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Article abstract

During periodontal infections, bacterial lipopolysaccharides (LPS) from Gram
negative bacteria, along with other bacterial products, drive alveolar bone
destruction. Tissue destruction occurs through both direct and indirect
pathways. In the indirect pathway, LPS induce the secretion of
proinflammatory cytokines, which in turn provokes a cascade of reactions
leading to osteoclasts activation. In the direct pathway, LPS stimulate
osteoblasts, osteoclasts precursors and osteoclasts, with an inflammatory
cytokines independent manner. In this paper, the mechanisms involved in
these two pathways are reviewed.
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> Les maladies parodontales sont des patholo-
gies inflammatoires d’origine infectieuse. Leur
influence sur d’autres pathologies, comme le
diabéte ou certaines affections cadiovasculaires,
implique un meilleur contréle de ces maladies, et
par conséquent une meilleure compréhension
de leurs processus d’évolution. Les destructions
tissulaires liées aux maladies parodontales sont
principalement dues a la présence, dans le sillon
gingivodentaire (ou sulcus), des lipopolysaccha-
rides présents a la surface des bactéries a Gram
négatif. Parmi les tissus lésés, la destruction
de I'os alvéolaire est particulierement problé-
matique, en raison de son irréversibilité. Cette
destruction tissulaire se produit selon deux voies,
directe et indirecte : dans la voie indirecte, les
LPS induisent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, qui vont déclencher une chaine
de réactions menant a I'activation des ostéo-
clastes ; dans la voie directe, les LPS (lipopoly-
saccharides) peuvent stimuler les ostéoblastes,
les pré-ostéoclastes et les ostéoclastes par une
voie indépendante des cytokines inflammatoires.
Ladécouverterécentede l'implication du systeme
RANK/RANK-L dans I'activation des ostéoclastes
a donné un nouvel élan a la compréhension des
mécanismes impliqués dans la destruction de I'os
alvéolaire. <
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et les colits importants liés a leurs traitements ou a
ceux de leurs séquelles en font un probléeme sérieux
de santé publique. De plus, les parodontites ont une
incidence sur certaines pathologies, notamment les
maladies cardiovasculaires et le diabete, ce qui rend
d’autant plus importante la compréhension de leurs
mécanismes de progression.

Le parodonte est composé de I’ensemble des tissus de
soutien des dents : cément, gencive, ligament parodon-

La prévalence des maladies parodontales (ou paro-
dontites) est d’environ 80 % dans les populations
adultes occidentales. Ces maladies, qui existent
sous forme chronique ou agressive, aboutissent a la
destruction du systéme d’attache de la dent: cette
destruction du parodonte a des conséquences impor-
tantes sur les plans fonctionnel (douleur, mobilités
dentaires, diminution des fonctions masticatoire et
phonatoire) et esthétique (rétraction de la gencive,
migrations dentaires...). A son stade le plus avancé,

M/S n® 6-7, vol. 22, juin-juillet 2006

tal et os alvéolaire. Entre la gencive et la surface den-
taire, il existe un espace virtuel (sulcus) colonisé par
des bactéries. Lorsque la maladie s’installe, le sulcus
s’approfondit pour former une poche parodontale, qui
devient un véritable réservoir a bactéries dans lequel se
développe un écosystéme bactérien difficile a éliminer,
car peu accessible aux mesures d’hygiéne buccodentai-
res habituelles (Figure 1).

Article recu le 14 octobre 2005, accepté le 30 janvier 2006.



La cavité buccale, lieu d’échange direct entre I'orga-
nisme et son environnement, héberge plus de 300 espéces
bactériennes chez I'individu sain. Le passage de I’état
sain a I'atteinte parodontale est lié a une modification
de la nature et/ou de la quantité des bactéries présentes dans les
poches parodontales. U'atteinte parodontale est caractérisée par une
augmentation des bactéries a Gram négatif, dans les poches parodonta-
les, de 15 % a I’état normal a plus de 50 % chez I'individu atteint, tandis
que le nombre de bactéries est multiplié par un facteur 102 @ 10% [1].
Certaines espéces bactériennes ont été impliquées plus spécifiquement
dans I’étiopathogénie des parodontites, notamment Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans et Tannerella for-

