales desquamées, des polymorphonucléaires, des lymphocytes et des 

plasmocytes qui migrent à travers l’attache épithéliale et aussi la présence d’éléments bactériens 

provenant de la plaque sous-gingivale. Les principales protéines sont des albumines, des 
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globulines et du fibrinogène. Les immunoglobulines se présentent dans des proportions 

comparables à celles qui existent au niveau du sérum. Des enzymes d’origine bactérienne ou 

lysosomiales en font aussi partie. Les principales sont des protéases, des phosphatases acides 

et alcalines, des hyaluronidases et du lysozyme (Barros et al., 2016 ; Goodson, 2003 ; Taylor 

and Preshaw, 2016). Le GCF permet une certaine défense de l'organisme face à l’agression 

bactérienne, mais cette défense apparaît comme largement insuffisante (Barros et al., 2016). 

Cette protection est pour une part mécanique ceci est dû au fait qu’il s’écoule continuellement 

à travers le sillon. Une autre protection antibactérienne s’y trouve cependant rassemblée 

constituée de tout un arsenal de polymorphonucléaires neutrophiles, d’immunoglobulines et 

d’enzymes (Goodson, 2003 ; Taylor and Preshaw, 2016). 

 

I.F. La vascularisation du parodonte 
Les tissus parodontaux sont richement vascularisés. C’est particulièrement le cas du 

ligament parodontal (Griffin, 1965 ; Griffin and Spain, 1972 ; Schroeder and Listgarten, 1997). 

Les principaux vaisseaux irriguant les procès alvéolaires et le parodonte sont : 

- au niveau du maxillaire, les artères alvéolaires postérieure et antérieure, l’artère 

infraorbitale et l’artère palatine, 

- au niveau de la mandibule, l’artère mandibulaire, l’artère mentale, l’artère buccale et 

l’artère faciale. 

 

I.G. L’innervation du parodonte 
 La sensibilité du maxillaire est assurée par la deuxième branche du nerf trijumeau, celle 

de la mandibule par sa troisième branche. Le parodonte (plus particulièrement la gencive et le 

ligament parodontal) est innervé non seulement par les branches ubiquitaires du sympathique, 

mais aussi par des mécanorécepteurs « semblables aux corpuscules de Ruffini » et des fibres 

nerveuses nociceptives (Griffin and Harris, 1974a ; Griffin and Spain, 1972 ; Schroeder and 

Listgarten, 1997). Le fonctionnement de cette innervation est coordonné avec celui de la pulpe 

et de la dentine (Bosshardt, 2018 ; Griffin and Harris, 1974b ; Schroeder and Listgarten, 1997). 

Ces deux systèmes afférents fournissent des informations sur les positions des mâchoires et les 

migrations / mouvements des dents et les contacts occlusaux lors de la mastication et de la 

déglutition. L’EJ, ainsi que les épithéliums de la gencive libre et de la gencive attachée, qui ne 

sont pas tous vascularisés, sont alimentés par un réseau dense de terminaisons nerveuses 

nociceptives et tactiles. Il en est de même pour le tissu conjonctif gingival subépithélial et 
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supracrestal. Les perceptions somatosensorielles dans le cas de certaines gingivopathies, de 

même que les sensations de pression et de douleur lors du sondage du sillon sain ou de la poche, 

sont l’expression clinique de l’innervation des tissus gingivaux (Griffin and Harris, 1974a ; 

Sakallioğlu et al., 2006 ; Schroeder and Listgarten, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure n°3. Histomorphologie des tissus parodontaux. Coupe histologique d’une 

première molaire d’une souris et présentant les éléments du parodonte (20x). Gencive libre 
(GL), gencive attachée (GA), jonction amélo-cémentaire (JAC), épithélium jonctionnel (EJ), 
crête alvéolaire (CA), épithélium gingival (E), tissu conjonctif (TC), ligament parodontal (LP), 
racine dentaire (R), dentine (D), cément radiculaire (C), os alvéolaire (OA, attache épithéliale 
(AE).  

 

II. Les maladies parodontales 
La parodontite est une maladie d'étiologie infectieuse caractérisée par une réponse 

inflammatoire exacerbée entraînant la destruction du parodonte (Figure n°4).  La destruction 

de ces tissus de soutien peut entraîner, pour les formes les plus avancées, la perte des dents 

touchées (Hajishengallis, 2015a ; Hajishengallis and Lamont, 2012). 
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Figure nº4. Biogéographie de la colonisation du microbiote oral dans les divers 
microenvironnements de la cavité buccale. La colonisation microbienne se produit sur toutes 
les surfaces disponibles et les micro-organismes peuvent également pénétrer dans les tissus et 
cellules épithéliales. Le microbiote s’assemble dans des communautés de biofilms sur les 
surfaces abiotiques et biotiques. En bonne santé (à gauche), les biofilms eubiotiques 
maintiennent un équilibre homéostatique avec l'hôte. Malade (à droite), les biofilms deviennent 
dysbiotiques, provoquant des caries et des maladies parodontales, entraînant l'induction de 
réponses inflammatoires exacerbées et destructrices. EPS, substance polymérique 
extracellulaire; GCF, liquide créviculaire gingival (Lamont et al., 2018). 

 
Selon l'Organisation mondiale de la santé, la parodontite représente un problème de 

santé publique majeur qui affecte 35 à 50% de la population adulte dans le monde (Petersen 

and Ogawa, 2012) et dont la prévalence des formes sévères est estimée à environ 11%, avec un 

pic d’incidence maximal autour de 38 ans (Kassebaum et al., 2014). En France, 82,2 % de la 

population française adulte présente au moins une poche parodontale et 10,2 % présente une 

poche parodontale de plus de 5 mm de profondeur au sondage (Bourgeois et al., 2007). 

Ce processus infectieux complexe est caractérisé par la formation de poches 

parodontales. Ceci est reconnu comme la manifestation pathognomonique de la parodontite et 
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peut affecter un nombre variable de dents avec des taux de progression variables. Bien que son 

apparition puisse avoir lieu à tout âge - elle est plus fréquente chez les adultes - la prévalence 

et la sévérité de la maladie augmentent avec l'âge et en fonction de plusieurs facteurs associés 

à l’hôte et à l’environnement (Armitage, 1999 ; Caton et al., 2018). Ainsi, l’initiation et le 

développement des parodontites sont influencées par la présence de nombreux facteurs de 

risque locaux et/ou systémiques. À côté des facteurs environnementaux comme le stress et le 

tabac (Akcali et al., 2013), et des facteurs génétiques (Korah et al., 2019), les maladies 

systémiques occupent une place très importante. Parmi ces maladies systémiques, le diabète est 

une des pathologies majeures (Lockhart et al., 2012 ; Rydén et al., 2016). Enfin, dans le sens 

inverse, les parodontites sont également considérées comme facteur de risque pour certaines 

pathologies telles que les maladies cardiovasculaires (Huck et al., 2011), les complications de 

la grossesse (Rakoto-Alson et al., 2010) ou certaines pathologies auto-immunes (Jung et al., 

2017 ; Perricone et al., 2019). 

II.A. Pathogenèse de la parodontite : la dysbiose du microbiote sous-gingival 

La présence d'une communauté bactérienne sous-gingivale complexe dans laquelle 

coexistent différents genres et espèces microbiennes est nécessaire à l’établissement de la 

parodontite (Haffajee and Socransky, 2005 ; Hajishengallis and Lamont, 2014 ; Singh et al., 

2011 ; Socransky and Haffajee, 2002).  Certaines bactéries interagissent de manière complexe 

avec les tissus parodontaux, adhérant et envahissant les cellules épithéliales pour établir 

l’infection (Yilmaz et al., 2003). Lors de la première interaction avec les cellules épithéliales, 

des facteurs de virulence bactériens tels que le lipopolysaccharide (LPS), les fimbriae et 

l'antigène K ou capsule, sont essentiels (Kocgozlu et al., 2009 ; Singh et al., 2011; Vernal et al., 

2009). Ces facteurs sont également susceptibles de déclencher des processus immunitaires, en 

modulant la réponse inflammatoire et en induisant la libération d'enzymes protéolytiques, ces 

deux phénomènes étant impliqués dans la destruction tissulaire (Elkaim et al., 2008 ; Kocgozlu 

et al., 2009). Cette réponse inflammatoire est initiée au niveau des tissus mous et s'étend ensuite 

aux tissus parodontaux profonds (Armitage, 2004 ; Asman et al., 1997 ; Haffajee and 

Socransky, 2005 ; Lapérine et al., 2016 ; Loesche and Grossman, 2001 ; Slots and Chen, 1999). 

Les données récentes indiquent que la parodontite est initiée par une dysbiose de 

l'écosystème oral et la présence d'un microbiote synergique, ceci contrairement aux hypothèses 

physiopathologiques précédentes considérant le rôle d’un nombre réduit de microorganismes 

(Hajishengallis and Lamont, 2012). Sur la base de cette diversité d’espèces associées à la 
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parodontite, il est possible qu’il existe souvent des communautés potentiellement pathogènes 

ainsi qu’une immense variété de microorganismes qui contribuent aux facteurs nécessaires pour 

que ces conditions de dysbiose et de synergie puissent être réunies (Abusleme et al., 2013 ; 

Hajishengallis and Lamont, 2012). L'interaction entre les composants microbiens et non 

microbiens de l'écosystème oral conduit à une forme de stabilisation dans laquelle des 

microorganismes et des structures non microbiennes (les cellules et d’autres composants de 

l’hôte) coexistent en harmonie et en équilibre avec leur environnement. Cet équilibre reste 

stable dans le temps et reflète une situation dynamique dans laquelle les cellules meurent et 

sont remplacées. Cette communauté, appelée « climax », peut être modifiée ponctuellement par 

des forces exogènes. L'équilibre a tendance à être restauré lorsque l'habitat revient à son état 

d'origine. Dans d'autres situations, les environnements peuvent être modifiés de façon 

irréversible, donnant lieu à un état altéré et à une communauté microbienne différente dans 

laquelle une succession de microorganismes se développe et favorise la colonisation de certains 

microorganismes au détriment d'autres, en provoquant une altération de l’homéostasie sous-

gingivale (dysbiose) (Abusleme et al., 2013 ; Hajishengallis and Lamont, 2014, 2012). Dans 

cette synergie polymicrobienne, différents membres ou combinaisons d’espèces spécifiques au 

sein du microbiote remplissent des rôles distincts qui convergent pour former et établir un 

micro-environnement provoquant la maladie (Abusleme et al., 2013). L’une des conditions 

essentielles à l’apparition d’une telle communauté potentiellement pathogène concerne la 

capacité de certaines espèces, appelées agents pathogènes clés (« keystone pathogens »), de 

moduler la réponse de l’hôte de manière à échapper à la surveillance immunitaire et à faire 

pencher la balance de l’homéostasie vers la dysbiose. Les agents étiologiques les plus impliqués 

et considérés clés sont Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Tannerella forsythia 

(T.forsythia), Treponema denticola (T.denticola) et Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) 

(Abusleme et al., 2013 ; Hajishengallis, 2015a) (Figure nº5). Ces agents pathogènes clés 

augmentent également la virulence de l'ensemble de la communauté microbienne grâce à une 

communication interactive avec des agents pathogènes accessoires (Plančak et al., 2015). 

D'autres fonctions essentielles importantes pour la pathogénicité nécessitent l'expression de 

facteurs de virulence (adhésines, fimbriae, lipopolysaccharide, protéases, …), qui, en 

combinaison, agissent en tant que facteurs de virulence communautaire pour soutenir 

nutritionnellement une communauté microbienne hétérotypique, compatible et pro-

inflammatoire induisant une réponse de l'hôte non résolutive et destructrice des tissus 

(Hajishengallis and Lamont, 2014, 2012 ; Lamont et al., 2018) (Figure n°6 et 7).  
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Figure n°5. Synergie polymicrobienne et dysbiose (PSD). Le sulcus gingival est 

colonisé par un microbiote riche en espèces bactériennes et des organismes compatibles 
s'assemblent en communautés hétérotypiques. Ces communautés sont en équilibre avec l'hôte. 
Bien qu'ils soient pro-inflammatoires et qu'ils puissent produire des produits toxiques tels que 
les protéases, leur prolifération et leur pathogénicité sont également dépendantes de l'hôte. Les 
compositions microbiennes peuvent varier dans le temps, d'une personne à l'autre et d'un site 
à l'autre. La colonisation par des agents pathogènes clés tels que P.gingivalis augmente la 
virulence de l'ensemble de la communauté à la suite d'une communication interactive avec 
d’autres espèces bactériennes accessoires tels que les streptocoques du groupe mitis. La 
surveillance immunitaire de l'hôte est altérée et le nombre de microorganismes dysbiotiques 
augmente, ce qui finit par perturber l'homéostasie tissulaire et entraîner la destruction des 
tissus parodontaux (Hajishengallis and Lamont, 2012). 
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Figure N°6. Le microbiome sous-gingival dans la santé et la parodontite. Les 

microorganismes faisant partie du microbiome principal (gris) ont d’abord été définis comme 
ceux présents chez au moins 50% des sujets des groupes sain et parodontite. Le microbiome 
décrit dans le groupe vert correspond aux microorganismes retrouvés chez au moins 50% des 
sujets en bonne santé et pour le groupe rouge, ceux présents chez au moins 50% des patients 
atteints de parodontite. Les microorganismes en vert représentent les principales espèces 
associées à la santé et apparaissent avec une prévalence accrue et une abondance relative en 
santé comparée à la maladie. Les composants en rouge représentent les principales espèces 
associées à la parodontite, présentes avec une prévalence accrue et une abondance relative 
dans la parodontite par rapport à l’état de santé (Abusleme et al., 2013).  
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Figure n°7 : Synergie polymicrobienne et dysbiose au cours de la parodontite. 

a. La figure montre la progression d'un état de santé parodontale à la gingivite, qui est définie 
comme une inflammation des tissus mous sans perte osseuse associée. La parodontite se 
développe lorsqu’il y a formation des poches parodontales et perte d'os alvéolaire. b. La 
parodontite est induite chez des hôtes sensibles par une communauté polymicrobienne, dont les 
différents membres ont des rôles distincts synergiques pouvant induire une inflammation 
destructrice. Les pathogènes clés (keystone-pathogens) sont des microorganismes pour 
lesquels la colonisation est facilitée par des agents pathogènes secondaires. L’inflammation 
favorise la dysbiose via les produits de dégradation utilisés comme les nutriments par les 
différentes espèces bactériennes (Hajishengallis, 2015a). 
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Il est maintenant bien reconnu que la présence d'espèces bactériennes est nécessaire 

mais pas suffisante pour l'apparition et la progression de la parodontite. La reconnaissance des 

composants microbiens en tant que « signaux de danger » par les cellules immunitaires de l'hôte 

et la production ultérieure de médiateurs inflammatoires sont une étape essentielle dans la 

pathogenèse parodontale (Graves et al., 2012). La production de cytokines pro-inflammatoires 

(y compris IL-1β, IL-6 et TNF-α) par des cellules inflammatoires résidentes et recrutées 

agissant en synergie semble revêtir une importance particulière dans ce processus. En effet, ces 

cytokines augmentent le recrutement et l'activité des cellules de résorption osseuse, les 

ostéoclastes, en augmentant la production d'un facteur ostéoclastogénique crucial, le ligand des 

récepteurs du facteur nucléaire KB (RANK-L) et favorisent la destruction osseuse (Hienz et al., 

2015 ; Lapérine et al., 2016). Cependant, des traitements ciblés contre ces 3 molécules ne 

présentaient pas d'effet thérapeutique convaincant dans la parodontite suggérant ainsi fortement 

que d'autres médiateurs inflammatoires pourraient être impliqués (Preshaw et al., 2012). 

Récemment, il a été démontré que parmi les médiateurs inflammatoires impliqués dans la 

parodontite, des membres de la famille des IL-1pourraient jouer un rôle dans l'initiation et la 

progression de la parodontite. Par exemple, il a été démontré que la surexpression de l'IL-33 

par les cellules épithéliales gingivales est associée à l’initiation de la parodontite et peut 

déclencher l'expression de RANK-L favorisant la résorption osseuse induite par l'infection par 

P.gingivalis (Lapérine et al., 2016). 

De nouveaux membres de cette famille des IL-1 telle que l’IL-36, pourraient également 

jouer un rôle clé dans la réponse immunitaire médiée par P.gingivalis au cours d'une parodontite 

(Huynh et al., 2017). Récemment, une étude a démontré à partir d’échantillons gingivaux 

humains et de cellules gingivales primaires, une implication pathologique d'IL-36, en 

particulier d'IL-36γ, dans la pathogenèse de la parodontite. L'IL-36γ semble jouer un rôle 

central dans la réponse immunitaire innée induite par P.gingivalis (Cloître et al., 2019). 

 

III. Porphyromonas gingivalis, un parodontopathogène majeur 
Au sein des espèces pathogènes impliquées dans l’étiologie des parodontites, 

P.gingivalis a été décrit comme étant l'un des agents étiologiques majeurs (Bugueno et al., 2016 

; Byrne et al., 2009 ; Hajishengallis and Lamont, 2012 ; Huck et al., 2012; Lamont and 

Jenkinson, 1998 ; Socransky and Haffajee, 2002). 

