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Résumé il

Résumé

Introduction : La maladie carieuse constitue I’un des problémes de sant¢ bucco-dentaire les plus
répandus. Outre les antibiotiques et les thérapies conventionnelles, diverses molécules ayant un
effet sur le systéme immunitaire ont été proposées pour tenter d’éradiquer les bactéries cariogeénes,
parmi lesquelles 1’astaxanthine (ASX). Ainsi, nous avons essay¢ d’évaluer son effet sur
I’immunomodulation de I’activité phagocytaire et du burst respiratoire du monocyte durant la
maladie carieuse chez I’enfant.

Matériel et méthodes : L’¢tude a été effectuée a I’aide d’un essai ex vivo sur des monocytes issus
d’enfants atteints de la maladie, recrutés au sein de la Clinique Dentaire du Centre Hospitalier et
Universitaire de Tlemcen.

Résultats : L’ASX a induit une augmentation trés significative du niveau du burst respiratoire,
aussi bien chez les patients que chez les contrdles (respectivement p < 0,01 et p <0,05). De méme,
I’ASX a induit une augmentation significative de la capacité phagocytaire chez les patients et chez
les controles (pour les deux comparaisons, p < 0,05). Les niveaux de significativité ont été
respectivement inférieure a 0,05 et inférieure a 0,001 par le test d’ANOVA.

Conclusions : Nous avons montré pour la premiére fois que I’ASX a un effet immunomodulateur
et ceci en induisant une amélioration notable aussi bien de la phagocytose que du burst respiratoire
du monocyte chez I’enfant atteint de la maladie carieuse. Il serait judicieux de poursuivre cette
¢tude en abordant, entre autres : (i) effet dose, (ii) effet age, (iii) effet génétique et terrain familial,
et (iv) sources et types cellulaires.

Mots clés : astaxanthine, burst respiratoire, enfants atteints de la maladie carieuse,

immunomodulation, monocytes, phagocytose
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Abstract

Introduction: Dental caries is considered as one of the most common oral health problems. In
addition to antibiotics and conventional therapies, various molecules acting on immunity have
been proposed in order to eradicate cariogenic bacteria, including astaxanthin (ASX). Therefore,
we tried to evaluate its effect on the immunomodulation of monocyte respiratory burst and
phagocytosis in children with dental caries.

Material and methods: An ex vivo essay was performed on monocytes from children with the
disease, recruited at the Dental Clinic Department of Tlemcen Medical Center University.
Results: ASX induced a marked upregulation of respiratory burst in both patients and controls
(respectively p < 0.01 and p < 0.05). Similarly, ASX induced a significant upregulation of
phagocytosis in patients with dental caries and healthy controls (for both comparisons, p < 0.05).
The significance levels were respectively less than 0.05 and less than 0.001 using ANOVA test.
Conclusions: We have shown for the first time that ASX markedly induced improvement in both
phagocytosis and respiratory burst of monocyte in children with dental caries. It would be wise to
expand the current study exploring mainly: (i) dose effect, (ii) age effect, (iii) genetic effect and
family background, and (iv) cell sources and types.

Keywords: astaxanthin, children with dental caries, immunomodulation, monocytes,

phagocytosis, respiratory burst
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Le premier chapitre sera dédié a la revue de la littérature en abordant les volets suivants :

- Un rappel fondamental sur la maladie carieuse.

- Un rappel fondamental sur le monocyte.

- Un rappel fondamental sur la phagocytose.
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Le cinquieme chapitre, sera consacré aux conclusions.
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Introduction

La cavité buccale est le sie¢ge d’un écosystéme biologique singulier et trés complexe, qui
présente des propriétés de variabilité et d’adaptabilité selon les sujets. Effectivement, elle
constitue un habitat propice pour les espéces bactériennes actives qui, avec d’autres composants
de la sphere buccale, constituent I’environnement direct des dents et de la muqueuse buccale.
Dans cet écosystéme, les interactions physiques et chimiques avec les bactéries se perpétuent,
contribuant a 1'équilibre biologique. Cet état d'équilibre peut se rompre et provoquer diverses
pathologies, dont la maladie carieuse !,

La maladie carieuse constitue I'un des problémes de santé bucco-dentaire les plus répandus.
Actuellement, conceptualisée comme un processus infectieux chronique et multifactoriel
affectant les tissus durs de la dent >, Elle résulte d’une interaction complexe au fil du temps
entre les glucides fermentescibles, les facteurs de I'hdte, a savoir les dents et la salive et un large

groupe de bactéries pathogénes a effet cariogéne 1.

Outre les antibiotiques et les thérapies conventionnelles, diverses molécules ayant un effet sur
le systtme immunitaire ont été proposées pour tenter d’éradiquer ces bactéries de la cavité
buccale !, parmi lesquelles I’astaxanthine (ASX), un dérivé oxygéné des caroténoides présent
naturellement dans les microalgues, de par ses effets immunomodulateurs aussi bien sur les
cellules de I’immunité innée qu’adaptative ",

Ces derniéres années, les monocytes circulants ont fait I’objet d’études par vagues successives
comme cible d’immunomodulation, en tant que cellules « plastiques » ™™, pouvant étre
polarisées en différents phénotypes, ou maturées en macrophages ou en cellules dendritiques

. . . . . 9
dans les tissus, en fonction du microenvironnement cellulaire .