Parodonte sain Maladie parodontale

Poche
parodontale
emplie du biofilm

Sulcus\

bactérien
A .
Gencive
véolai
——— Os alvéolaire
s _— en résorption
alvéolaire

\ Ligament

parodontal

Cément /

B /“
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Figure 1. Les maladies parodontales. A. Une dent et son parodonte chez un
sujet sain et chez un sujet atteint de parodontite. B. Radiographies de dents
et de leur support osseux. Noter la volumineuse alvéolyse (a) autour de la dent
chez le patient atteint de maladie parodontale. C. Coupes histologiques (bleu
de toluidine, x 4) d’'une mandibule de hamster sain ou atteint de parodontite.
b : racine dentaire, c: ligament parodontal, d : os alvéolaire, e : gencive. Chez
le hamster atteint de maladie parodontale, noter les importantes destructions

tissulaires, et notamment la forte résorption de ’os alvéolaire (f).
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sythensis. Bien que les bactéries puissent se trouver
libres au contact des dents, la majorité s’organise en un
biofilm bactérien, ou plaque dentaire. Ce biofilm, défini
comme une communauté « de populations bactérien-
nes adhérant les unes aux autres et/ou aux surfaces ou
interfaces, et emprisonnées dans une matrice », est une
structure stable et résistante a I’élimination; il repré-
sente un réservoir d’antigénes bactériens au contact des
tissus parodontaux. Le biofilm libére en permanence des
composants bactériens antigéniques (LPS, arabinoma-
nanes, fimbriae...) qui pénétrent les tissus parodontaux
et entrainent leur destruction : les mieux décrits, et pro-
bablement les plus pathogenes de ces antigenes, sont les
LPS, composants de la paroi externe des bactéries a Gram
négatif. Parmi les effets de ces toxines, la destruction de
I'os alvéolaire est particulierement problématique du fait
de son irréversibilité.

Il existe deux voies d’activation des ostéoclastes par les LPS
présents dans les poches parodontales (Figure 2). Lune,
indirecte, découle de la libération de cytokines pro-inflam-
matoires par les cellules présentes sur le site de I'infection;;
ces cytokines agissent sur les ostéoblastes et les lymphocy-
tes Thl et induisent I'expression de RANK-L a leur surface : ce
sont les interactions entre RANK-L (ligand de RANK) et RANK
(receptor activator of NF-KB), situé & la surface des pré-
ostéoclastes et des ostéoclastes inactifs, qui induisent la

Voie indirecte Voie directe

Ostéoblastes
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Figure 2. Voies directes et indirectes d’activation des ostéo-

clastes par les LPS.
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différenciation et I'activation des ostéoclastes. La seconde voie, décrite plus
récemment, est la conséquence d’une action directe des LPS sur les ostéo-
blastes, les ostéoclastes et les pré-ostéoclastes ; totalement indépendante
des cytokines pro-inflammatoires, cette voie vient amplifier la précédente.
Le récepteur des LPS impliqué dans les maladies parodontales est cons-
titué de deux protéines : CD14, une glycoprotéine (libre ou membranaire)
sur laquelle se fixe le LPS, et TLR4 (Toll-like receptor 4), une protéine
transmembranaire qui, sous forme dimérique, s’associe a CD14 et assure
la transduction du message [2-41. In vivo, la LBP (LPS binding protein)
se fixe aux LPS et potentialise leur action ; en présence de LBP, la sensi-
bilité des récepteurs aux LPS est trés fortement augmentée.

Voie indirecte d’activation des ostéoclastes

Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les fibroblastes,

les macrophages, les ostéoblastes et les lymphocytes T

Une fois stimulés par les LPS, ostéoblastes, macrophages, lymphocytes T
CD4* (LT4) et fibroblastes sécretent un pool de cytokines pro-inflamma-
toires (interleukines-1 et 6) (IL-1 et IL-6), prostaglandine €2 (PGE2) et
TNFOL (tumor necrosis factor o) [5, 6]. Pour les ostéoblastes, les fibro-
blastes et les macrophages, I'interaction des LPS avec leurs récepteurs
CD14/TLR 4 entraine une sécrétion directe de ces cytokines. €n revanche,
celle des LT4 est indirecte, et demande I'intervention d’une cellule pré-
sentatrice de I'antigene (CPA) : en réponse aux LPS, les LT sécrétent de
"IFNY, qui augmente 'expression de CMH-II par les CPA ; I'interaction du
CMH-II présentant un antigene avec son récepteur exprimé par les LT4
(Figure 3). La
production de ces cytokines pro-inflammatoires, notamment d’IL-1 et

entraine alors la sécrétion d’IL-6 par ces lymphocytes [7]

de TNFQL, est principalement assurée par les macrophages [8].
La réaction de cette premiére ligne de défense aux LPS correspond donc
a une sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires, constituant

le premier pas d’une cascade d’événe-
ments aboutissant au déclenchement de
la résorption osseuse [9].