Cette bactérie parodontopathogène a été trouvée dans 85,75% des échantillons de plaque 

sous-gingivale de patients atteints de parodontite chronique (Rafiei et al., 2018). C’est une 
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bactérie gram-négative assaccharolytique non-motile anaérobie obligatoire qui forme des 

colonies pigmentées en noir en culture sur gélose au sang. La présence de fer est une nécessité 

absolue pour sa croissance (How et al., 2016). Le principal habitat de P.gingivalis est le sulcus 

sous-gingival de la cavité buccale humaine et on retrouve cette bactérie en quantité importante 

au sein des poches parodontales, notamment au niveau des lésions profondes et des formes 

pathologiques sévères, cet environnement anaérobie étant propice à sa croissance (Lamont et 

al., 2018). Elle repose sur la fermentation des acides aminés pour la production d'énergie, une 

propriété nécessaire à sa survie dans les poches parodontales profondes où la disponibilité en 

sucre est faible (Bostanci and Belibasakis, 2012). En tant que bactérie anaérobie stricte, 

P.gingivalis est un colonisateur secondaire de la plaque dentaire, adhérant aux colonisateurs 

primaires tels que Streptococcus gordonii et Prevotella intermedia. Pratiquement tous les 

chercheurs s'accordent à dire que les taux sériques d'anticorps anti - P.gingivalis sont plus 

élevés chez les patients atteints de parodontite (Casarin et al., 2010 ; Mahanonda et al., 1991). 

Récemment, de nouvelles variations des composants de surface, tels que le LPS, pourraient être 

associées à des différences de virulence bactérienne et de progression de la parodontite (Díaz 

et al., 2015 ; Soto et al., 2016).  

Bien que le rôle précis joué par cette bactérie dans l’établissement de la lésion ne soit 

pas encore totalement compris, il a été démontré qu’elle est capable d’envahir les cellules 

épithéliales humaines ainsi que de persister et de se répliquer par voie intracellulaire, ce qui 

empêcherait sa détection par le système immunitaire (Bugueno et al., 2016 ; Díaz et al., 2015 ; 

Inaba et al., 2009 ; Sandros et al., 1994 ; Yilmaz, 2008 ; Yilmaz et al., 2006, 2002). Du fait de 

l’importance de cette étape dans l’infection, de nombreuses études ont tenté de clarifier les 

mécanismes impliqués dans l’internalisation de la bactérie par la cellule hôte, notamment 

épithéliale, et ceux impliqués dans l’échappement à la réponse immunitaire (Figure n°8).  

 

III.A. La gencive, une barrière immunitaire 
Dans la cavité buccale, les cellules épithéliales représentent la plus grande surface de 

contact et sont les sites d'entrée préférentiels pour l'invasion de l'hôte par des bactéries (Amano, 

2007 ; Tribble and Lamont, 2010). Par conséquent, l’interaction entre les cellules épithéliales 

gingivales (GEC) et les bactéries parodontales déterminerait si le processus de colonisation 

aboutirait ou non. Des études ont montré comment certaines GEC présentent des taux 

intracellulaires élevés de P.gingivalis (Noiri et al., 1997 ; Vitkov et al., 2005) indiquant que 

cette bactérie persiste et survit dans ces cellules (Madianos et al., 1997 ; Nakhjiri et al., 2001).  
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La persistance intracellulaire est une stratégie développée par la bactérie pour échapper 

à la réponse immune contribuant ainsi au processus pathologique des maladies parodontales 

(Lamont et al., 2018). P.gingivalis est capable de moduler le cycle cellulaire et la mort cellulaire 

programmée dans le but de promouvoir son développement et sa propagation à des sites distants 

(Furuta et al., 2009 ; Pan et al., 2014). Ainsi, il a été observé que l'invasion épithéliale par 

P.gingivalis régule l'apoptose et stimule la prolifération cellulaire par la modulation de 

plusieurs cascades moléculaires impliquant p53 et JaK kinase/Stat (Kuboniwa et al., 2008 ; 

Mao et al., 2007). Cependant, les mécanismes précis impliqués restent à déterminer et plusieurs 

résultats contradictoires ont été observés concernant l'influence de P.gingivalis sur la régulation 

de l'apoptose et la viabilité cellulaire, certaines études confirmant l'induction de l'apoptose par 

l’infection bactérienne (Brozovic et al., 2006 ; Stathopoulou et al., 2009), d'autres décrivant sa 

capacité à inhiber un tel processus (Mao et al., 2007 ; Nakhjiri et al., 2001).  

 

Figure nº8. Invasion des cellules épithéliales par P.gingivalis. A. Invasion de cellules 
épithéliales par des billes de polystyrène fluorescentes couplées à des vésicules membranaires 
(VM) de P.gingivalis. La zone encadrée montre que l’intégrine α5-β1 (magenta) a été recrutée 
autour des billes revêtues de Vm (cyan) (Tsuda et al., 2005). Barre = 5 µm. B. Schéma suggéré 
du mécanisme d'invasion de P.gingivalis en ce qui concerne la machinerie cellulaire de l'hôte, 
le cytosquelette et les rayons lipidiques. Les fimbriae de P.gingivalis adhèrent à l'intégrine α5-
β1, après quoi la bactérie est ensuite entourée par l'intégrine α5-β1 et invaginée par la voie 
médiée par l'actine contrôlée par la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). L'événement invasif 
nécessite la dynamique du cytosquelette cellulaire, des fibres d'actine et des microtubules. La 
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dynamique de l’assemblage et du désassemblage des microtubules est essentielle à ce processus 
(Amano, 2007). 

 

IV. La réponse cellulaire médiée par les « Toll-Like receptors » 
Les récepteurs « Toll-like » (TLRs) jouent un rôle primordial dans l'initiation de 

l'immunité innée contre les agents pathogènes envahissants (Akira, 2006 ; O’Neill and Bowie, 

2007). Les voies de signalisation activées par différents TLRs ont donc fait l’objet de 

nombreuses recherches. Les TLRs activent une réponse immunostimulante puissante, en 

favorisant le recrutement de plusieurs protéines adaptatrices pour activer le facteur nucléaire-

KB (NF-KB), ce qui induit l'expression de gènes pro-inflammatoires, de cytokines 

inflammatoires telles que IL-1b, IL-6, TNF-α, ainsi que d’autres molécules impliquées dans la 

mort cellulaire (Akira, 2006  ; Sobrino et al., 2017). 

 Le signal transmis par les TLRs doit donc être étroitement contrôlé, et il est clairement 

établi que si les TLRs sont suractivés, des maladies infectieuses et inflammatoires peuvent se 

développer (Maekawa et al., 2014 ; Nativel et al., 2017 ; Wang et al., 2006). Une étude portant 

sur le LPS de P.gingivalis a montré que la région de l'antigène O du LPS de cette bactérie est 

nécessaire pour augmenter la viabilité des GEC lors d'une infection bactérienne et cette 

augmentation est imputable à une réduction de l'apoptose. De plus, bien que l'internalisation 

bactérienne soit nécessaire, les effets observés ne sont pas dus à des altérations de l'adhésion, 

de l'invasion ou de la survie intracellulaire de P.gingivalis. Fait intéressant, l'inhibition de 

l'apoptose est corrélée à une expression accrue de TLR-4, suggérant un rôle pour ce récepteur 

dans ce processus (Soto et al., 2016). P.gingivalis est capable d’activer ou moduler les voies de 

signalisation initiées par les TLRs et ceci représente un rôle crucial dans l’inflammation et 

l’activation et/ou inactivation d’autres processus, tels que l’apoptose, dans différentes lignées 

cellulaires. De nombreuses études ont montré les effets de l’infection par P.gingivalis sur 

l’activation des cascades pro-inflammatoires via les TLR-2 et TLR-4 (Kocgozlu et al., 2009 ; 

Singh et al., 2011). Cet effet médié par les TLRs peut être retrouvé dans différents types 

cellulaires. Il a été démontré que l'infection par P.gingivalis affecte rapidement les cellules 

endothéliales et module l'activité de la cathepsine B (CATB) via ces récepteurs (Huck et al., 

2012). 

La signalisation par les TLRs implique une famille de cinq protéines adaptatrices, qui 

se couplent aux protéines kinases en aval et qui conduisent finalement à l'activation de facteurs 

de transcription tels que NF-KB et des membres de la famille du facteur de régulation de 

l'interféron (IFN) (IRF). Le domaine de signalisation clé, unique au système des TLRs, est le 
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domaine du récepteur Toll / interleukine-1 (IL-1) (TIR), situé sur la face cytosolique de chaque 

TLR ainsi que dans les adaptateurs (O’Neill et al., 2003 ; O’Neill and Bowie, 2007). Semblables 

aux TLRs, les adaptateurs sont conservés chez de nombreuses espèces (O’Neill, 2008; Rast et 

al., 2006). Ces adaptateurs sont MyD88, MyD88-adaptor-like (MAL), (également connus sous 

le nom de TIRAP), une protéine adaptatrice contenant un domaine TIR induisant l'IFN-β (TRIF; 

également connu sous le nom de TICAM1), une molécule adaptatrice liée au TRIF (TRAM; 

également connue sous le nom de TICAM2), et une protéine appelée « sterile α- and armadillo 

motif-containing protein” (SARM) (O’Neill et al., 2003 ; O’Neill and Bowie, 2007) (Figure 

nº9).  Il a été démontré que SARM interagissait avec TRIF et interférait ainsi avec la fonction 

de TRIF. Cette découverte, ainsi que d’autres données relatives à la régulation biochimique de 

MAL et de TRAM, a permis de tirer des conclusions sur le rôle de ces cinq adaptateurs dans la 

signalisation des TLRs et de fournir une compréhension plus large des mécanismes 

moléculaires dans la phase de transduction du signal TLR et donc de l’initiation de l’immunité 

innée (O’Neill, 2008; O’Neill and Bowie, 2007, 2007). 

 

Figure n°9. Vue d'ensemble des adaptateurs contenant le domaine TIR de la 
superfamille TLR / IL-1 dans l'activation des facteurs de transcription. Chaque adaptateur 
est utilisé différentiellement par les complexes de récepteurs TLRs pour réguler positivement 
l'activation du facteur de transcription. La seule exception concerne SARM (« sterile α- and 
armadillo-motif-containing protein ») qui inhibe l'activation du facteur de transcription induit 
par une protéine adaptatrice contenant un domaine Toll / IL-1R (TIR) induisant l'interféron-β 
(IFNβ). IL-1R : récepteur de l'interleukine-1; IRF : facteur de régulation d’IFN; mDC : cellule 
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dendritique myéloïde; MAL : protéine « adaptor-like MyD88 » (gène de réponse primaire de 
différenciation myéloïde 88); NF-KB: facteur nucléaire-KB; TLR : récepteur Toll-like; TRAM : 
molécule adaptatrice liée au TRIF (O’Neill and Bowie, 2007). 
 

IV.A. Activation des voies TLRs 
Les TLRs se présentent sous forme de dimères (Bell et al., 2006 ; O’Neill and Bowie, 

2007). Ces récepteurs reconnaissent principalement des motifs moléculaires associés aux 

pathogènes. Ces motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP, acronyme pour 

Pathogen-associated molecular pattern) sont des molécules associées aux bactéries, virus 

champignons, parasites reconnus par le système immunitaire inné (Akira, 2006).  

Chaque récepteur TLR va pouvoir être activé par différents stimuli et en fonction de 

l’activation par les ligands d’origine microbienne, diverses réactions sont possibles. Par 

exemple, TLR-1 et TLR-2 hétérodimérisent et le dimère résultant détecte les lipopeptides 

triacylés bactériens. TLR-2 hétérodimérise avec TLR-6, qui reconnaît les lipopeptides 

bactériens diacylés. TLR-4 (le récepteur du produit bactérien lipopolysaccharide (LPS) des 

espèces à gram négatif) et TLR-9 (le récepteur des motifs d'ADN non méthylés contenant CpG, 

présents dans l'ADN bactérien et viral) sont homodimères. Ceci est également supposé être le 

cas de TLR-3 (qui détecte l'ARN synthétique double-brin viral (ARNdb)) et de TLR-5 (qui 

détecte la flagelline des bactéries). Plus récemment, il a été montré que TLR-8 (qui, comme le 

TLR-7, peut détecter des ARN simple brin viraux (ARNss) et des composés synthétiques 

d’imidazoquinolène tels que l’imiquimod) se dimérise avec TLR-7 et TLR-9, et les ligands du 

TLR-8 sont censés être antagonisés en signalant TLR-7 ou TLR-9. Il a également été démontré 

que TLR-9 interagit et au même temps, il inhibe la signalisation par le biais de TLR-7 (O’Neill 

and Bowie, 2007 ; Wang et al., 2006). On pense que les dimères de TLRs sont pré-assemblés 

dans un complexe de faible affinité avant la liaison du ligand. Une fois que le ligand se lie, il 

induit un changement conformationnel qui rapproche les deux domaines TIR situés sur la face 

cytosolique de chaque récepteur créant ainsi une nouvelle plateforme sur laquelle s’active un 

complexe de signalisation (Bell et al., 2006). Cette dimérisation symétrique va associer les 

domaines TIR cytosoliques de manière symétrique et les contraindre par conséquent à se 

réorganiser structurellement créant ainsi la plateforme de signalisation nécessaire au 

recrutement d'adaptateurs. Une fois que la signalisation est initiée, chaque adaptateur conduira 

finalement à l'activation de facteurs de transcription spécifiques (tels que NF-KB) (Figure 

n°10). La signalisation des TLRs dépend de l'utilisation sélective de différentes combinaisons 

d'adaptateurs par différents TLRs. Des informations récentes sur la régulation covalente de 
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TRAM et de MAL, ainsi que sur le rôle inhibiteur de SARM en ce qui concerne la signalisation 

TRIF, soulignent la complexité de l'utilisation de l'adaptateur et de la régulation dans l'action 

des TLRs (Naiki et al., 2005). Des modèles clairs de cette régulation qui identifient les 

principaux points de contrôle peuvent maintenant être dessinés. Le rôle des adaptateurs dans 

les maladies inflammatoires et infectieuses devient également plus évident, des études portant 

sur une mutation de MAL ayant démontré une protection contre de multiples maladies 

infectieuses (Horng et al., 2002 ; Jeyaseelan et al., 2005 ; Yamamoto et al., 2002). La possibilité 

de cibler les adaptateurs de manière thérapeutique devient une possibilité réaliste notamment 

dans le contexte des parodontites. Plus spécifiquement, les connaissances acquises dans les 

régions des adaptateurs impliqués dans les interactions protéine-protéine (telles que certaines 

régions dans MyD88) pourraient permettre le développement d’agents spécifiques pour 

perturber ces interactions et limiter ainsi leur capacité de signalisation (Castrillo et al., 2001 ; 

McGettrick et al., 2006). 

 

Figure nº10. Activation de la signalisation intracellulaire par les différents TLRs via 
l’adaptateur MyD88. Myd88 est l'adaptateur de signalisation clé pour tous les récepteurs de 
type Toll (TLR; à l'exception de TLR3 et de certains signaux de TLR-4), IL-1R et IL-18R. Son 
rôle principal est l'activation de NF-KB (facteur nucléaire-KB). Il est directement recruté par 
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les domaines TIR dans certains TLRs et permet de recruter la protéine IRAK4 (kinase 4 
associée à IL-1R). Cela conduit à une voie impliquant l’IRAK1, le facteur TRAF6 (facteur 6 
associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale), et plusieurs autres protéines-kinases. 
Ceci conduit à l'activation de la kinase 'inhibitrice du complexe NF-KB (IKK) et de NF-KB, et 
des kinases en amont pour p38 et JNK (kinase JUN N-terminale). MKK : protéine kinase 
activée par un mitogène; TAB : protéine de liaison à TAK1 : TNF, facteur de nécrose tumorale; 
Ub : Ubiquitin (O’Neill and Bowie, 2007). 
 

V. L’apoptose et les maladies parodontales 
L'apoptose est un processus physiologique et hautement régulé. Sa dérégulation est donc 

associée au développement de pathologies telles que le cancer et certaines maladies du système 

immunitaire (Fadeel and Orrenius, 2005). L'apoptose peut être activée par deux voies 

principales, les voies intrinsèque et extrinsèque, qui déclenchent des phénomènes cellulaires 

tels que l'activation des caspases, la fragmentation des mitochondries et de l'ADN 

chromosomique, la condensation de la chromatine (picnose), et enfin, la formation de corps 

apoptotiques qui sont éliminés par la phagocytose (Elmore, 2007). L’activation des voies 

apoptotiques se produit par l’action de protéines inductrices (pro-apoptotiques) ou inhibitrices 

(anti-apoptotiques) (Elmore, 2007 ; Fadeel and Orrenius, 2005) (Figure n°11). Le processus 

apoptotique lui-même n’est généralement pas préjudiciable car, contrairement à la nécrose, la 

dégradation des composants cellulaires étant fortement régulée et le contenu cellulaire ne fuyant 

pas dans l’espace extracellulaire. Au lieu de cela, des corps apoptotiques formés sont reconnus 

et efficacement phagocytés par les macrophages (Lawen, 2003). En revanche, lorsque les 

cellules sont soumises à la nécrose, le contenu de celles-ci s'infiltre dans l'environnement, ce 

qui entraîne une réponse inflammatoire aiguë. Au cours du développement, l'apoptose est 

essentielle à l'établissement des structures corporelles, comme par exemple, la résorption 

d'espaces interdigitaux chez les mammifères (Fadeel and Orrenius, 2005). L'apoptose est 

également cruciale pour la formation de systèmes physiologiques fonctionnels. Dans les tissus 

adultes, l'homéostasie est obtenue par l'équilibre entre prolifération cellulaire et apoptose. Une 

bonne régulation de l'apoptose est cruciale pour prévenir l'hypo- ou l'hyperplasie dans les tissus 

mais est également essentielle dans un certain nombre d'événements physiologiques 

dynamiques qui coïncident avec une accumulation temporelle et locale de certains types 

cellulaires (Degterev et al., 2003). Par exemple, les neutrophiles servent de première ligne de 

défense contre les micro-organismes et sont recrutés sur les sites d'inflammation par 

chimiotactisme. Afin de prévenir les lésions tissulaires, une résolution efficace de 

l'inflammation est essentielle et passe par l'apoptose des neutrophiles (Kooijman, 2006 ; Savill, 
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1997). Enfin, le processus d'apoptose est utilisé pour éliminer des cellules nuisibles telles que 

des cellules infectées par un virus et des cellules cancéreuses par des lymphocytes cytotoxiques 

T et Natural Killer cells (NK) (Degterev et al., 2003). 