Les cytokines pro-inflammatoires

induisent I’expression de RANK-L

par les ostéoblastes et les LT

€n présence de M-CSF (macrophage-colony stimulating
factor), les cytokines pro-inflammatoires (TNFQL, IL-1
et 6) induisent la synthése de RANK-L par les ostéo-
blastes, et amplifient leur sécrétion de MCSF [10].

La découverte du role des lymphocytes T dans la résorp-
tion osseuse est récente [11]. Les lymphocytes Thl,
mais pas les lymphocytes Th2, interviennent dans la
résorption osseuse chez le rat [12] et, de fait, RANK-
L est principalement exprimé sur les LT Thl [13]. La
régulation de I’expression de RANK-L au niveau des
la stimulation de leur TCR
(récepteur des cellules T) par un antigéne présenté par
un CMH-II [14], et la costimulation de leur récepteur
CD28 par la protéine B7, située dans la membrane

LT nécessite deux signaux :

plasmique des CPA (par exemple des macrophages)
[12]. Au niveau des macrophages, I’expression de B7
est induite par "activation des récepteurs des LPS [15].
Lexpression du CMH-II est, quant a elle, régulée par
I"IFNy sécrété par les LT Thl en réponse aux cytokines
pro-inflammatoires (Figure 4).

La synthese de RANK-L au niveau des ostéoblastes et des
lymphocytes T est inhibée par I'lL-4, produite par les LT4 de
phénotype Th2: I'IL-4 est donc un inhibiteur de la destruc-
tion osseuse par son inhibition de I'expression de RANK-L.

\

Vo IL-1, IL-6, TNFoL

) = R
SO T =

O TR \ LPS+LBP —» i]. S CMH-I1 TCR, ——__' —ORANKL
N . —/,—
Macrophage Tooe O E ' ) B7 D28 -
(cPA)
Ma(éE%[X)\uge Lymphocyte Thl

Figure 3. Induction de la sécrétion de cytokines pro-inflamma-

toires par les LT CD4". €n réponse aux LPS, les LT sécretent de
IFNY, qui provoque une surexpression des molécules de CMH- I
a la surface des CPA (cellules présentant I’antigene). 'aug-
mentation de la stimulation des TCR (récepteurs des cellules T)
par les CMH-II présentant I’antigéne entraine la sécrétion
d’IL-6 par les LT.
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Figure 4. Induction de Iexpression de RANK-L sur les lymphocytes Thl. En réponse
aux cytokines pro-inflammatoires, les LT Thl sécréetent de I'IFNY qui provoque une
surexpression des molécules de CMH-11 a la surface des CPA. Par ailleurs, la stimu-
lation des CPA par les LPS entraine 'expression de la molécule de costimulation B7.
Cest la double stimulation des LT par B7 d’une part, et CMH-1l associé a un antigene

d’autre part, qui permet "augmentation de I"expression de RANK-L a leur surface.



Différenciation des pré-ostéoclastes

en ostéoclastes inactifs par la voie RANK-L/RANK/OPG

Uinteraction, par contacts cellulaires, entre RANK-L, situé sur les ostéo-
blastes et sur les lymphocytes Thl, et RANK, situé sur les pré-ostéoclastes,
induit la différenciation des pré-ostéclastes en ostéoclastes inactifs [16,
17]. La régulation de I'interaction RANK-L/RANK résulte de la modulation de
I’expression de RANK-L et RANK, respectivement sur les ostéoblastes et les
pré-ostéoclastes, et d’un systeme de compétition. En effet, les ostéoblastes
synthétisent et sécrétent une protéine, I’ostéoprotégérine (OPG), qui se fixe
spécifiquement sur RANK-L sous sa forme soluble ou membranaire [17] et,
par ce biais, inhibe de fagon compétitive 'interaction RANK-L/RANK.

Dans cette voie de différenciation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes,
les ostéoblastes jouent donc un role central en synthétisant le MCSF et
RANK-L, tous deux nécessaires a I’activation des ostéoclastes, et I’OPG,
qui permet 'inhibition de cette activation.