 

Figure n°11. Schéma de la voie de l'apoptose cellulaire. La figure montre les deux 

voies principales, extrinsèque et intrinsèque de l'apoptose, et d'autre part les composants des 

voies apoptotiques intrinsèques et extrinsèques. Les facteurs apoptogènes sont des ligands des 

récepteurs induisant la mort, qui déclenchent la voie apoptotique extrinsèque, et des facteurs 

de stress tels que les agents endommageant l'ADN, les espèces réactives de l'oxygène et 

l’inhibition du facteur de croissance, qui évoquent la voie intrinsèque via la déstabilisation de 

la membrane externe mitochondriale (Kooijman, 2006). 

 

La voie intrinsèque est largement conservée chez les vers et les mouches. Chez les 

mammifères, elle est déclenchée en réponse à des facteurs de stress cellulaire distincts, 

notamment l’inhibition du facteur de croissance, des dommages à l'ADN et le stress du 

réticulum endoplasmique (RE), et est transduit par des membres de la famille Bcl-2. Seuls les 
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membres de cette famille Blc-2-Homologue-3 (BH3), activent directement les membres pro-

apoptotiques de la famille Bcl-2, BAX et BAK, ou agissent afin d’inhiber les membres de la 

famille anti-apoptotique Bcl-2 (Brunelle and Letai, 2009). Il est démontré que les molécules 

BAX et BAK s’homo-oligomérisent pour former des pores dans la membrane mitochondriale 

externe, à travers lesquels les protéines pro-apoptotiques, y compris le cytochrome c et le 

deuxième activateur mitochondrial des caspases (Smac; également appelé DIABLO), peuvent 

passer vers le cytoplasme. Le cytochrome c, en particulier, est un médiateur crucial de la voie 

intrinsèque, car il active encore une autre protéine adaptatrice, connue sous le nom de facteur 

apoptotique activant la protéase-1 (Apaf-1), qui homo-oligomérise en un complexe moléculaire 

activant le recrutement des caspases (active la caspase-9 initiatrice et les caspases-3 et -7 

effectrices) (Bratton et al., 2001 ; Bratton and Salvesen, 2010 ; Zou et al., 1997). Le complexe 

Apaf-1 / caspase-9 est appelé l'apoptosome et présente un mécanisme moléculaire très différent 

de celui du complexe de signalisation induisant la mort (DISC, domaine intracellulaire dans la 

face cytosolique, voie extrinsèque), bien que l'apoptosome et le DISC partagent la même 

fonction d'activation de leurs caspases terminales respectives pour initier l'apoptose (Bratton 

and Salvesen, 2010 ; Riedl and Salvesen, 2007). Les homologues d'Apaf-1 et de caspase-9 sont 

conservés chez tous les organismes multicellulaires (Dunn et al., 2007).  

 

V.A. L’apoptose et le complexe de l’apoptosome 
La voie intrinsèque de l'apoptose nécessite la libération de facteurs pro-apoptotiques des 

mitochondries, en particulier du cytochrome c vers le cytosol, qui active les composants liés à 

l'apoptosome (Ledgerwood and Morison, 2009). Le complexe de l’apoptosome est une plate-

forme de signalisation en forme de roue cytosolique, constituée par l'oligomérisation du facteur 

Apaf-1 (Bratton and Salvesen, 2010 ; Riedl and Salvesen, 2007), induite par la libération du 

cytochrome c, conduisant à l'activation de plusieurs caspases, dont les caspases 9 et 3, et 

finalement à l'apoptose (Yuan and Akey, 2013) (Figure n°12). L'activité de l'apoptosome 

Apaf-1 est contrôlée par plusieurs protéines telles que la protéine inhibitrice de l'apoptose liée 

au chromosome X (XIAP) (Shiozaki et al., 2003). Xiap fait partie des inhibiteurs des protéines 

de l’apoptose (IAPs) capables d’interagir à la fois directement avec les caspases activées et 

sous le contrôle des activateurs des caspases (indirectement) (Elmore, 2007). XIAP agit 

comme un garde-fou contre l'induction accidentelle du programme de mort cellulaire (Bratton 

and Salvesen, 2010 ; Cain, 2003) et peut également être ciblé par des agents pathogènes 

(Greenberg et al., 2015). 
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Figure n°12. Régulation de l'apoptosome Apaf-1-Caspase-9. Apaf-1 est une protéine 
adaptatrice multidomaine contenant un domaine de recrutement des caspases N-terminal 
(CARD), suivi d'un domaine de liaison et d'oligomérisation des nucléotides (NOD, également 
connu sous le nom de NB-ARC), et un domaine Y de régulation C-terminal composé de 12 à 13 
répétitions de la molécule WD40, qui forment des hélices β à sept et six rayons. Apaf-1 est 
normalement présent en tant que monomère dans une conformation verrouillée inactive liée au 
dATP ou à l'ATP. Cependant, lors de la liaison du cytochrome c à WDR40, Apaf-1 subirait un 
changement de conformation, entraîné par l'hydrolyse de l'ATP (d). Bien que les détails 
spécifiques ne soient pas clarifiés, après l'échange de nucléotides, les domaines CARD et les 
domaines hélicoïdaux auxiliaires d’Apaf-1 subissent des changements conformationnels 
supplémentaires pour exposer son domaine AAA + ATPase et permettre à de multiples 
protéines Apaf-1 de s'oligomériser en un complexe apoptosome heptamérique circulaire. 
Lorsque ces complexes sont incubés avec la procaspase-9, les domaines CARD d'Apaf-1 et de 
procaspase-9 forment un disque’ attaché de manière flexible qui se trouve au-dessus du 
concentrateur central et chacun des domaines WDR40 sont connectés au noyau par le biais du 
domaine ultra-hélicoïdal. Globalement, cela donne l’apparence d’une particule en forme de 
roue dans laquelle sept rayons coudés rayonnent vers l’extérieur du noyau central et où se 
trouvent les enzymes procaspase-9 (ou au moins leurs CARD) au sommet du complexe (Bratton 
and Salvesen, 2010). 
 

V.B. P.gingivalis et l’apoptose des cellules 
L'apoptose a été décrite comme un mécanisme potentiel impliqué dans la destruction 

tissulaire étendue associée à des maladies infectieuses et inflammatoires telles que l'ulcère 
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gastrique lié à Helicobacter pylori (Koeppel et al., 2015), l'athérosclérose (Yamada et al., 

2016) et la parodontite chronique (Stathopoulou et al., 2009). Ainsi, un dérèglement de 

l’expression des gènes liés à l'apoptose, tels que Bax, Bcl2, Nlrp3 ou Smad2, a été observé 

dans les tissus gingivaux de patients atteints de parodontite (Song et al., 2015). Comme le 

processus d’apoptose est impliqué dans l'homéostasie et se caractérise par des modifications 

morphologiques cellulaires sous l’influence de plusieurs régulateurs (Zamaraev et al., 2015), 

il a été proposé précédemment que la persistance intracellulaire est une stratégie développée 

par la plupart des bactéries intracellulaires pour échapper à la réponse immune, contribuant 

ainsi au processus pathologique des maladies infectieuses et inflammatoires, telles que les 

maladies parodontales (Díaz et al., 2015 ; Hajishengallis, 2015a ; Lamont et al., 2018). 

P.gingivalis serait alors capable de moduler différentiellement l’apoptose des cellules (Mao et 

al., 2007 ; Roth et al., 2007 ; Stathopoulou et al., 2009; Yao et al., 2010). Plusieurs auteurs ont 

lié cette augmentation de la viabilité cellulaire à l'inhibition des mécanismes apoptotiques 

induits par P.gingivalis. L'une de ces études a montré que l'infection par P.gingivalis modulait 

un total de 55 gènes liés à l'apoptose dans les cellules épithéliales, en augmentant la survie et 

la prolifération de ces cellules (Handfield et al., 2005). Ainsi, P.gingivalis serait capable 

d'inhiber l'apoptose dans d'autres types cellulaires, y compris certaines cellules immunitaires 

(Murray and Wilton, 2003), les fibroblastes (Urnowey et al., 2006) et les cultures primaires de 

GEC (Mao et al., 2007). 

À ce jour, les mécanismes et facteurs de virulence impliqués dans l'inhibition de 

l'apoptose au niveau des cellules épithéliales n'ont pas été complétement élucidés. Malgré cela, 

il a été rapporté que le LPS de P.gingivalis inhibe l’apoptose de certaines cellules immunitaires 

(Jain et al., 2013). Il semble donc raisonnable de suggérer que ce facteur de virulence pourrait 

participer à l’inhibition de l’apoptose dans l’épithélium, à travers la modulation des voies de 

signalisations initiées par les TLRs (Kocgozlu et al., 2009 ; Singh et al., 2011). À ce jour, il a 

été observé que la bactérie adhère et envahit les cellules hôtes en remodelant le cytosquelette 

et en reprogrammant diverses voies de transduction du signal liées à la survie, telles que la 

régulation du cycle cellulaire et l’apoptose (Gruenheid and Finlay, 2003 ; Inaba et al., 2009; 

Pan et al., 2014). 

Fait intéressant, il a déjà été démontré que P.gingivalis modulait l'expression de 

l'apoptosome dans les cellules endothéliales (Bugueno et al., 2016) avec une influence 

potentielle sur l'aggravation de l'athérosclérose (Lalla et al., 2003). Cependant, l'effet d'une telle 

infection au niveau parodontal n'a pas encore été étudié. Par conséquent, il reste intéressant 

d'identifier de nouveaux mécanismes moléculaires associés à l’initiation de la parodontite, tels 
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que ceux associés aux protéines cytosoliques adaptatrices liées au domaine TIR, impliquées 

dans la reconnaissance des pathogènes par les TLRs (Figure nº17). 

 

VI. Implication systémique des parodontites 
Au cours des dernières décennies, les maladies parodontales ont été associées à diverses 

maladies chroniques telles que le diabète, la polyarthrite rhumatoïde, les complications de la 

grossesse et les maladies cardio-vasculaires, suggérant un impact systémique (Huck et al., 2011 

; Linden et al., 2013 ; Lockhart et al., 2012 ; Pothineni et al., 2017 ; Rosenfeld and Campbell, 

2011 ; Tonetti et al., 2007). Sur le plan cardio-vasculaire, les patients atteints de parodontite 

semblent plus prédisposés à la dysfonction endothéliale, à la progression de la maladie 

anévrysmale (Salhi et al., 2019), au rétrécissement des artères coronaires et à une augmentation 

de la mortalité associée aux troubles cardio-vasculaires (Buhlin et al., 2002; Xu and Lu, 2011). 

Ceci a notamment été confirmé lors d'un essai clinique où un traitement parodontal intensif 

chez des patients atteints de parodontite sévère a amélioré la fonction endothéliale à 6 mois, 

un marqueur reconnu des lésions vasculaires (Tonetti et al., 2007), renforçant ainsi ce lien de 

causalité. 

Parmi les mécanismes biologiques proposés (Hajishengallis, 2015b ; Huck et al., 2011; 

Liljestrand et al., 2018 ; Salhi et al., 2019), l’impact des bactéries buccales et plus 

particulièrement parodontales sur l’homéostasie artérielle (Zelkha et al., 2010) est suggéré par 

leur dissémination éventuelle dans le flux sanguin à partir de la poche parodontale, puisqu'elles 

ont été détectées dans des plaques athéromateuses ainsi que dans la paroi des vaisseaux sains 

chez les patients atteints de parodontite légère à sévère (Amar and Engelke, 2015 ; Elkaim et 

al., 2008). 

 

VII. L’athérosclérose 
Les maladies cardio-vasculaires sont responsables de la plupart des décès dans le monde 

et représentent environ 32% de tous les décès en 2010 aux États-Unis et 28% en France. Elles 

sont considérées comme la deuxième cause de mortalité dans le monde juste après les cancers.  

Ces maladies exposent à de nombreuses complications aiguës ou chroniques telles que les 

infarctus du myocarde, les accidents vasculaires cérébraux, l’insuffisance cardiaque ou encore 

l’atteinte des extrémités des membres inférieurs. Bien que la morbidité et la mortalité liées aux 

maladies cardio-vasculaires aient diminué au cours des deux dernières décennies, 

l’augmentation du nombre de patients diabétiques et/ou obèses fait craindre une augmentation 
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de celle-ci dans le futur. Ainsi, la mise en évidence de facteurs de risque modifiables est 

primordiale pour améliorer la prise en charge des patients (Dimmeler, 2011).  

Sur le plan physiopathologique, les maladies cardio-vasculaires constituent un ensemble 

de troubles affectant le cœur et les vaisseaux sanguins dont la cause la plus fréquente est 

l’athérosclérose. L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique caractérisée par 

un rétrécissement de la lumière artérielle. Le développement de la plaque d’athérome est un 

phénomène complexe induit par un grand nombre de phénomènes cellulaires et moléculaires 

tels que l'accumulation de lipoprotéines de basse densité (LDL), le recrutement et l’activation 

de cellules inflammatoires, la modification phénotypique des cellules musculaires lisses 

(VSMC), la dysfonction endothéliale ainsi que la migration des VSMC et leur prolifération 

dans l’intima (Karki et al., 2013 ; Lee et al., 2015). Le développement de la plaque d’athérome 

est orchestré par de nombreuses molécules, notamment les cytokines ainsi que certains facteurs 

chimiotactiques sécrétés au niveau des cellules endothéliales. Ces facteurs chimiotactiques vont 

induire le recrutement de monocytes et leur infiltration dans l’intima. Dans l’intima, les 

monocytes se différencient en macrophages et après phagocytose des LDLs se transforment en 

macrophages spumeux. Certaines molécules sont ainsi particulièrement étudiées du fait de leur 

influence sur l’ensemble de ces étapes, notamment au niveau endothélial, telles que la 

cyclooxygénase-2 (COX-2), la synthase de l'oxyde nitrique inductible (iNOS), TNF-α et 

certaines voies des protéines kinases activées par des mitogènes (MAPK) (Karki et al., 2013). 

Dans les stades ultimes d’évolution de la plaque, la rupture de la plaque d'athérome va entraîner 

la formation d’un caillot induisant une obturation de la lumière artérielle, une réduction du flux 

sanguin et donc un accident ischémique (Figure nº13). A l’heure actuelle, l’ensemble des 

facteurs de risque pouvant influer sur le développement de la plaque d’athérome ne sont pas 

encore tous connus et un rôle particulier a été proposé pour l’infection (Rosenfeld and 

Campbell, 2011). 

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle de l’infection sur le développement 

de l'athérosclérose et plusieurs agents infectieux ont été identifiés tels que Chlamydia 

pneumoniae (C.pneumoniae), H.pylori et P.gingivalis (Elkaim et al., 2008 ; Lockhart et al., 

2012; Yilmaz, 2008). Cependant, les mécanismes moléculaires associés à chaque pathogène ne 

sont pas suffisamment décrits et l’impact pathologique spécifique de chacun d’entre eux reste 

sujet à discussion. 
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Figure n°13. Stade d’évolution de l'athérosclérose. (a) Le dysfonctionnement des 

cellules endothéliales et leur activation dans des conditions pro-inflammatoires entraînent une 

adhérence précoce des plaquettes et des leucocytes et une perméabilité accrue de l'endothélium. 

(b) Les monocytes qui sont recrutés dans l'intima et la media accumulent les lipides et se 

transforment en cellules spumeuses, constituant des stries grasses. L'afflux continu de cellules 

mononucléaires, le dépôt des composants de la matrice et le recrutement des cellules musculaires 

lisses donnent lieu à la progression fibro-proliférative des plaques.  (c) L'apoptose des 

macrophages et d'autres cellules de la plaque crée un noyau nécrotique et une coque fibreuse qui 

se compose d’une matrice et d'une couche de cellules musculaires lisses. (d) L'amincissement et 

l'érosion de la coque fibreuse dans des plaques instables, par exemple, en raison de la dégradation 

de la matrice par les protéases, aboutit finalement à une rupture de la plaque, à la libération des 

débris, à l'activation du système de coagulation et à la thrombose artérielle (Weber and Noels, 

2011). 



 44 

VIII. Impact de l’infection par Porphyromonas gingivalis sur les 

cellules endothéliales  
Les cellules endothéliales (EC) sont des cellules clés dans l'homéostasie vasculaire et 

leur dysfonctionnement est associé avec différentes phases de développement de la plaque 

d’athérome (Bugueno et al., 2016 ; Huck et al., 2012 ; Lockhart et al., 2012 ; Rydén et al., 2016) 

du fait notamment de leur localisation à l’interface entre flux sanguin et paroi artérielle. Ces 

cellules sont ainsi sous l'influence directe de plusieurs facteurs de stress comme les bactéries 

pathogènes lors d’épisodes de bactériémie (Figure n°14). Plusieurs bactéries ont été décrites 

comme étant capable d'aggraver l'athérosclérose par l'induction de la mort des EC y compris 

C.pneumoniae, comme cela a été démontré in vitro (Birck et al., 2013) et in vivo (Roth et al., 

2007).  Si l’on considère plus particulièrement P.gingivalis, cette bactérie via l’action de ses 

facteurs de virulence tel que le lipopolysaccharide (LPS) est susceptible d’augmenter la mort 

cellulaire endothéliale par apoptose et nécrose (Bugueno et al., 2016), mais également d’activer 

différentes voies moléculaires associées aux TLRs et à la réponse immunitaire innée (Huck et 

al., 2015). Cette bactérie active également différentes enzymes impliquées dans le remodelage 

de la matrice extracellulaire telles que la CATB (Huck et al., 2012), l’inflammasome NLRP3 

(Huck et al., 2015), la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Rodrigues et al., 2012), 

favorisant ainsi l’évolution et la rupture de la plaque (Figure nº14.  
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 Figure n° 14. La dissémination de P.gingivalis dans la circulation systémique. En 

plus d'une voie bactérienne, les bactéries parodontales peuvent envahir des leucocytes ou des 

érythrocytes, auxquels ils se fixent par l'interaction avec un récepteur C3b du complément 1 (CR1), 

et diffusent à partir de la muqueuse buccale aux tissus aortiques. Les bactéries envahissent, mais 

aussi activent les cellules endothéliales par l’augmentation de l’expression des molécules 

d'adhésion cellulaires et chimiokines, qui peuvent favoriser la transmigration des leucocytes 

pouvant abriter des bactéries intracellulaires viables. Les bactéries peuvent se propager aux tissus 

plus profonds où elles peuvent induire la prolifération des cellules musculaires lisses (CML) dans 

l'intima. L'absorption de lipoprotéines de basse densité (LDL) par les macrophages est augmentée 

en présence de bactéries, conduisant à une accélération de la formation des cellules spumeuses et 

à l’athérogenèse. Au stade ultime, la rupture de la plaque peut être facilitée par les bactéries, via 

la production de métalloprotéases matricielles (MMP) par les cellules vasculaires. L'agrégation 

plaquettaire induite contribuera à une occlusion thrombotique des vaisseaux (Hajishengallis, 

2015a). 
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Par ailleurs, il a également été démontré que l’infection par P.gingivalis et 

C.pneumoniae peut amplifier de manière synergique, l’impact d’autres facteurs de risque tels 

que les LDL ou encore certaines cytokines pro-inflammatoires (TNF-a). Par exemple, 

l’infection par P.gingivalis va augmenter de manière significative la mort cellulaire 

endothéliale induite par LDL en activant certaines voies moléculaires spécifiques régulant 

l’apoptose/nécrose caspase-dépendantes (Bugueno et al., 2016). La mort cellulaire endothéliale 

est un élément important de l’athérogenèse puisque ces cellules vont présenter certains facteurs 

membranaires pouvant activer notamment la réponse thrombogénique et faciliter le 

recrutement/diapédèse de certains types cellulaires de type polynucléaires neutrophiles (PNN) 

(Choy et al., 2001 ; Zhang et al., 2015). Plus précisément, le processus d’apoptose des ECs est 

impliqué dans la phase précoce de l'athérogenèse (Pirillo et al., 2013). Elle augmente la 

perméabilité vasculaire, la coagulation et favorise la prolifération des cellules musculaires lisses 

(Hopkins, 2013). En outre, les cellules apoptotiques non phagocytées peuvent devenir 

nécrotiques contribuant à l'inflammation vasculaire (Napoli, 2003). Récemment, l’apoptosome 

a été reconnue comme une cible thérapeutique potentielle dans plusieurs maladies telles que le 

diabète et l'obésité (Gupta et al., 2009 ; Tang et al., 2015). Son implication dans l'athérosclérose 

a été proposée (Maiolino et al., 2013) et certaines bactéries dont P.gingivalis ont été démontrées 

comme pouvant moduler son activité. Récemment, il a été proposé que le rôle pathogène 

associé à l’infection puisse être la répercussion de la réponse cellulaire paracrine médiée par 

certaines cytokines mais également par certaines microvésicules d’origine endothéliale (Figure 

nº16). 

 

IX. Les microvésicules d’origine endothéliale  
Les microvésicules (MV), également appelées microparticules, sont des vésicules 

membranaires plasmatiques allant de 50 nm à 1 µm libérées par les cellules stimulées. Elles 

contiennent une variété de molécules actives telles que des lipides, des enzymes, des récepteurs, 

des microARN (miARN) (VanWijk et al., 2003). Les MV sont sécrétées par les cellules lors 

d'un stress cellulaire pouvant être induit par un grand nombre de stimuli (Figure n° 15).  

 

 

 

 



 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°15. Schéma des principaux mécanismes de biogenèse des microvésicules. Les 

microvésicules sont générées par le soufflage de la membrane plasmique cellulaire à la suite 

d’un grand nombre de stimuli. Elles portent des molécules potentiellement bioactives, 

notamment des récepteurs, des ligands, des enzymes et des ARN fonctionnels (Vítková et al., 

2018). 

 

A ce jour, les MV ont été principalement identifiées comme étant des vésicules 

membranaires libérées par les cellules vasculaires telles que les EC, les CML, des plaquettes, 

des érythrocytes et des leucocytes (Angelillo-Scherrer, 2012). Historiquement, les MV étaient 

considérées comme « des débris cellulaires sans intérêt biologique » mais certaines études ont 

mis en évidence leurs propriétés pathogéniques importantes notamment dans le domaine de 

l’athérosclérose (Patz et al., 2013). Dans la circulation sanguine, les MV endothéliales (EMV) 

constituent une sous-population de la famille des MV associées à la pathogenèse de diverses 

maladies cardio-vasculaires, principalement déclenchées par une dysfonction endothéliale. Les 

recherches ont démontré le rôle clé des EMV dans la croissance, la division et la maturation 

des précurseurs des ECs, importantes pour la régénération des vaisseaux sanguins (Hristov et 

al., 2004), ce qui suggère un rôle potentiel des EMV sur l’homéostasie vasculaire (Dignat-

George and Boulanger, 2011) (Figure n°16). Une des caractéristiques des EMV est qu’elles 

exposent dans leur surface la phosphatidylsérine (PhtdSer), un phospholipide anionique 

transféré du côté interne au côté externe de la membrane plasmique avant leur libération. De 

plus, les protéines membranaires présentes à la surface de la cellule mère permettent de 

caractériser leur origine cellulaire dans les fluides corporels. Les EMV circulantes 
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procoagulantes ont été démontrées comme des biomarqueurs des atteintes vasculaires d'origine 

athérothrombotique, inflammatoire ou mécanique, y compris l'ischémie de reperfusion. Quelle 

que soit leur origine cellulaire, les MV en circulation émergent en tant que nouveaux acteurs 

de la dysfonction cellulaire agissant en tant que messagers procoagulants, pro-inflammatoires, 

apoptotiques ou pro-sénescence dans des conditions pathologiques. En effet, le stress cellulaire 

initial à l'origine de l'excrétion des MV apparaît pertinent pour l'induction d'un 

dysfonctionnement cellulaire spécifique (Vítková et al., 2018). 

 

Figure n°16 : Principales hypothèses relatives au rôle des microvésicules (MV) dans 

la physiopathologie de l'athérosclérose. Les microvésicules endothéliales (EMV) et les 

microvésicules plaquettaires (PMV) sont générées par l'activation de l'endothélium par un 

certain nombre de facteurs comme le tabagisme, le stress oxydatif, l'obésité et l'hypertension 

artérielle alors que les microvésicules provenant de monocytes (MMV) sont générées par les 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL 1-β), le tabagisme et la protéine C réactive (CRP). 

Les EMV peuvent activer les cellules musculaires lisses vasculaires (CML) pour exprimer la 

MMP-9 qui peut dégrader la barrière élastique “la lamina”, pour faciliter la migration des 

CML depuis la couche media vers l’intima sur le site de la lésion athérothrombotique. En outre, 

les EMV sont aussi capables d’augmenter l’expression d’ERK, JNK et p38 via la voie des 

MAPK, entraînant la prolifération et la migration des CML, pour développer la plaque 

d'athérome. Les molécules d'adhésion cellulaire, exprimées par les EMV et les PMV, facilitent 
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l’adhérence des leucocytes et des plaquettes à la surface endothéliale, en développant ainsi 

l’épaississement de l'intima et d’une lésion vasculaire. Les MMV peuvent activer la voie de la 

synthase de l'oxyde nitrique inductible pour libérer de l'oxyde nitrique (NO), qui est un pro-

coagulant responsable de l'inflammation vasculaire et de la dysfonction endothéliale. 

Collectivement, tous ces événements conduisent à l'athérosclérose (Paudel et al., 2016). 

Il apparaît ainsi important de pouvoir connaître le phénotype d’EMV entre un état sain 

et pathologique, ceci afin d’une part de mieux comprendre leur rôle physiopathologique mais 

également de pouvoir évaluer leur potentiel intérêt clinique comme marqueur de la souffrance 

vasculaire. Ainsi, Markiewicz et al., 2013 ont réalisé une étude afin de mettre en évidence les 

différentes stades associés à l'angiogenèse et la sécrétion de EMV par dosage in vivo (VanWijk 

et al., 2003). Cette étude a ainsi mis en évidence, d’une part l’augmentation de la concentration 

d’EMV chez les patients malades, mais a également mis en évidence une corrélation entre 

l’angiogenèse et la concentration d’EMV. Une autre étude réalisée par Koga et al. a démontré 

la présence des EMV positives à CD-144, également connu sous le nom de « vascular 

endothelial- (VE-) cadherin » dans la circulation humaine, avec des niveaux plus élevés 

observés chez les personnes souffrant de diabète et de maladies coronariennes (Koga et al., 

2005). Ces données permettent ainsi d’utiliser l’évaluation des EMV CD-144 comme 

marqueurs diagnostiques et/ou thérapeutiques (Koga et al., 2005). 
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Les mécanismes impliqués dans l’initiation et le développement des parodontites restent 

peu connus. A l’heure actuelle, le rôle prépondérant joué par P.gingivalis est considéré comme 

majeur dans les phénomènes associés. De ce fait, la mise en évidence de nouveaux mécanismes 

ou de nouvelles cibles cellulaires affectées par ce pathogène pourrait permettre de développer 

de nouvelles stratégies thérapeutiques. L’objectif de ce travail de thèse a donc été de déterminer 

l’impact de P.gingivalis sur l’homéostasie des tissus mous gingivaux et de l’endothélium. Pour 

cela, différentes stratégies ont été utilisées : 

 

v Chapitre 1 : Contribution de P.gingivalis à la modulation de la mort 

cellulaire épithéliale et fibroblastique. 
 

Dans ce premier chapitre, nous avons cherché à déterminer les mécanismes impliqués 

dans l’invasion et la modulation de la réponse immunitaire de l’hôte par P.gingivalis pour 

favoriser sa survie. Il a été décrit que cette bactérie est capable de moduler le cycle cellulaire et 

la mort cellulaire programmée contribuant à l'aggravation de la lésion parodontale.  

Un domaine émergent dans la pathogenèse bactérienne est la capacité des bactéries à 

inhiber l'apoptose dans les cellules eucaryotes. L’inhibition de l'apoptose fournit un avantage 

de survie car elle permet aux bactéries de se loger ainsi que de se répliquer dans les cellules 

hôtes. Des résultats controversés sont trouvés dans la littérature concernant l'effet induit par 

P.gingivalis sur l'apoptose et la prolifération des GEC. Plusieurs voies moléculaires ont été 

identifiées comme déclencheurs clés de l'apoptose, notamment l’apoptosome Apaf-1 et ses 

inhibiteurs, telle que la protéine XIAP, qui semble être intéressante d’un point de vue 

physiopathologique et thérapeutique.  

 

v Chapitre 2 : Implication des microvésicules d’origine endothéliale 

induites par l’infection par P.gingivalis dans l’inflammation 

endothéliale. 

 

Dans une deuxième partie, nous nous sommes intéressés à la réponse de l’endothélium 

face à l’infection parodontale, lors de la dissémination des parodontopathogènes via la 

circulation systémique. L'infection chronique a été décrite comme un mécanisme potentiel 



 52 

impliqué dans l'aggravation de l'athérothrombose. Récemment, il a été suggéré que le rôle 

pathogène associé à une infection bactérienne pourrait être induit par la réponse paracrine des 

cellules endothéliales (EC) induite par les cytokines sécrétées mais également par des 

microvésicules d’origine endothéliale (EMV). Nous avons ainsi voulu déterminer le rôle de 

P.gingivalis sur la sécrétion des EMV et leurs propriétés pro-inflammatoires. La mise en 

évidence d’un nouveau mécanisme contribuerait à une meilleure compréhension des 

phénomènes impliqués dans l’interaction entre parodontite et maladies cardio-vasculaires. 

 

v Chapitre 3 : Développement d’un nouveau modèle 3D sphéroïde in vitro 

permettant l’évaluation de l’impact de l’infection par P.gingivalis sur 

les interactions épithélio-fibroblastiques. 
 

La troisième partie concerne plus particulièrement le développement d’un nouveau 

modèle cellulaire 3D in vitro. Dans le but de mieux comprendre l'impact des interactions entre 

les tissus mous gingivaux et les agents pathogènes parodontaux, tel que P.gingivalis, un 

nouveau modèle 3D in vitro de gencive a été développé en utilisant la méthode des gouttes 

suspendues, formant des microtissus comprenant 2 types cellulaires distincts et mimant ainsi 

l’interface épithélium-conjonctif. Ce modèle doit nous permettre, à terme, de prendre en compte 

les interactions épithélio-fibroblastiques dans les phénomènes inflammatoires induits par 

P.gingivalis, et donc de se rapprocher au plus près de la situation in vivo. 

 

v Chapitre 4 : Impact de P.gingivalis sur la modulation des protéines 

« TIR-domain-containing adaptors (TIR) » dans la signalisation 

médiée par les « Toll-like receptors ». 
 

Dans un ultime chapitre, nous nous sommes intéressés à l’identification des voies 

moléculaires précocement modulées par P.gingivalis. Les TLRs constituant la voie classique 

d’activation cellulaire face à l’infection, une analyse de la modulation de l’expression des 

molécules impliquées dans la signalisation intracellulaire et associée au recrutement des 

protéines adaptatrices contenant le domaine du récepteur Toll/interleukine-1 (TIR) a été 

effectué. Le but de cette étude est d'évaluer les effets de l'infection par P.gingivalis sur 
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l'expression et les interactions protéine-protéine parmi 5 TIR (MAL, Myd88, Trif, TRAM et 

Sarm), ceci afin de mettre en évidence de potentielles cibles thérapeutiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 54 

 

 
Figure nº17. Schéma représentant les voies moléculaires potentiellement modulées 

par P.gingivalis au niveau des cellules épithéliales, des fibroblastes et des cellules 

endothéliales. Ces mécanismes, liés à l’initiation et au développement des parodontites, restent 

encore peu connus. Ces processus sont principalement l’apoptose, la reconnaissance des 

pathogènes et des facteurs de virulence via la signalisation par les TLRs, la réponse 

inflammatoire et l’invasion intracellulaire. A l’heure actuelle, le rôle prépondérant joué par 

P.gingivalis est considéré comme majeur dans la physiopathologie des parodontites. Dans ces 

travaux de thèse, nous nous intéressons à mettre en évidence de nouveaux mécanismes ou de 

nouvelles cibles cellulaires affectées par ce pathogène, ce qui pourrait permettre de développer 

de nouvelles stratégies thérapeutiques.  
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CHAPITRE 1 
 
Contribution de P.gingivalis à la modulation de la mort cellulaire 

cellulaire épithéliale et fibroblastique. 
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v Bugueno I.M., Batool F., Benkirane- Jessel N., Huck N. “Porphyromonas gingivalis 

differentially modulates apoptosome Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 in 

epithelial cells and fibroblasts”, The American Journal of Pathology 2017, 188(2): 404-

416.  

 

Contexte et objectifs 
 

Les bactéries parodontopathogènes, telles que P.gingivalis, T.forsythia et T.denticola, 

interagissent avec les cellules hôtes, y compris les cellules épithéliales et les fibroblastes, afin 

de coloniser et d’envahir les zones profondes du parodonte (Costalonga and Herzberg, 2014). 

P.gingivalis, une bactérie considérée comme l'un des agents pathogènes clés impliqués dans la 

transition d’un état de santé parodontale vers la maladie (Abusleme et al., 2013), présente un 

large éventail de facteurs de virulence, notamment le lipopolysaccharide (Pg-LPS) et plusieurs 

protéases extracellulaires contribuant à sa capacité d'invasion (Soto et al., 2015 ; Diaz et al., 

2014). La persistance intracellulaire est une stratégie développée par la bactérie pour échapper 

à la réponse immune innée favorisant la dysbiose au niveau sous-gingival (Lamont et al., 2018).  

L'apoptose a été décrite comme un mécanisme potentiel impliqué dans la destruction 

tissulaire associée à des nombreuses maladies infectieuses et inflammatoires (Lin et al., 2014 ; 

Yamada et al., 2016). La dérégulation de l’expression des gènes liés à la voie intrinsèque de 

l'apoptose, tels que Bax ou Bcl2, a été observée dans les tissus gingivaux de patients atteints de 

parodontite (Song et al., 2016). L'apoptose est impliquée dans l'homéostasie tissulaire et est 

sous l’influence de régulateurs, y compris des caspases, qui pourraient être qualifiées 

d’exécuteurs clés du mécanisme de la mort cellulaire (Zamaraev et al., 2015). Même s'il existe 

deux voies d'activation de l'apoptose, nous nous sommes intéressés principalement à la voie 

intrinsèque. La voie intrinsèque de l'apoptose nécessite la libération vers le cytosol de facteurs 

pro-apoptotiques des mitochondries, en particulier du cytochrome c, qui activent les 

composants liés à l'apoptosome (Lergedwood et al., 2009). Le complexe de l’apoptosome est 

une plate-forme de signalisation en forme de roue cytosolique, constituée par l'oligomérisation 

du facteur activant l'apoptose de la peptidase 1 (Apaf-1) (Riedl et al., 2007) induite par la 

libération du cytochrome c conduisant à l'activation de plusieurs caspases, y compris des 

caspase-9 et -3 (Yuan et al., 2013). L'activité de l'apoptosome Apaf-1 est contrôlée par plusieurs 

protéines telles que l'inhibiteur lié à la protéine de l'apoptose X (XIAP) (Shiozaki et al., 2003). 