Différenciation des pré-ostéoclastes

en ostéoclastes inactifs par la voie du TNFOU

Elle se fait par interaction du TNFOL avec ses récepteurs TNF-R1 (p55r) et TNF-R2
(p75r) présents a la surface de pré-ostéoclastes. Cette voie d’activation des
ostéoclastes est totalement indépendante de la voie RANK-L/RANK, car elle
n’est inhibée ni par ’'OPG, ni par des anticorps anti-RANK ou anti-RANK-L [18].
Le MCSF, synthétisé notamment par les ostéoblastes en réponse a I'IL-1, PIL-6
ou le TNFQL, est indispensable a la différenciation des pré-ostéoclastes [19]. €n
revanche, sa présence en quantité trop importante dans le milieu semble para-
doxalement inhiber la différenciation des ostéoclastes et favoriser la différen-
ciation des macrophages [20]. La concentration de MCSF dans le milieu semble
donc étre un facteur crucial dans la différenciation des ostéoclastes.

Activation des ostéoclastes inactifs en ostéoclastes actifs

Cette activation intervient de deux fagons: soit par une interaction entre
RANK-L (situé sur les ostéoblastes et les LT) et RANK (situé sur les ostéoclas-
tes inactifs), ce qui entraine un remaniement du réseau d’actine qui joue un
role dans ’activation des ostéoclastes ; soit par une interaction entre I"IL-1
et son récepteur IL-1R, situé sur les ostéoclastes. Cette voie d’activation est
totalement indépendante de la voie RANK-L/RANK, car elle n’est inhibée ni
par I’OPG, ni par des anticorps anti-RANK ou anti-RANK-L.

Voie directe d’activation des ostéoclastes par les LPS

De nouvelles voies d’activation des ostéoclastes par les LPS ont été
décrites plus récemment : les LPS peuvent agir directement sur certaines
cellules, a certaines étapes de la voie indirecte, et entrainer I'activation
des ostéoclastes indépendamment de toute sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (Figure 2). Ces modes d’activation de I’ostéoclasie sont
regroupés dans la voie directe d’activation des ostéoclastes.

Les LPS induisent I’expression de RANK-L sur les ostéoblastes

Kikuchi et ses collaborateurs ont montré que 'activation des récepteurs des
LPS sur les ostéoblastes induit "expression de RANK-L, et active ainsi 'osté-
oclasie [12]. U'expression de RANK-L par les ostéoblastes permet la différen-
ciation des pré-ostéoclastes par interaction RANK-L/RANK. Lactivation des
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ostéoclastes se déroule ensuite comme dans la voie indirecte,
soit par la voie IL-1/IL-1R, soit par interaction RANK-L/RANK.

Les LPS induisent la différenciation

des pré-ostéoclastes en ostéoclastes inactifs

In vitro, les LPS peuvent induire directement un certain
nombre d’événements aboutissant a la différenciation des
pré-ostéoclastes en ostéoclastes inactifs [21]. Uactivation
des ostéoclastes inactifs peut ensuite se dérouler soit par
la voie IL-1/IL-1R, soit par interaction RANK-L/RANK.

Les ostéoclastes et leurs précurseurs exprimant le récepteur
CD14/TLR4, on peut supposer que les LPS peuvent entrainer leur
activation, mais cela n’a pas été démontré expérimentalement.

Survie des ostéoclastes activés

Les pré-ostéoclastes, comme les ostéoclastes en culture,
meurent au bout de 24 heures en I"absence de stimulus de
survie [22]. Tani-Ishii et ses collaborateurs ont montré que
PIL-10¢ et le TNFOU permettent la survie des ostéoclastes
activés par un effet autocrine [23]. Les ostéoclastes peuvent
également étre maintenus en survie grdce a I'interaction
RANK-L/RANK [24]. €nfin, I’interaction des LPS avec leurs
récepteurs CD14/TLR4 situés a la surface des ostéoclastes
induit également la survie des ostéoclastes activés [25].