Nous avons précédemment démontré que P.gingivalis modulait l'expression de l'apoptosome 
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dans les cellules endothéliales (Bugueno et al., 2016). Cependant, l’impact au niveau des 

cellules du parodonte est méconnu. 

Par conséquent, le but de cette étude était d'évaluer l'expression d’Apaf-1 dans les tissus 

gingivaux provenant de patients sains ou présentant une parodontite et in vivo dans un modèle 

expérimental murin de parodontite. Simultanément, l'expression et les activités enzymatiques 

de molécules clés liées à l'apoptosome ont été examinées en réponse à l'infection par 

P.gingivalis dans deux lignées cellulaires in vitro, les cellules épithéliales gingivales (GEC) et 

les fibroblastes oraux (FB) dans le but d'identifier de nouveaux mécanismes moléculaires 

associés à l’initiation de la parodontite. 

 

Résultats et discussion 
 

Une expression différentielle de l’ARNm d’Apaf-1 et de Xiap a été observé entre les 

échantillons gingivaux humains soulignant leurs rôles potentiels dans la parodontite. Cette 

modulation de l’expression d'Apaf-1 a également été observée dans un modèle de parodontite 

expérimentale murine induite par des ligatures infectées par P.gingivalis. In vitro, P.gingivalis 

cible les molécules Apaf-1, XIAP, caspase-3 et caspase-9 au niveau de l'ARNm et protéique, 

entrainant une inhibition de la mort des GEC. L'effet inverse a été observé au niveau des FB 

dans lesquels P.gingivalis a induit une augmentation de la mort cellulaire via apoptose. Pour 

évaluer si les effets observés étaient associés à la protéine Apaf-1, les GEC et les FB ont été 

transfectés avec un siRNA ciblant cette même protéine confirmant les observations 

précédentes.  Enfin, les effets de P.gingivalis sur l’activation de l’apoptose, par inhibition de 

XIAP, ont été évalués confirmant son implication.  

 

Conclusion 
 

Cette étude a démontré le rôle joué par Apaf-1 et XIAP dans la pathogenèse des 

parodontites. Ainsi, l'infection par P.gingivalis module l’activation de l'apoptosome Apaf-1 et 

de XIAP de manière différentielle en fonction du type cellulaire. Ceci pourrait constituer l’un 

des mécanismes expliquant la subversion de la réponse immunitaire innée de P.gingivalis. 

Cependant, d'autres expériences portant sur l’activation d'Apaf-1 devraient être menées afin 

d’évaluer son impact potentiel dans la prévention ou le traitement des parodontites. Ceci 
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pourrait contribuer à la mise en évidence de médicaments spécifiques prenant en compte le 

risque d'effets secondaires associés.  
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CHAPITRE 2 
 

Implication des microvésicules d’origine endothéliale induites par 

l’infection par Porphyromonas gingivalis dans l’inflammation 

endothéliale. 
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Bugueno I.M., El-Ghazouani F., Batool F., El Itawi H., Anglès-Cano E., Benkirane-Jessel N., 

Toti F., Huck O. Porphyromonas gingivalis triggers the shedding of inflammatory endothelial 

microvesicles that act as autocrine effectors of endothelial dysfunction. Article accepté avec 

des révisions. 
 

 

Contexte et objectifs 
 

La parodontite a été liée à plusieurs maladies systémiques, en particulier l'athérosclérose 

et l'infection chronique ont été décrites comme un mécanisme potentiel impliqué dans son 

aggravation (Linden et al., 2013 ; Huck et al., 2011 ; Lockhart et al., 2012). Il a été proposé un 

éventuel impact au niveau vasculaire de P.gingivalis et d’une grande variété de médiateurs 

inflammatoires agissant comme effecteurs cellulaires autocrines ou paracrines (Tonneti et al., 

2007 ; Salhi et al., 2019)(Welsh et al., 2017 ; Van Tassell et al., 2013). Les MV, également 

appelées microparticules, sont des vésicules membranaires plasmatiques allant de 50 nm à 1 

µm sécrétées par des cellules stimulées. Elles contiennent une grande variété de molécules 

actives telles que des lipides, des enzymes, des récepteurs (TLRs, ...), des microARN (miARN). 

La caractéristique principale des MV est leur exposition de la phosphatidylsérine (PhtdSer) sur 

leur membrane plasmique externe. Les EMV circulantes procoagulantes ont été démontrées 

comme biomarqueurs pertinents des atteintes vasculaires d'origine athérothrombotique, 

inflammatoire ou mécanique, y compris l'ischémie-reperfusion (Ridger et al., 2017 ; Meziani 

et al., 2010). 

L’objectif de cette étude est de déterminer le rôle de P.gingivalis  sur la production des 

EMV et d’évaluer leur impact sur la mort cellulaire endothéliale et l’inflammation favorisant 

l’acquisition d’un état athérothrombotique. Nous évaluerons ainsi les effets induits par 

P.gingivalis et son LPS sur la production des EMV in vitro dans des EC humaines et leur impact 

sur certains marqueurs inflammatoires et étapes clés de la souffrance endothéliale. 

 

Résultats et discussion 
 

Les EMV ont été purifiées à partir des ECs infectées par P.gingivalis (MOI 100) pendant 

24h. Par la suite, des ECs naïves ont été stimulées par ces EMV et leur effet a été comparé à 
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celui provoqué par l’infection directe (P.gingivalis).  L’impact sur la viabilité cellulaire, le type 

de mort et l'expression de l'ARNm et protéique concernant plusieurs molécules liées à la 

réponse inflammatoire, au stress oxydatif, au dysfonctionnement endothélial et au recrutement 

des cellules du système immunitaire, telles que TNF-a, VCam, ICam, Il-8, Il-6, P21, P53, SOD-

1, CDK4, eNOS et iNOS, ont été évalués. Enfin, nous avons également étudié l’expression et 

la phosphorylation de 43 kinases humaines impliquées dans l’activation des principales voies 

associées à l’inflammation. Ainsi, la stimulation des ECs par les EMVPg induit un effet pro-

inflammatoire et augmentent la mort cellulaire. Fait intéressant, l'analyse protéomique, a mis 

en évidence la modulation de plusieurs voies liées à l'inflammation suite à la stimulation par 

P.gingivalis ou par les EMVPg. Il est intéressant de noter que non seulement les voies de 

signalisation JNK / AKT mais aussi des voies STAT ont été stimulées par l’infection ou les 

EMVPg. 

 

Conclusion 
 

Cette étude contribue à démontrer que les EMV produites lors de l’infection bactérienne 

pourraient exacerber les lésions endothéliales par l'augmentation de la mort cellulaire, du stress 

oxydatif et de l’inflammation endothéliale. La connaissance de la composition des EMVs 

circulantes et leur impact biologique in vivo restent certes encore insuffisants. Les EMV 

pourraient ainsi être considérées comme des effecteurs autocrine et paracrine impliqués dans la 

relation entre parodontite et athérothrombose ayant une valeur pronostique ou diagnostique. 
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CHAPITRE 3 
 

Développement d’un nouveau modèle 3D sphéroïde in vitro 

permettant l’évaluation de l’impact de l’infection par P.gingivalis 

sur les interactions épithélio-fibroblastiques. 
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v Bugueno I.M., Batool F., Keller L., Kuchler-Bopp S., Benkirane-Jessel N., Huck. O. 

Porphyromonas gingivalis bypasses epithelial barrier and modulates fibroblastic 

inflammatory response in an in vitro 3D spheroid model. Scientific Reports 2018, 

(8):14914. 

 

Contexte et objectifs 
 

Les GEC constituent la première ligne de défense de l'hôte contre les pathogènes oraux. 

Les GEC sont organisées en épithélium multicouches et sont constamment mises au défi par 

des agents pathogènes au niveau sulculaire. Les jonctions serrées, les hémi-desmosomes et les 

desmosomes sont les facteurs clés dans la mesure où ils interviennent dans les interactions 

cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire (Amano et al., 2007). Une inflammation 

soutenue au niveau des tissus mous sera impliquée dans la destruction de l'os alvéolaire sous-

jacent (Yilmaz et al., 2006 ; Choi et al., 2014). Les modèles in vitro existants de culture 

cellulaire monocouche ont des limites car ils ne permettent pas de prendre en compte les 

interactions entre les différents types cellulaires. De plus, les cellules sont cultivées sur des 

surfaces synthétiques et peuvent former des attachements non naturels (Graves et al., 2008). 

Ces limitations impliquent la nécessité d'utiliser des modèles animaux qui, bien qu'ils soient les 

plus proches de la situation physiologique humaine, sont associés à des considérations éthiques 

et techniques (Kim et al., 2005 ; Artegiani et al., 2018). Par conséquent, pour pouvoir prendre 

en compte la complexité des tissus ou des organes, des modèles cellulaires 3D ont été 

développés (Artegiani et al., 2018 ; Pinnock et al., 2014 ; Bécavin et al., 2016). Les modèles 

3D ont été décrits comme reproduisant plus fidèlement la physiologie et les phénotypes des 

tissus et des organes que les cellules cultivées en 2D (Amelian et al., 2017 ; Kuchler-Bopp et 

al., 2016). Ces modèles 3D ou multicellulaires ont déjà été utilisés pour étudier les mécanismes 

moléculaires associés aux infections, tels que Neisseria gonorrheae dans un modèle 3D de 

cellules épithéliales de l'endomètre (Laniewski et al., 2017) et dans des conditions 

pathologiques telles que le cancer (Birgerdotter et al., 2005 ; Chaddad et al., 2017).  

 Dans le contexte des maladies buccales, en particulier de la parodontite, certains 

modèles de muqueuse buccale ont été conçus pour imiter l'organisation tissulaire de l'épithélium 

multicouche et du tissu conjonctif sous-jacent (Pinnock et al., 2016 ; Andrian et al., 2004 ; 

Dabija et al., 2013). L'utilisation de ce type de modèle dans le contexte de l'infection par 

P.gingivalis a confirmé que ces modèles 3D sont plus pertinents que les cultures monocouches 



 119 

2D in vitro car les réponses cellule / tissu observées dans celles-ci semblent plus proches de 

celles des modèles in vivo (Dabija et al., 2013). Les sphéroïdes 3D produits par auto-

assemblage, dans un environnement sans échafaudage, reproduisent la fonction et l'architecture 

des tissus in vivo, soulignant ainsi leur rôle futur en tant que modèles in vitro (Achilli et al., 

2012 ; Kelm et al., 2004 ) .  

L'objectif de cette étude était donc de développer un modèle 3D in vitro sphéroïdal 

imitant la gencive afin de dépasser les limites des modèles existants et de prendre en compte 

les interactions épithélio-fibroblastiques. Un intérêt particulier a été porté à la dissémination de 

P.gingivalis et sur l'induction de la mort cellulaire et de l'inflammation. 

 

Résultats et discussion 
 

Des GEC et des FB ont été cultivés par la méthode de la goute suspendue pour générer 

des microtissus (MT) 3D. La structure 3D a été analysée sur des coupes histologiques et par 

microscopie électronique à balayage, en comparant un groupe non infecté et infecté par 

P.gingivalis. Les interactions entre cellules ont été observées à l'aide de la microscopie 

électronique à transmission et l'impact de l'infection par P.gingivalis (ATCC 33277) a été 

évalué au niveau moléculaire. Nous avons étudié l'impact de la bactérie sur divers marqueurs 

de la mort cellulaire (Apaf-1, caspase-3), des marqueurs inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8) et 

les composants de la matrice extracellulaire (Col-IV, E-cadhérine, intégrine αv-β3) par 

immunohistochimie et RTqPCR. 

Les MT formés ont présenté une organisation spatiale bien définie dans laquelle les EC 

se sont organisées dans une couche externe tandis que les FB ont constitué le noyau du MT. 

L'infection des MT a mis en évidence la capacité de P.gingivalis à traverser la barrière 

épithéliale en perturbant les structures jonctionnelles telles que les desmosomes pour atteindre 

le noyau fibroblastique. Un taux d'apoptose et de nécrose accru a été observé au niveau des FB, 

en corrélation avec une destruction du MT associée à la modulation des voies apoptotiques 

intrinsèques telles que l'activation de l'apoptosome Apaf-1. L'infection a induit une expression 

accrue de TNF-α, IL-6 et IL-8. Fait intéressant, la modulation de l'expression des gènes était 

légèrement différente de celle observée dans ces deux types cellulaires en monocouche. 
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Conclusion 
 

La structure 3D des MT synthétisés imite la barrière épithélio-fibroblastique et permet 

d'étudier les effets induits par P.gingivalis. Le développement d'un tel modèle 3D in vitro 

pourrait être utile pour définir plus précisément le rôle des interactions épithélio-fibroblastiques 

sur la réponse immunitaire de l'hôte et également pour évaluer les propriétés thérapeutiques des 

médicaments anti-inflammatoires ou anti-infectieux. 
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CHAPITRE 4 

 
Impact de P.gingivalis sur la modulation des protéines « TIR-

domain-containing adaptors»  dans la signalisation médiée par les 

« Toll-like receptors ». 
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Modulation of TIR-domain-containing adaptors proteins in Toll-like receptor signaling by 

P.gingivalis. (Article en préparation). 

 

Contexte et objectifs 

 

La reconnaissance des agents pathogènes dépend en grande partie des récepteurs TLRs 

et la signalisation intracellulaire n’est déclenchée que par l’activation et le recrutement des 

adaptateurs contenant le domaine TIR (TIR). On pense que les TLRs sont présentés en dimères 

et sont pré-assemblés dans un complexe de faible affinité avant la liaison du ligand. Cette 

dimérisation symétrique va associer les domaines TIR cytosoliques de manière symétrique et 

les contraindre par conséquent à se réorganiser structurellement, créant ainsi la plateforme de 

signalisation nécessaire au recrutement d'adaptateurs. Une fois que la signalisation est initiée, 

chaque adaptateur conduira finalement à l'activation de facteurs de transcription spécifiques 

(tels que NF-KB ou IRF) (O’Neill et al., 2007).  

Le but de cette étude était d'évaluer les effets de l'infection par P.gingivalis sur 

l'expression et les interactions protéine-protéine parmi les cinq protéines adaptatrices TIR, au 

niveau épithélial et endothélial, dans la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques dirigées 

contre les parodontopathogènes.  

 

Résultats et discussion 

 

Des GEC et des EC ont été cultivées puis infectées par P.gingivalis (ATCC 33277 ) à 

une MOI 10 et 100 ou stimulées avec son lipopolysaccharide. Les effets de l'infection sur 

l'inflammation ont été évalués par dosage ELISA (TNF-α). L'expression génique des cinq 

adaptateurs contenant le domaine TIR (Myd88, MAL, TRIF, TRAM et SARM), de TLR-2, 

TLR-4 et du suppresseur de la protéine de signalisation de cytokine 1 (SOCS-1) a été évalué 

par RTqPCR. Enfin, les interactions protéine-protéine de TLR-2/4 et les différents TIR et 

inhibiteurs (tels que SOCS-1) ont été évalués par co-immunoprécipitation et par WB. Enfin, 

une transfection de siRNA ciblant les 2 adaptateurs les plus détectés a été réalisée afin d’inhiber 

leur action.  

Après avoir confirmé un effet pro-inflammatoire dans les deux types cellulaires induits 

par P.gingivalis, et caractérisé par une augmentation significative de la sécrétion de TNF-α, 

nous avons observé une augmentation significative de l'expression de l'ARNm et protéique de 

MAL, Myd88, TRIF et TRAM, à la fois dans les GEC et les EC. De manière correspondante, 
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l'expression de TLR-4 et TLR-2 a augmenté significativement tant au niveau de la transcription 

que de la protéine, dans les deux types cellulaires. L'expression de TLR-4 était 

significativement plus élevée et était principalement associée à l'interaction protéique avec les 

adaptateurs MAL -Myd88 et très légèrement au complexe TRIF-TRAM, tant dans les GEC que 

dans les EC. Enfin, cette activation des protéines TIR, principalement via TLR-4, a conduit à 

une activation de l'adaptateur SARM et à une inhibition de la protéine SOCS-1 après infection 

par P.gingivalis. Lorsque nous avons réalisé l’inhibition transitoire par siRNA des adaptateurs, 

la viabilité des cellules, la réponse inflammatoire et la mort cellulaire étaient significativement 

moins influencées par l'infection par P.gingivalis et ses effets délétères étaient quasiment 

absents lorsque MAL ou TRAM étaient ciblés. 

 

Conclusion 

 

Ce travail permet d'établir que P.gingivalis est capable de moduler les cascades de 

signalisation intracellulaires activées par sa reconnaissance via TLR-4/2 dans les GEC et les 

EC et de moduler l'expression des protéines adaptatrices TIR, associées principalement à la 

signalisation via TLR-4. Cela nous a également permis d’observer que l’interaction protéine-

protéine MAL -Myd88 associée à TLR-4 était la principale voie activée lors de l’infection par 

P.gingivalis. Par conséquent, l’infection pourrait moduler deux inhibiteurs de la réponse médiée 

par les cytokines induites par l’activation des complexes MAL / Myd88 et TRIF/ TRAM, 

SARM et SOCS-1. Enfin, il pourrait être utile de définir plus précisément le rôle de ces 

interactions TIR sur la réponse immunitaire de l'hôte dans le contexte des parodontites in vivo. 
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Article en préparation 

 

Title: Modulation of TIR-domain-containing adaptors proteins in Toll-like 

receptor signaling by P.gingivalis.  
 

Periodontal diseases are infectious inflammatory diseases associated to periodontal 

tissue inflammation and destruction of the tooth-supporting tissues characterized by increased 

periodontal pocket depth, gingival bleeding and clinical attachment loss. Such diseases impair 

oral health related quality of life and are considered the main cause of dental mobility and tooth 

loss 2. Globally, most children have signs of gingivitis and, among adults, the initial stages of 

periodontal diseases are prevalent. Severe periodontitis, which may result in tooth loss, is found 

in around 11% of most populations. This prevalence increases gradually with age with a peak 

around 38 years of age 3. Severe periodontitis, affecting individuals during puberty that leads 

to premature tooth loss, affects about 2% of youth1. 

The development of periodontitis is associated with dysbiotic microbiome characterized 

by the predominance of anaerobic species, including Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis), 

and by imbalance with host-immune response directly involved in the periodontal tissue 

destruction 4. The first line of host defense challenged by oral pathogens is the epithelial barrier. 

Once periodontal pathogens manage to disseminate via the systemic circulation, bacteria are 

also capable of facing the vascular endothelium. The host-bacterial interactions are therefore 

crucial in the onset and development of periodontitis and its links to systemic diseases. This 

dysbiotic flora induces an inflammatory response which contributes to the destruction of the 

periodontal tissues and their systemic dissemination at distance 5–7. 

Any alterations in the balance of the oral ecosystem, as well as the pathological process 

of periodontal pocket formation, will create a favorable environment for the growth of 

anaerobic microorganisms, such as P.gingivalis 8. Although the precise mechanisms of bacterial 
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pathogenesis are not entirely described, P.gingivalis has been shown to be able to invade, in 

vitro, a range of human epithelial cell lines, as well as to persist and to replicate intracellularly, 

which would prevent detection by the immune system 9–13. Given the importance of this step in 

the infection of P.gingivalis, many studies attempted to clarify the mechanisms involved in the 

internalization of the bacterium by the host cell and those involved in the escape from immune 

system. Intracellular persistence is a strategy developed by the bacterium to escape the immune 

response, thus contributing to the pathological process of periodontitis 14,15. Indeed, P.gingivalis 

is also able to modulate the cell cycle and programmed cell death in order to avoid response of 

the host cell 16,17,18. The interaction between gingival epithelial cells (GECs) and periodontal 

bacteria would determine whether the colonization process would succeed or not. Thus, it has 

been observed that epithelial invasion of P.gingivalis regulates apoptosis and stimulates cell 

proliferation by modulating several molecular cascades involving p53 and JaK kinase / Stat and 

Apaf-1 apoptosome 5,9,11,21. However, the precise mechanisms involved in the entry of this 

bacterium and the activation of these multiples signaling pathways, remain to be determined. 

During the last decades, studies have demonstrated that periodontitis is therefore 

considered to be part of cardiovascular risk factors in clinical studies 22–24. Several biological 

mechanisms have been proposed to explain this link 4,25,26. The direct influence of bacterial 

spreading from periodontal pocket on arterial walls homeostasis has been evidenced 27 as 

periodontal bacteria could be detected in atheromatous plaque samples or in healthy vessels 

28,29. Several works have demostrated that P.gingivalis is able to induce pro-inflammatory and 

pro-atheromatous pathways, in vitro 6,30,31 and in vivo 32,33 models. In addition, P.gingivalis 

harvest multiple virulence factors contributing to the modulation of the innate immune response 

through activation of different molecular pathways involved in tissue remodeling, especially 

through the activation of Toll-Like-Receptors (TLRs) related pathways 2,6,7,30. Nevertheless, it 

has also been observed that infection with P.gingivalis amplify the inflammation or cell death 
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in several cell types such as endothelial cells 30 or epithelial cells 9,11,21. 

Toll-like receptors (TLRs) play a key role in initiating innate immunity against invading 

pathogens 34,35. TLRs activate a potent immunostimulatory response, which induces the 

expression of pro-inflammatory genes, inflammatory cytokines such as IL-1B, IL-6, TNF-α, 

NF-KB, and other molecules involved in cell death 34,36. The signal transmitted by TLRs must 

therefore be tightly controlled, and it is clearly established that if TLRs are over-activated, 

infectious and inflammatory diseases may develop 37–39. For instance, antigen O region of the 

LPS of P.gingivalis (Pg-LPS) is required to increase the viability of gingival epithelial cells 

during bacterial infection and this increase is attributable to a reduction of apoptosis 40. In 

addition, although bacterial internalization is necessary, the observed effects are not due to 

alterations in adhesion, invasion, or intracellular survival of P.gingivalis. Interestingly, 

inhibition of apoptosis is correlated with increased TLR-4 expression, suggesting a role for 

TLR-4 in this process 40,41.  

Finally, P.gingivalis is able to activate or modulate signaling pathways initiated by 

TLRs and this represents a crucial role in inflammation and activation and / or inactivation of 

other processes, such as apoptosis, in different lineages cell. Numerous studies have shown the 

effects of P.gingivalis infection on the activation of pro-inflammatory pathways via TLR-2 and 

TLR-4 42,43. TLRs signaling involves a family of five adapter proteins, which interact with 

downstream protein kinases and ultimately lead to the activation of transcription factors such 

as nuclear factor-KB (NF-kB) and members of the interferon (IFN) regulatory factor (IRF) 35. 

A key signaling domain, unique to the TLRs system, is the Toll / interleukin-1 (IL-1) receptor 

(TIR) domain, located on the cytosolic side of each TLR as well as in adapters 35,45,46. Similar 

to TLRs, adapters are conserved in many species 47. These adapters are MyD88, MyD88-

adaptor-like (MAL, also known as TIRAP), an adapter protein containing an IFN-inducing TIR 
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domain (TRIF, also known as TICAM1), a molecule TRIF-related adapter (TRAM, also known 

as TICAM2), and a protein called sterile α- and armadillo-motif-containing protein (MRSA) 45. 

The aim of this study was to evaluate the effects of P.gingivalis infection on the 

expression and protein-protein interactions among the five TIR domains in the TLR-2/TLR-4 

signalling pathways, in epithelial and endothelial cells. 
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Materials and methods 

 

Ethics Statement, study population and collection of gingival tissue samples 

For the analysis of ex-vivo biopsied samples, a total of 19 patients accepted to participate 

in this study that received approval from Ethic Committee (French Ministry of Research, 

Bioethic department authorization DC-2014-2220). All patients gave written and informed 

consent prior to enrollment. Complete medical and dental histories were taken from all the 

subjects. Criteria for including these patients were considered. None of the patients had 

systemic diseases or cigarette smoking habit and had not taken any prior medications such as 

antibiotics in the last 3 months. Clinical periodontal examination included measurement of 

pocket probing depth and bleeding on probing at six sites around each tooth with a manual 

periodontal probe. The healthy group (H) consisted of 9 patients (5 males and 4 females, mean 

age 37.8 +/- 17.3) and the chronic periodontitis group (CP) of 11 patients (4 males and 7 

females, mean age 62.4 +/- 7.3). Periodontal diagnosis was based on the past 1999 International 

World Workshop for a Classification of Periodontal Disease and Conditions 48,49 (Clinical 

examination of patients during 2015/2016). During periodontal surgeries (open access flap) or 

3th molar extractions, gingival biopsied samples were obtained. Biopsies were inserted 

immediately in a sterile tube and stored at -80°C until RNA extraction. 

 

Porphyromonas gingivalis culture 

P.gingivalis strain 33277 (ATCC, Manassas, VA, USA) was cultured under strict 

anaerobic conditions at 37°C in brain-heart infusion medium (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, 

France) supplemented with hemin (5 mg/ml) and menadione (1 mg/ml). On the day of infection, 

bacteria were collected and counted as previously described44.   
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Cell culture 

 Human oral epithelial cells (EC) used in this study derived from the TERT-2 OKF-6 

cell line (BWH Cell Culture and Microscopy Core, Boston, MA, USA) and were cultured in 

KSFM culture medium (serum-free medium for keratinocytes, Gibco, PromocellTM, Aachen, 

Germany) and Human umbilical vein endothelial cells (EC) (C-12200, PromoCell, Heidelberg, 

Germany) were cultured in EGM2 medium (Promocell, Heidelberg, Germany) supplemented 

with 10% Fetal Bovine Serum. Culture medium was changed each 3 days and no antibiotics 

were added to the medium. To reduce the risk of contamination, 100 units/ml of penicillin and 

100 μg/ml of streptomycin were added to the KSFM culture medium and no antibiotics were 

added to the medium for endothelial cells. Both were grown at 37°C in a humidified atmosphere 

with 5% CO2, as previously described 9,30. 

 

Infection with P.gingivalis and stimulation with its lipopolysaccharide 

For both cell types, P.gingivalis strain 33277 (ATCC, Manassas, VA, USA) was 

cultured under strict anaerobic conditions at 37°C in brain-heart infusion medium (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) supplemented with hemin (5 mg/ml) and menadione 

(1 mg/ml) (Sigma-Aldrich). On the day of infection, bacteria were collected and counted as 

previously described 44. Twenty-four hours before the experiment, 2x105 cells were seeded in 

a 24-well plate. At the day of the experiment, GEC and EC were washed twice with PBS and 

infected for 24h with P.gingivalis at a multiplicity of infection (MOI) of 100 or 10. After 2h of 

infection, medium was removed and cells were washed three times with PBS to remove non-

adherent and external bacteria. Then, metronidazole (200μg/mL) was added for 1h to kill the 

external bacteria and, after washing, fresh bacteria free medium was added in each well. To 

assess the effect of LPS, cells were stimulated with ultrapure P.gingivalis LPS (Pg-LPS) 

(InvivoGen, San Diego, CA, USA)  at a concentration of 1 μg/ml for 24h.  
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RNA isolation, reverse transcription and quantitative Real-time PCR analysis 

 Total RNAs from samples were extracted using Tri reagent (Sigma-Aldrich) according 

to the manufacturer’s instructions. The total RNA concentration was quantified using 

NanoDrop 1000 (Fischer Scientific, Illkirch, France). Reverse transcription was performed 

using iScript Reverse Transcription Supermix (Biorad, Miltry-Mory, France) according to the 

manufacturer’s instructions. To quantify mRNA expression, qPCR was performed on the 

cDNA samples. PCR amplification and analysis were performed with CFX ConnectTM Real-

Time PCR Detection System (Biorad, Miltry-Mory, France). Amplification reactions have been 

performed using iTAq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, Miltry-Mory, France). b-

actin was used as endogenous RNA control (housekeeping gene) in all samples. Primer related 

to b-actin, TNF-α, Il-6, TLR-2, TLR-4 and to the 5 TIR (Myd88, Mal, Tram, Trif, Sarm) were 

synthesized (ThermoFischer, Saint-Aubin, France) (Table 1). Expression level was calculated 

after normalization to the housekeeping gene expression.  

Pull-down assay 

For pull-down assay, a tagged or labeled bait protein is coupled to a resin to capture a 

prey protein contained in the cell lysates. Through this technique, we can identify novel 

interactions between the known protein (we have chosen the adaptors Mal and Tram) and the 

others TIR domains (Myd88, Trif, Sarm, TLR-2, TLR-4 or others). The kit used, contains the 

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Desthiobiotin enzyme to label target proteins on primary amines (Ref: 

16138, Thermofisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France). Desthiobiotin is a biotin 

analogue that binds to streptavidin with less affinity than biotin. The soft release characteristics 

of desthiobiotin minimize the isolation of naturally biotinylated molecules that can interfere 

with results and also eliminate the use of harsh elution conditions that can disassociate 

complexes and/or damage the target protein or cell. To start, we calculated the appropriate 
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extent of desthiobiotin labeling and the exact quantity of 10mM EZ-Link Sulfo-NHS-LC-

Desthiobiotin required. Then, a buffer exchange into PBS and removal of excess desthiobiotin 

reagent of the starting samples (initially in an amine-containing buffer) was performed, by 

desalting the samples in Zeba Spin Desalting Columns 7K (Ref: 89891, Thermofisher). Then 

the coupling of the desthiobiotinylated Bait protein to the streptavidin resin was performed and 

this complex was incubated with the cell lysates at least 1 hour to finally elute the 

desthiobiotinylated bait protein and any captured protein interactions. All the final samples 

were analysed by SDS-PAGE and stained by Coomassie Blue G-250 was performed 

(Thermofisher). 

 
Co-immunoprecipitation for the TIR-domain-containing adaptors interaction 

To identify interactions between the 5 TIR domains (Myd88, Mal, Trif, Tram, Sarm) 

and TLR-2 and TLR-4, co-immunoprecipitation using DynabeadsTM Protein G (Thermofisher), 

was performed. DynabeadsTM Protein G contains 30 mg/mL of magnetic beads in PBS, pH 7.4, 

with 0.01% TweenTM 20 and 0.09% sodium azide as a preservative. Antibodies for TLR-2 

(SC-10741, anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology), TLR-4 (SC-10739, anti-rabbit, Santa Cruz 

Biotechnology), Myd88 (PA1-9072, anti-goat, Thermofisher), Mal (PA1-12815, anti-rabbit, 

Thermofisher), Trif (PA5-20030, anti-rabbit, Thermofisher), Tram (PA5-23115, anti-rabbit, 

Thermofisher) and Sarm (PA5-20059, anti-rabbit, Thermofisher) were added to the 

DynabeadsTM Protein G, and bind to the magnetic beads via their Fc-region during a short 

incubation. The tube is placed on a magnet, and the beads adhere to the side of the tube facing 

the magnet, allowing easy removal of the supernatant. The bead-bound antibodies are then used 

for immunoprecipitation in presence of cell lysates. Bound material is easily collected utilizing 

the unique magnetic properties of the DynabeadsTM magnetic beads to be finally analyzed by 

Western Blotting.   
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Small Interfering RNA Transfection 

One day prior to the transfection, 5x106 of GEC or EC were seeded in a 6-wells plate. 

Transfection with 5 nM of Silencer™ Select Pre-Designed small interfering RNA (siRNA) 

targeted against Mal (ID: s195607, Ref: 4392420, Thermofisher), Tram (ID: s51477, Ref: 

4392420, Thermofisher) or with negative control (contained in the kit), was performed using 

Lipofectamine 300 and the Silencer™ siRNA Transfection II Kit (Ref: AM1631, 

Thermofisher), according to the manufacturer’s protocol. Transfected cells were then infected 

with P.gingivalis according to experimental design. 

 

Western blotting 

In order to detect protein level of TLR-2, TLR-4, Myd88, Mal, Trif, Tram, Sarm  and 

SOCS-1, western blot was performed. SDS-PAGE followed by immunoblotting were 

performed in conditions previously described (Elkaim et al., 2008). Briefly, cells were lysed 

for 5 min on ice in 200 μl of ice-cold RIPA buffer (65 mM Tris–HCl, pH 7.4, 150mM NaCl, 

and 0.5% sodium deoxycholate) supplemented with phosphatase inhibitor cocktails I and II and 

a protease inhibitor cocktail (Sigma, Darmstadt, Germany). Lysates were centrifuged at 10,000 

g at 4°C for 10min and supernatants were collected or the samples obtained from co-

immunoprecipitation assay were used. Both lysates or samples were quantified using the 

Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). To perform SDS-PAGE and 

immunoblotting, 15 to 25μg of proteins were used for each condition. Antibodies against TLR-

2 (SC-10741, anti-rabbit, Santa Cruz Biotechnology), TLR-4 (SC-10739, anti-rabbit, Santa 

Cruz Biotechnology), Myd88 (PA1-9072, anti-goat, Thermofisher), Mal (PA1-12815, anti-

rabbit, Thermofisher), Trif (PA5-20030, anti-rabbit, Thermofisher), Tram (PA5-23115, anti-

rabbit, Thermofisher), Sarm (PA5-20059, anti-rabbit, Thermofisher) and SOCS-1 (38-5200, 

Anti-rabbit, Thermofisher) were used. Secondary alkaline phosphatase conjugated antibodies 
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(anti-goat [1:3000]; anti-rabbit [1:5000]) were purchased from Bethyl Laboratories 

(Montgomery, Texas, USA) or Thermofisher. All antibodies were used at the dilutions 

recommended by the manufacturer. 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay  

In order to detect secreted TNF-α, a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) was performed.  Briefly, a first step involved attachment of a capture antibody to the 

microplate (Goat anti-Human TNF-α, PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA). Then, samples 

containing unknown amount of TNF-α were added and bound to the capture antibody. After 

washing, a detection antibody (Biotinylated Goat anti-Human TNF-α, PeproTech) was added 

to the wells, and this antibody bind to the immobilized protein captured during the first 

incubation. Then, washing steps to rid the microplate of unbound non-linked substances and to 

remove excess detection antibody were performed and an HRP conjugate (streptavidin) was 

added and bind to the protein-antibodies sandwich. Finally, a substrate solution was added and 

was converted by the enzyme (HRP) for detection using a spectrophotometer set at 450nm. The 

intensity of this signal was compared to a standard curve (Recombinant Human TNF-α, 

PeproTech). 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using pair-wise Anova test and post-hoc Tukey’s test. 