Régulation de I’ostéoclasie

Dans la voie indirecte, 'activation de I'ostéoclasie est donc liée
au phénomene inflammatoire, lui-méme induit par la présence
de LPS. La découverte plus récente de la voie directe, indépen-
dante des phénomenes inflammatoires, a permis d’expliquer
gu’une diminution de la synthese des cytokines pro-inflam-
matoires ne permet pas toujours de diminuer la sévérité de la
destruction osseuse. Effectivement, méme en I'absence de ces
cytokines, les ostéoclastes peuvent étre activés et maintenus en
survie grace a I'action directe des LPS sur les ostéoblastes, les
macrophages, les pré-ostéoclastes et les ostéoclastes. Chaque
étape de I'activation de la destruction osseuse peut ainsi étre
induite par le contact des LPS sur ces différentes cellules et venir
amplifier, indépendamment des cytokines pro-inflammatoires,
I'activation de 'ostéoclasie par la voie indirecte.

Linteraction RANK-L/RANK, le plus souvent par contact cellulaire
entre un ostéoblaste ou un lymphocyte (qui expriment RANK-L &
leur surface) avec un ostéoclaste ou I'un de ses précurseurs, joue
un réle essentiel dans I'activation de la destruction osseuse. €n
effet, I'expression de RANK-L, en présence de MCSF, est suffi-
sante pour une différenciation compléte des pré-ostéoclastes en
ostéoclastes actifs [26]. Une fois activés par des cytokines ou
par des LPS, les ostéoblastes ou les lymphocytes Thl permettent,
par cette expression, le passage de chaque étape de 'activation
de la destruction osseuse vers la suivante.
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L'OPG, en se liant a RANK-L et en inhibant par compétition
Pinteraction RANK-L/RANK, semble étre un facteur clé dans la
régulation de I'activation des ostéoclastes. La balance RANK-L/
RANK/OPG oriente donc vers I'activation ou la répression de I'os-
téoclasie. Cette protéine régulatrice est sécrétée par plusieurs
types cellulaires, notamment par les ostéoblastes qui, en synthé-
tisant en méme temps RANK-L et son inhibiteur OPG, jouent un
role central dans le contrdle de la régulation de 'ostéoclasie.
Les lymphocytes T sont souvent décrits comme des cellules
jouant un réle important dans Pinhibition de la destruction
osseuse, notamment grdce a la synthese de cytokines anti-
inflammatoires comme I’lL-4 ou I’IL-10 par les lymphocytes
Th2. U'IL-4 inhibe la différenciation des LT4 vers le phénotype
Th1 (impliqué dans I'activation de I’ostéoclasie) au profit du
phénotype Th2; elle inhibe également la synthése de PGE?2
par les macrophages et les fibroblastes, et la synthése de
RANK-L induite par les cytokines pro-inflammatoires. Les
LT4 Th1 stimulent également I"activation de I'ostéoclasie par
Pintermédiaire de RANK-L [11]. €n régulant positivement et
négativement la destruction osseuse, les LT4 détiennent un
role clé dans "immunorégulation de 'ostéoclasie.

Conclusions

La destruction de 'os lors d’une parodontite est donc la résul-
tante d’un systeme complexe d’activation de I'ostéoclasie,
faisant intervenir un processus inflammatoire, mais aussi une
action directe des LPS sur les différents acteurs de cette acti-
vation. Des produits bactériens autres que les LPS, tels que les
lipoprotéines, les peptidoglycanes, Iacide lipotéichoique ou le
lipo-arabinomannane, peuvent induire la résorption osseuse
par des mécanismes proches de ceux induits par les LPS [27].
L'action de ces produits bactériens semble liée a I'activation des
récepteurs TLR2/CD14, et non TLR4/CD14. Une meilleure compré-
hension de tous ces mécanismes devrait permettre d’envisager
un découplage des interactions ostéo-immunologiques, permet-
tant ainsi au systéme immunitaire de lutter contre I'infection
sans provoquer de destruction osseuse associée. ¢

SUMMARY

Osteoclasts activation by bacterial endotoxins

during periodontal diseases

During periodontal infections, bacterial lipopolysaccharides
(LPS) from Gram negative bacteria, along with other bacterial
products, drive alveolar bone destruction. Tissue destruction
occurs through both direct and indirect pathways. In the indirect
pathway, LPS induce the secretion of proinflammatory cytoki-
nes, which in turn provokes a cascade of reactions leading to
osteoclasts activation. In the direct pathway, LPS stimulate
osteoblasts, osteoclasts precursors and osteoclasts, with an
inflammatory cytokines independent manner. In this paper, the
mechanisms involved in these two pathways are reviewed. ¢
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