Statistical significance level was considered for p<0.05. Data were analyzed using PRISM 6.0 

(GraphPad, La Jolla, CA, USA). All experiments have been performed at least in triplicate 

(biological and technical replicates). 
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Results 
 

P.gingivalis significantly increased TNF-α releasing and inflammatory response in both 

cell types and in clinical samples 

As it has been shown, IL-6 is the major factor involved in the acute phase of the systemic 

inflammatory response 50. Accordingly, IL-6 and TNF-α levels are considered reliable 

indicators of inflammation. TNF-α determines strength, effectiveness and duration of 

inflammatory reactions 51,52. Interindividual differences in TNF-α regulation may be critical 

with respect to the final outcome of an inflammatory response 53. The pro-inflammatory effect 

of P.gingivalis infection was confirmed in GEC and EC showing a significant increase in TNF-

α secretion after 24 hours at MOI 100. The mRNA expression of TNF-α and IL-6 was 

significantly increased in clinical samples from CP patients in comparison to healthy ones 

(Figure n°1).  

 

Impact of P.gingivalis in the expression of TLR-2 and TLR-4  

As it has been described previously, only two of the TLRs family, TLR-2 and TLR-4, 

have been identified as the principal signaling receptors for bacterial components 54. For 

instance, TLR-4 recognizes LPS from gram-negative bacteria and TLR-2 recognizes a wide 

variety of PAMP, from both gram-positive and -negative bacteria 55–57. Recently, the presence 

of TLR-2 and TLR-4 has been shown to be primordial for the progression of periodontitis in 

animal models and human patients 58,59. Regarding the expression of these two TLRs, at the 

mRNA level, a significant increase was observed in CP group (Fold change 2.8 and 2.2 

respectively). Interestingly, TLR-4 and TLR-2 expression increased significantly in both cell 

types at the transcriptional or protein level (Figure n°1,2,3). 
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Increased mRNA expression of TIR domains in CP patients and in P.gingivalis-infected 

cells. 

After confirming an activation of the TLR-2 and TLR-4 signalling pathways in our cell 

lines and in the CP group, a significant increase of Myd88, Mal and Tram was observed in 

patients with periodontitis (Fold changes 2.4, 2.8 and 2.3 respectively). An increased mRNA 

expression of the five adapters was also observed in both cells types after infection by 

P.gingivalis MOI 100. Interestingly, Mal and Tram showed a high increase in both cell types 

(Figure n°1,2). 

 

Co-localization of increased expression of TIR domains and TLR-2/TLR-4 in both cells types 

after P.gingivalis infection 

When a component of a gram-negative bacteria, as P.gingivalis, is recognized by the 

TLR-2 and TLR-4, the TIR domains must be activated and linked to the cytosolic internal part 

of the TLR dimer. Among the five components of this family of TIR domains associated with 

the response mediated by TLRs, the interaction between Myd88 and Mal, and between Trif and 

Tram must be evaluated. Therefore, the expression of these different TIR and TLR-2 and 4 was 

evaluated by immunofluorescence. The expression of Mal / Myd88 and Trif / Tram colocalized 

with the expression of TLR-2 and TLR-4, after P.gingivalis MOI 100 infection, in both types 

of cells (Figure n°5 and table 2). 

 

Mal/Myd88 and Tram/Trif complexes are necessary mainly when TLR-4 signaling pathway 

is activated after P.gingivalis infection in GEC and EC. 

We have observed a significant increase of the TLR-2 and TLR-4 mRNA and protein 

level in our cells, then both receptors were isolated by immunoprecipitation and we looked into 

the different protein-protein interactions with each of the 5 TIR domains using Pull-down assay 
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and Co-IP (Figure n°5). The TLR-2 and TLR-4 activation were mainly associated with the 

increased Mal and Myd88 adapters interaction and protein expression (evaluated through the 

presence on the co-immunoprecipitated protein complex) and very slightly with Trif and Tram 

adapters, both in GEC and EC (Figure n°5 and table 2). Interestingly, the activation of TIR 

domains, mainly via TLR-4, led to an activation of the Sarm adapter and the inhibition of 

SOCS-1 protein after P.gingivalis infection (Figure n°5 B).  

 

Mal and Tram targeted-inhibition was associated with cell protection against P.gingivalis-

related effects. 

When transient siRNA inhibition of the adapters Mal and/or Tram was achieved (Figure 

n°6A), P.gingivalis infection was not able, respectively, to increase or decrease significantly 

cell viability in both cell types (Figure n°6B). Further, inflammatory response was significantly 

decreased in transfected cells following P.gingivalis infection (Figure n°6C).   
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Discussion  

As described, different mechanisms associated with periodontal infection in different 

cell or animal models, have identified novel virulence mechanisms of P.gingivalis. This has 

allowed us to highlight certain mechanisms of invasion and the activation of the inflammatory 

response at the local periodontal level 5,9 or its systemic association, concerning the 

endothelium infection, identifying several molecular pathways involved 9,30,33,44. Here, we 

demonstrated that this pathogen is able to modulate the cell signaling via TLR-2 and TLR-4, 

through the modulation of the expression of the receptor, as well as different TIR domains 

adaptors, mainly Mal and Tram. This novel mechanism can represent one of the main pathways 

associated with the modulation of the inflammatory response, related to the activation of 

transcription factors, such as NF-KB, the activation of the NLRP3 inflammasome, the secretion 

of RANK-L and other cytokines and interleukins, such as Il-33 or Il-36 60,61. The use of the 

CRISPR / Cas9 technique on Mal and Tram in GEC and EC will allow us to confirm these 

results and to propose new molecular targets for future targeted treatments in periodontitis. 

This work establishes that P.gingivalis is able to modulate the intracellular signaling 

cascades activated by its recognition via TLR-4 and slightly TLR-2  in GEC and EC and to 

modulate differentially the expression of TIR domains, mainly associated with TLR-4 signaling 

pathway. It has also allowed us to observe that TLR-4-associated Mal-Myd88 protein-protein 

interaction was the primary pathway activated during P.gingivalis infection. Therefore, the 

infection is able to modulate two inhibitors of the cytokine mediated response induced by Mal 

/ Myd88 and Trif / Tram, Sarm and SOCS-1 proteins. Finally, it may be useful to define more 

precisely the role of these TIR protein-protein interactions on the host immune response in the 

context of periodontitis pathogenesis, as well as to evaluate therapeutics targeting some of these 

adapters, such as Mal. 
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Here, the design of the study may be related to some limitations. The use of a mono-

infection model allows us to evaluate in a simplified way, very complex mechanisms implicated 

in the physiopathology of infectious diseases such as periodontitis. However, it is important to 

consider the multifactorial aspect of periodontitis and the great bacterial diversity present in the 

periodontal pocket 2,4,8, in order to get as close as possible to the clinical situation. Thus, 

complementary experiments taking into account in vivo and biofilms assessments, should be 

carried out in order to corroborate the results observed with P.gingivalis infection. 

Furthermore, it has been shown that this periodontal pathogen, highly prevalent in 

patients with severe periodontitis, harvests multiple virulence factors capable of activating 

inflammation and immune system response, resulting in the destruction of the periodontium. 

P.gingivalis is able to modulate major biological processes in cell life, such as apoptosis, the 

cell cycle, inflammation, allowing it to escape the immune system 9,11,17,40,41. All these 

mechanisms contribute to the development of periodontal lesions and to spreading of the 

pathogen. 

We still need to confirm the observed results on other types of immune cells and 

polymicrobial infection. Altogether, these results can help us to improve or establish new 

targeted therapies. 
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Figures and legends 

 

Primers 
Gene Forward sequence 5'-3' Reverse sequence 5'-3' 

β-actin AAGAGAGGCATCCTCACCCT TACATGGCTGGGGTGTTGAA 

TNF-α GGT GCC TAT GTC TCA GCC TCT- CAT CGG CTG GCA CCA CTA GTT 

Tlr2 TCT GGG CAG TCT TGA ACA TTT AGA GTC AGG TGA TGG ATG TCG  

Tlr4 CAA GGG ATA AGA ACG CTG AGA GCA ATG TCT CTG GCA GGT GTA 

Il-6 CCAGCTATGAACTCCTTCTC GCTTGTTCCTCACATCTCTC 

Tirap (Mal) CCAGCCTTTCACAGGAGAAG ATATTCGGGATCTGGGGAAG 

Myd88 GAGCGTTTCGATGCCTTCAT CGGATCATCTCCTGCACAAA 

Trif (Ticam1) TGCCTTGAAGCCTTCAGTTATG 
TGCCTTGAAGCCTTCAGTTATG CCAACCACCACCATGATGAG 

Tram (Ticam2) GGGAATTCATAATGGGTATCGGGAAGTC GGCTGCAGGTTATATGTTTCATCTCAGGC 

Sarm  GCGCGAATTCACTCCAGATGTCTTCATCAGC GGCCTCTAGATTAGCGGCCCTGCAGGAA 
GCGG 

Table 1. (A) Sequence of primers used for real-time quantitative RT-qPCR. 
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Figure 1. P. gingivalis infection induces an inflammatory response via TLR-2/TLR-4 and 

their TIR domains in GEC, EC and clinical samples, correlated to increased gene 

expression. (A) TNF-α secretion in supernatant of GEC and EC, in response to P.gingivalis 

(Pg) (MOI:100) for 24 h was measured by ELISA. (B) Gene expression of inflammatory 

response related genes: TNF-α and IL-6 and TLR-2, TLR-4, Myd88, Mal, Trif, Tram and Sarm 

by RTqPCR from mRNA extracted from chronic periodontitis patients (CP) and healthy 

patients (H). All data were expressed as the mean mRNA expression normalized with the β-
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actin expression  ± SD from 3 independent experiments *: p <0.05 between cells infected or 

stimulated against control (unstimulated cells) or differences between CP and H samples. 

 

Figure 2. P.gingivalis significantly increased mRNA expression of TIR domains in both 

infected cell types. (A) The mRNA expression of both TLR-2 and TLR-4 and the five TIR 

domains: Myd88, Mal, Trif, Tram and Sarm in GEC infected with P.gingivalis (Pg) (MOI:100 

and MOI:10) and stimulated with its lipopolysaccharide (Pg-LPS, 1µg/mL) for 24 h was 

measured by qRT-PCR. The mRNA expression of both TLR-2 and TLR-4 and the five TIR 

domains: Myd88, Mal, Trif, Tram and Sarm in EC infected with P.gingivalis (Pg) (MOI:100 

and MOI:10) and stimulated with its lipopolysaccharide (Pg-LPS, 1µg/mL) for 24 h was 

measured by qRT-PCR. 
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All data were expressed as the mean mRNA expression normalized with the β-actin expression  

± SD from 3 independent experiments *: p <0.05 between cells infected or stimulated against 

control (unstimulated cells).  

 

Figure 3. P.gingivalis infection induces an increased expression and co-localization of 

TLR-2, TLR-4 and the five TIR domains. Immunofluorescence staining of uninfected and 

infected GEC with P. gingivalis (Pg) (MOI:100) for 24 h. In green: TLR-2, TLR-4, Myd88, 

Mal, Trif, Tram, Sarm and SOCS-1, in red: Phalloïdin and in blue: DAPI (nuclear staining). All 

images were acquired at 20x magnification.  
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Figure 4. P.gingivalis infection induces an increased expression and co-localization of 

TLR-2, TLR-4 and the five TIR domains. Immunofluorescence staining of uninfected and 

infected EC with P. gingivalis (Pg) (MOI:100) for 24 h. In green: TLR2, TLR4, Myd88, Mal, 

Trif, Tram, Sarm and SOCS-1, in red: Phalloïdin and in blue: DAPI (nuclear staining). All 

images were acquired at 20x magnification.  
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Figure 5. P.gingivalis infection activates Mal/Myd88 and Tram/Trif complexes via 

TLR-4 signaling pathway in GEC and EC. (A) Analysis of Pull-down assay of GEC and EC 

lysates untreated and infected with P.gingivalis (Pg) (MOI:100), considering  the coupling of 

the desthiobiotinylated bait proteins Mal and Tram to the streptavidin resin. All the final 

samples are analyzed by SDS-PAGE and stained by Coomassie Blue G-250 after pulling down 

proteins. (B) Protein expression of TLR-2, TLR-4, Sarm and SOCS-1 in response to 
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P.gingivalis (Pg) (MOI:100) for 24 h was evaluated by Western Blot. All bands were compared 

and normalized with β-actin expression. (C) Co-immunoprecipitated proteins using 

DynabeadsTM Protein G, identifying interactions between the five TIR domains (Myd88, Mal, 

Trif, Tram, Sarm) and TLR-2 and TLR-4, by SDS-PAGE and blotting the protein complexes. 

On each column of bands, the primary precipitated protein by the capture antibody is indicated 

in the upper part. Then, in each band, the presence and expression of the different proteins that 

are interacting at the time of precipitation are indicated with the arrows.  

Table 2. (A) Summary of Western Blot, pull-down assay and co-immunoprecipitation results, 

on GEC (A) and EC (B) lysates untreated and infected with P.gingivalis (Pg) (MOI:100), for 

24 h. All the final samples were analyzed by SDS-PAGE and stained by Coomassie Blue G-

250 after pulling down proteins or Western Blot. +++ when the protein was highly increased, 

++ when proteins were moderately increased, + when proteins were slightly increased or +/- 

not significantly increased. ND: not determined. 

 

GECs

Protein
Expression From 
Total cell lysates CO-IP protein

Expression 
from Co-IP 

protein
Conclusion

After P.gingivalis MOI 100 infection

TLR2 Increased  ++
TLR2 Increased +++
MAL Increased +

TLR4 Increased +++

TLR4 Increased +++
MAL Increased ++
MYD88 Increased +
TRIF Increased ++
TRAM ND

MYD88 Increased ++

TLR2 ND
TLR4 Increased +
MAL Increased ++
MYD88 ND

MAL/TIRAP

TLR2 ND
TLR4 Increased ++
MYD88 ND
MAL Increased ++

TRIF
TLR2 ND
TLR4 Increased ++
TRIF Increased +
TRAM ND
MAL Increased +

TRAM
TRIF Increased +
TRAM ND

SARM Increased +++ ND ND

SOCS-1 Decreased - ND ND

HUVECs

Protein
Expression From 
Total cell lysates CO-IP protein

Expression 
from Co-IP 

protein
Conclusion

After P.gingivalis MOI 100 infection

TLR2 ND
TLR2 Increased ++
MAL Increased +

TLR4 Increased +++

TLR4 +/-
MAL Increased +++
MYD88 Increased ++
TRIF Increased +++
TRAM +/-

MYD88 Increased ++

TLR2 +/-
TLR4 Increased +
MAL Increased ++
MYD88 ND

MAL/TIRAP

TLR2 Increased +
TLR4 Increased +
MYD88 ND
MAL Increased +++

TRIF
TLR2 Increased +
TLR4 Increased +
TRIF Increased +++
TRAM ND
MAL Increased +

TRAM
TRIF Increased +
TRAM Increased +

SARM Increased +++ ND ND

SOCS-1 Decreased - ND ND

A B
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Figure 7. Decrease of P.gingivalis effects on GEC and EC through Mal and Tram 

targeted-inhibition. (A) Immunofluorescence staining of siRNA trasnfected GEC and EC for 

6 to 8 hours. In green: siRNA fluorescence negative control and in red: phalloïdine. All images 

were acquired at 40x magnification. (B) Metabolic activity of GEC and EC transfected with 

siRNA against Mal, Tram or both and then infected with P.gingivalis (Pg) at MOI of 100 for 

24 hours. (C) TNF-α secretion in supernatants of GEC and EC, in response to P.gingivalis (Pg) 

(MOI:100) for 24 h was measured by ELISA after trasnfection with siRNA against Mal, Tram 

or both. P < 0.05 for differences between pretreated and nontreated cells. 
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Les maladies parodontales sont des maladies inflammatoires d'origine infectieuse et 

multifactorielles représentant un défi dans leur prise en charge tant par leur complexité locale 

que leur implication systémique. Les théories et les différents modèles évoqués dans l’initiation 

des lésions parodontales ont évolué rapidement au cours de cette dernière décennie. Bien que 

les traitements parodontaux soient associés à une amélioration des paramètres cliniques, 

certaines formes pathologiques, notamment les plus sévères, sont plus difficiles à traiter. La 

compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués permettrait, à terme, le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par exemple, le séquençage à grande 

échelle du code génétique de l'Homme et d'innombrables espèces, dont les bactéries, ont permis 

de développer une approche plus personnalisée de prise en charge pour certaines maladies 

chroniques, infectieuses et / ou inflammatoires. Dans le domaine parodontal, un intérêt 

grandissant est observé pour l’identification de nouvelles cibles moléculaires spécifiques 

permettant le développement de thérapies ciblées. 

Au cours de cette thèse, différents mécanismes associés à l'infection parodontale dans 

différents modèles ont permis d’identifier des mécanismes de virulence originels mis en place 

par P.gingivalis. Ceci nous a notamment permis de mettre en évidence certains mécanismes 

d'invasion, d’activation de la réponse inflammatoire au niveau parodontal et endothélial et 

d’identifier les voies moléculaires impliquées (Bugueno et al., 2016; Bugueno et al., 2017; 

Bugueno et al., 2018). L’ensemble de ces données permet de mieux appréhender la pathogénie 

des parodontites et le rôle clé joué par l’infection. Nous avons pu démontrer le rôle de 

P.gingivalis sur l'apoptose via la modulation de l'apoptosome Apaf-1, via l’induction de 

molécules pro-apoptotiques, mais également en inhibant les protéines inhibitrices tel que XIAP 

(Bugueno et al., 2017). Ce pathogène est également capable de moduler la signalisation via 

TLR-2 et TLR-4, à travers la modulation de l'expression du récepteur, ainsi que de ses protéines 

adaptatrices liées au domaine TIR, principalement MAL et TRAM. Ces dernières pourraient 

représenter l’une des principales voies associées à la modulation de la réponse inflammatoire, 

liées à l’activation de facteurs de transcription, tels que NF-KB, l’activation de l’inflammasome 

NLRP3, la sécrétion de RANK-L et d’autres cytokines et interleukines, telles que Il-33 ou Il-

36 (Lapérine et al., 2017; Cloitre et al., 2019). L’utilisation de la technique CRISPR / Cas9 

portant sur MAL et TRAM dans les cellules épithéliales et endothéliales, nous permettra de 

confirmer ces résultats et de proposer de nouvelles cibles moléculaires pour de futurs 

traitements ciblés dans la parodontite.  
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D'autre part, nos travaux ont également porté sur l'étude de modèles alternatifs pour 

l'étude de la physiopathologie des maladies parodontales. Cela nous a permis d’établir un 

nouveau modèle in vitro utile dans l’étude des interactions hôte-pathogène au niveau des tissus 

mous parodontaux (Bugueno et al., 2018). La mise en place de ce modèle a permis de contrôler 

la quantité́ et la distribution des deux types de cellules conduisant à la formation d'un MT bien 

organisé imitant l'interface épithélium-tissu conjonctif. Ainsi, il nous a permis d’évaluer plus 

précisément le rôle des interactions GEC-FB dans la réponse immunitaire innée de l'hôte dans 

le contexte de l’infection par P.gingivalis et de confirmer les résultats observés précédemment 

(Bugueno et al., 2017; Bugueno et al., 2018). Nous poursuivons actuellement ces travaux en 

établissant un modèle multicellulaire 3D, comportant une partie tissus mous (représentée par 

les cellules GEC et FB) et une partie tissu dur (l’os) au centre du MT (représentée par des 

ostéoblastes et une matrice minéralisée).  

Enfin, en ce qui concerne la sécrétion autocrine et paracrine des cellules, lors d’un stress 

cellulaire induit, de nombreuses études ont démontré un rôle pour les MV dans la coagulation 

sanguine et la thrombose, à la fois in vitro et in vivo (Nieri et al., 2016). Les MV ont le potentiel 

de porter sur leur surface et d'inclure dans leur cytoplasme, d'autres molécules dérivées des 

cellules d’origine, y compris des protéines, de l'ADN, de l'ARN et des microARNs participant 

à l'entretien de l'homéostasie et à la pathogenèse (Hugel et al., 2005). Les MV ont rapidement 

été considérées comme des biomarqueurs et des cibles potentielles pour des interventions 

thérapeutiques et plus récemment comme des effecteurs pathogènes (Dignat-George et al., 

2011). Récemment, il a été proposé que le rôle pathogène associé à l’infection pourrait être la 

répercussion de la réponse cellulaire paracrine médiée par certaines cytokines mais également 

par certaines EMV. Dans nos travaux, nous avons pu démontrer un lien entre la réponse 

cellulaire paracrine des cellules endothéliales in vitro et l’infection par P.gingivalis. En 

conséquence, il est possible d’établir que les EMV peuvent être considérées comme des 

structures complexes impliquées dans les mécanismes précoces de souffrance endothéliale mais 

également dans l’établissement d’une réaction inflammatoire. Différents mécanismes 

cellulaires de réparation, de défense et de maintien de l’homéostasie sont continuellement 

activés au cours de la vie. Ils permettent d’établir un équilibre temporaire face aux agressions 

successives endogènes et exogènes. L’endothélium vasculaire est dynamique et très sensible au 

stress oxydant. Nous pouvons donc proposer que P.gingivalis et les EMVs produites par 

l’infection ont un effet de stress important sur l’endothélium pouvant contribuer au 

développement et à la maturation de la plaque d’athérome. De ce fait, afin de mieux comprendre 
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les mécanismes impliqués dans l’altération de la fonction endothéliale au niveau vasculaire, il 

devient intéressant d’étudier les MVs générées in vivo dans des conditions 

physiopathologiques, par exemple, dans un modèle expérimental d’athérosclérose chez la 

souris ApoE -/-, des souris développant des lésions athérosclérotiques spontanées. Au final, la 

connaissance de la composition des MV circulantes et de leurs effets biologiques in vivo restent 

certes encore insuffisantes, mais les nombreux travaux en cours, qui tendent à une meilleure 

compréhension de ces mécanismes, permettront dans un avenir proche l’utilisation en routine 

des MVs en clinique voire en thérapeutique.  

Dans l’ensemble de nos travaux, nous avons choisi d’étudier l’impact de P.gingivalis. 

L’utilisation d’une mono-infection comme modèle d’étude nous permet d’évaluer de manière 

simplifiée les mécanismes pouvant entrer en jeu dans la pathologie. Cependant, il est important 

de prendre en compte l’aspect multifactoriel des parodontites et la grande diversité bactérienne 

présente au niveau du microbiote parodontal (Hajishengallis et al., 2012 ; Abusleme et al., 

2013), ceci afin de se rapprocher au plus près de la situation clinique. Ainsi, des expériences 

complémentaires prenant en compte des modèles pluribactériens et des biofilms devront être 

effectuées afin de corroborer les résultats observés avec P.gingivalis.  

Il est également important de considérer que même si ces travaux effectués nous ont 

permis de suggérer une réponse à plusieurs hypothèses relatives à l’infection parodontale, les 

types de cellules utilisés pourraient également être considérés comme une limite. En effet, les 

réponses observées au niveau de la barrière épithéliale, du tissu conjonctif ou de l’endothélium 

(représentées dans les monocultures de GEC / FB et EC), peuvent être considérées comme 

restreintes du fait de la diversité des types cellulaires retrouvée au niveau parodontal ou 

vasculaire (Figure nº18). Par exemple, l'étude des effets au niveau des voies de signalisation 

TLRs et l'activation de processus tels que l'apoptose ou la sécrétion de MVs dans d'autres types 

de cellules du système immunitaire, comme les macrophages, les lymphocytes ou les 

neutrophiles, permettrait d’appréhender la problématique dans sa globalité et sa complexité. 
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Figure nº18. Schéma des mécanismes moléculaires modulés par P.gingivalis.  

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fibroblastes

Biofilm sous-
gingival 

pathogénique

Cellules épithéliales Cellules Endothéliales

XIAP

Nucleus

APAF-1

Apoptose / Viabilité cellulaire / Inflammation / Dysfonction cellulaire

C5aR1

NF-KB
IRFs

IFN-ℬ

Cytochrome C

Pro-caspase-9

APAF-1+dATP

Pro-caspase-3

Caspase-3

Apoptosome

Mitochondria

XIAP

Bcl-2
BAX-1

Cell Survival

Mal Myd88

TLR2

Mal Myd88

TLR4

Trif Tram Trif Tram

Trif TramMal Myd88 Sarm

Sarm

Porphyromonas 
gingivalis

Porphyromonas 
gingivalis

IRAKS
TRAF6
STAT-1

IRFs

PI3K
ERK
AKT

RÉPONSE INFLAMMATOIRE
(TNF-α, IL-1b, IFNs)

ACTIVATION DE LA TRANSCRIPTION 

TRANSCRIPTION 

AP
OP

TO
SE

SOCS-1

Porphyromonas 
gingivalis

C5

Phagocytose

Porphyromonas 
gingivalis

P.gingivalis

Inhibition / 
Diminution
Activation / 
Augmentation

Cellules épithéliales

Apoptose

Inflammation

Fibroblastes
Cellules Endothéliales

Viabilité / 
Prolifération

Apoptose

Inflammation

Viabilité / 
Prolifération

Apoptose

Inflammation

Viabilité / 
Prolifération

• Apaf-1 Apoptosome
• BAX-1 / BCL-2 
• XIAP
• CASPASES 

Dysfonction 
cellulaire

M
od

ul
at

io
n

• Inflammation (TNF-α, IL-1b, …)
• TIR domains
• TLR2 / TLR4
• SOCS-1

• Phosphokinases (STATs, AKT, …)
• Cycle cellulaire (P53, p21, ….) 
• Activité NOS (eNOS, iNOS, …)
• Recrutement cellulaire (Vcam, Icam, …)

Porphyromonas 
gingivalis

EMVs

Action paracrine 
/ autocrine



 174 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. CONCLUSIONS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 175 

 
L’ensemble des travaux effectués au cours de cette thèse nous a permis d’approfondir 

nos connaissances concernant l’impact de P.gingivalis sur la réponse cellulaire et moléculaire.  

Premièrement, il a été démontré que ce parodontopathogène, de prévalence élevée chez 

les patients atteints de parodontite sévère, possède des facteurs de virulence multiples capables 

d'activer l'inflammation et la réponse du système immunitaire, entraînant la destruction du 

parodonte. P.gingivalis est capable de moduler différemment des processus biologiques 

primordiaux dans la vie cellulaire, tels que l'apoptose, le cycle cellulaire, l'inflammation, lui 

permettant d’échapper au système immunitaire. L’ensemble de ces mécanismes contribuent au 

développement de la lésion parodontale et à la dissémination du pathogène. Ces résultats ont 

aussi été validés dans un nouveau modèle 3D de MT in vitro, tout en validant le modèle lui-

même, ses avantages sur les cellules cultivées en monocouche et en même temps, c’est qui nous 

a permis d’étudier la réponse inflammatoire des cellules face à l’infection par P.gingivalis, en 

présence d’une matrice extracellulaire et au contact d’autres cellules tri-dimensionnellement, 

ce qui est encore plus proche des modèles in vivo. 

Ainsi, P.gingivalis est capable de se propager via la circulation sanguine, d’envahir 

l’endothélium et de franchir cette barrière, en modulant l’apoptose, en augmentant 

l’inflammation et en modulant plusieurs voies de signalisation liées à la fonction endothéliale, 

de façon directe (l’infection bactérienne) ou indirecte, par action cellulaire autocrine et 

paracrine (EMV libérées lors de l’infection). Ce mécanisme original met l'accent sur la relation 

entre la parodontite, la propagation systémique d'agents pathogènes oraux et leur participation 

à la physiopathologie de maladies systémiques telle que l'athérosclérose.  

Ces travaux restent pour la plupart des études in vitro, même si beaucoup d’entre eux 

ont été confirmés dans un modèle 3D des MT, dans un modèle expérimental de la parodontite 

expérimentale chez la souris et dans les biopsies gingivales de patients atteints ou non de 

parodontite. Nous devons encore confirmer ces effets sur d’autres types de cellules 

immunitaires et en utilisant un modèle d’infection polymicrobienne. Ensemble, ces résultats 

peuvent nous aider à améliorer ou à établir de nouvelles thérapies ciblées, lors de la régénération 

parodontale guidée et / ou encore mieux en envisageant des traitements préventifs. 
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RÉSUMÉ 
 
 

Les mécanismes impliqués dans l’initiation et le développement des parodontites, ainsi 

que la dissémination des parodontopathogènes via la circulation systémique et ses effets au 

niveau vasculaire, restent peu connus. L'infection chronique a été décrite comme un mécanisme 

potentiel impliqué dans l'aggravation de l'athérothrombose. A l’heure actuelle, le rôle joué par 

Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) est considéré comme majeur dans les phénomènes 

associés, tels que sa capacité à perturber la barrière épithéliale ainsi que l’endothélium 

vasculaire, l’induction d’une réponse inflammatoire soutenue contribuant à la destruction 

tissulaire. Dans ces travaux de thèse, nous avons évalué les effets de P.gingivalis sur l’apoptose 

et l’inflammation des cellules épithéliales (GEC), fibroblastiques (FB) et dans un modèle 3D 

de microtissus (MT), ainsi que dans des cellules endothéliales (EC). Finalement, nous avons 

évalué son rôle dans la réponse inflammatoire liée à la signalisation via les TLR-2 et TLR-4 et 

cinq protéines adaptatrices contenant le domaine du récepteur Toll/interleukine-1 (TIR). Nous 

avons mis en évidence que P.gingivalis est capable d'activer l'inflammation et la réponse du 

système immunitaire entraînant la destruction du parodonte en  modulant différentiellement des 

processus biologiques primordiaux tels que l'apoptose (modulation de l’apoptosome Apaf-1 et 

son inhibiteur XIAP), le cycle cellulaire (P53, P21, CDK4), l'inflammation (modulation des 

TLR-2, TLR-4 et ses adaptateurs MAL et TRAM et des protéines inflammatoires telles que 

TNF-α), lui permettant d’échapper au système immunitaire, de contribuer à la destruction 

parodontale et  sa dissémination systémique et d’exercer des effets sur l’endothélium. La mise 

en évidence de nouveaux mécanismes ou de nouvelles cibles cellulaires affectées par ce 

pathogène pourrons nous permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 
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ABSTRACT 
 

 

The mechanisms involved in the initiation and development of periodontitis, as well as 

the dissemination of periodontal pathogens via the systemic circulation and their effects at the 

vascular level, remain poorly described. Chronic infection has been identified as a potential 

mechanism involved in atherothrombosis worsening. Indeed, Porphyromonas gingivalis 

(P.gingivalis) is considered to be a major periodontal pathogen involved in the onset and 

development of the diseases. Its ability to disrupt the epithelial barrier, as well as the 

endothelium barrier, and to induce a sustained inflammatory response contributes to tissue 

destruction. In this thesis, we evaluated the effects of P.gingivalis on apoptosis and 

inflammation of epithelial cells (GEC), fibroblasts (FB) and in a 3D model of microtissue (MT), 

as well as in endothelial cells (EC). Finally, we evaluated its role in the signaling-related 

inflammatory response via TLR-2 and TLR-4 and its five TIR-domain-containing adaptors 

proteins (TIR). We have shown that P.gingivalis is able to activate the inflammation and host-

immune response, resulting in the destruction of the periodontium through modulation of 

primordial biological processes of various cell types, such as apoptosis (modulation of 

apoptosome Apaf-1 and its inhibitor XIAP), cell cycle (P53, P21, CDK4), inflammation 

(modulation of TLR-2, TLR-4, its MAL and TRAM adaptors proteins and inflammatory 

proteins such as TNF-α) , allowing it to escape from the immune system contributing to 

periodontal destruction and its systemic dissemination. The discovery of new mechanisms or 

new molecular targets affected by this pathogen will allow us to develop new therapeutic 

strategies. 
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Résumé 
Les mécanismes impliqués dans l’initiation et le développement des parodontites, ainsi que la 

dissémination des parodontopathogènes via la circulation systémique et ses effets au niveau vasculaire, restent 
peu connus. L'infection chronique a été décrite comme un mécanisme potentiel impliqué dans l'aggravation de 
l'athérothrombose. A l’heure actuelle, le rôle joué par Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) est considéré 
comme majeur dans les phénomènes associés, tels que sa capacité à perturber la barrière épithéliale ainsi que 
l’endothélium vasculaire, l’induction d’une réponse inflammatoire soutenue contribuant à la destruction 
tissulaire. Dans ces travaux de thèse, nous avons évalué les effets de P.gingivalis sur l’apoptose et 
l’inflammation des cellules épithéliales (GEC), fibroblastiques (FB) et dans un modèle 3D de microtissus (MT), 
ainsi que dans des cellules endothéliales (EC). Finalement, nous avons évalué son rôle dans la réponse 
inflammatoire liée à la signalisation via les TLR-2 et TLR-4 et cinq protéines adaptatrices contenant le domaine 
du récepteur Toll/interleukine-1 (TIR). Nous avons mis en évidence que P.gingivalis est capable d'activer 
l'inflammation et la réponse du système immunitaire entraînant la destruction du parodonte en  modulant 
différentiellement des processus biologiques primordiaux tels que l'apoptose (modulation de l’apoptosome 
Apaf-1 et son inhibiteur XIAP), le cycle cellulaire (P53, P21, CDK4), l'inflammation (modulation des TLR-2, TLR-
4 et ses adaptateurs MAL et TRAM et des protéines inflammatoires telles que TNF-α), lui permettant d’échapper 
au système immunitaire, de contribuer à la destruction parodontale et  sa dissémination systémique et d’exercer 
des effets sur l’endothélium. La mise en évidence de nouveaux mécanismes ou de nouvelles cibles cellulaires 
affectées par ce pathogène pourrons nous permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Mots clés : Porphyromonas gingivalis ; Parodontite ; Athérosclérose ; Apoptose ; Inflammation ; Cibles 
thérapeutiques. 

 
Résumé en anglais 

The mechanisms involved in the initiation and development of periodontitis, as well as the dissemination 
of periodontal pathogens via the systemic circulation and their effects at the vascular level, remain poorly 
described. Chronic infection has been identified as a potential mechanism involved in atherothrombosis 
worsening. Indeed, Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) is considered to be a major periodontal pathogen 
involved in the onset and development of the diseases. Its ability to disrupt the epithelial barrier, as well as the 
endothelium barrier, and to induce a sustained inflammatory response contributes to tissue destruction. In this 
thesis, we evaluated the effects of P.gingivalis on apoptosis and inflammation of epithelial cells (GEC), 
fibroblasts (FB) and in a 3D model of microtissues (MT), as well as in endothelial cells (EC). Finally, we 
evaluated its role in the signaling-related inflammatory response via TLR-2 and TLR-4 and its five TIR-domain-
containing adaptors proteins (TIR). We have shown that P.gingivalis is able to activate the inflammation and 
host-immune response, resulting in the destruction of the periodontium through modulation of primordial 
biological processes of various cell types, such as apoptosis (modulation of apoptosome Apaf-1 and its inhibitor 
XIAP), cell cycle (P53, P21, CDK4), inflammation (modulation of TLR-2, TLR-4, its MAL and TRAM adaptors 
proteins and inflammatory proteins such as TNF-α) , allowing it to escape from the immune system contributing 
to periodontal destruction and its systemic dissemination. The discovery of new mechanisms or new molecular 
targets affected by this pathogen will allow us to develop new therapeutic strategies. 

Keywords: Porphyromonas gingivalis; Periodontitis; Atherosclerosis; Apoptosis; Inflammation; Therapeutic 
targets. 