Pour notre part, nous avons essay¢ d’évaluer I’effet de ’ASX sur I’immunomodulation de
I’activité phagocytaire du monocyte durant la maladie carieuse. A cette fin, un essai ex vivo sur
des monocytes issus d’enfants atteints de la maladie a été réalisé au sein de la clinique dentaire

et du Laboratoire d’Immunologie et de Biologie Moléculaire Appliquée (W0414100).
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Chapitre 1 : Revue de la littérature

1.1. Maladie carieuse
1.1.1. Définition

La 1ésion carieuse est une maladie multifactorielle, médiée par le biofilm bactérien et modulée
par le régime alimentaire. Elle entraine une perte minérale des tissus durs dentaires. Elle est
déterminée par des facteurs Dbiologiques, comportementaux, psychosociaux et
environnementaux ",

La lésion carieuse est une maladie infectieuse qui touche les tissus durs de la dent, pouvant
affecter toute personne indépendamment de son age. Cette pathologie chronique est souvent
classée comme troisiéme fléau mondial -,

L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) décrit la 1ésion carieuse comme un processus
pathologique localisé, d’origine externe, apparaissant apreés 1’éruption de la dent ; il

. . r . son[12
s’accompagne d’un ramollissement des tissus durs et évolue vers la formation d’une cavité '?],

1.1.2. Etiopathogénie de la maladie carieuse
1.1.2.1. Théories étiologiques
En 1960, Keyes a schématisé une triade étiologique de la maladie carieuse qui englobe trois

facteurs interreliés : I'hote (la surface des dents et les facteurs salivaires), le substrat (régime

. . . . , . , . N , . . 13.14
alimentaire et alimentation) et les bactéries spécifiques a la lésion carieuse /'>'*.
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GLUCIDES
FERMENTESCIBLES

Clairance Acidogenése

BACTERIES
CARIOGENES

Protection
antibactérienne

Figure 1.1. Triade étiologique de la maladie carieuse selon KEYES 1962 (Amélioration de
I’hygiéne buccodentaire par le conseil en officine. Le 11 décembre 2015 p 65, Eve TREBOSC ROUCH, 2015).

Une modification du schéma de Keyes a été proposée en 1978 par Newbrun, qui a ajouté le

facteur « temps » a la triade, car la 1ésion carieuse est une maladie chronique et ses signes ou

symptomes sur la surface dentaire mettent du temps a étre détectés cliniquement "1,

Substrats
de carbone

Bactéries
S. mutans e Temps
Lactobacillus
autres...

Hote

Email,

salive

Figure 1.2. Diagramme de KEYES modifi¢é par NEWBRUN en 1978 (La prévention bucco-

dentaire en France : entre recommandations et pratique quotidienne. Le 7 juillet 2016 p 3, Océane ABATTU).
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Par la suite, en 2007, Selwitz a jouté d’autres facteurs.

Régime CARIE Temps

Biofilm

. Facteurs impliqués directement Facteurs liés a I’environnement oral . Facteurs liés a la personne

Figure 1.3. Schéma de SELWITZ et coll., 2007 (J. Lasfargues, Odontologie conservatrice et restauratrice.
Tome 1 : une approche médicale globale, 2009 p 145)

1.1.2.2. Principaux facteurs de risque
1.1.2.2.1. Susceptibilité de I’hote
1.1.2.2.1.1. Organe dentaire

Etant le si¢ge de la 1ésion carieuse, I’organe dentaire peut étre susceptible a cette derniére selon

plusieurs raisons.
1.1.2.2.1.1.1. Anatomie et histologie dentaire

Des sillons profonds sont des sillons difficiles a nettoyer et par conséquent sont source

d’accumulation de biofilm bactérien '>'®!,
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Les malpositions dentaires créent des zones difficiles d’acces au brossage et I’accumulation de

biofilm bactérien est ainsi favorisée 7.

Un degré et une qualité de minéralisation moindres de la dent jouent un réle trés important dans

I’apparition des 1ésions caries'®],

1.1.2.2.1.1.2. Maladies bucco-dentaires déja présentes

Les affections bucco-dentaires déja présentes représentent des facteurs de risque pour le
développement des lésions carieuses. Par exemple, 1'origine des 1ésions carieuses radiculaires

est la maladie parodontale !'”),

1.1.2.2.1.1.3. Présence de restaurations et de protheéses

De nombreuses recherches ont démontré que les surfaces de matériaux non polis pouvaient
accumuler plus de biofilm bactérien que les surfaces polies, notamment les composites a base

de résine, les céramiques, les piliers d'implants et les bases de prothéses dentaires **),

1.1.2.2.1.1.4. Traitement orthodontique fixe

Les appareils orthodontiques augmentent le risque de Iésions carieuses en favorisant
'accumulation du biofilm bactérien et en rendant I'hygi¢ne buccale difficile. Les 1€sions white
spots sont 1'un des effets indésirables les plus courants de la thérapie orthodontique. Elles
résultent de la déminéralisation de 1'émail et peuvent évoluer vers la formation d’une cavité

. 21
caricusc [ ].

1.1.2.2.1.1.5. Antécédents de traitement orthodontique fixe

Actuellement, il n'existe pas de méthodes pour éliminer les résidus de résine orthodontique qui
soient complétement atraumatiques pour la surface de la dent. Selon la technique employée,

environ 20 a 50 % de 1'émail est perdu lors de I’¢limination de la résine.

Les inévitables pertes de substances de 1'émail aprés 1'élimination de la résine a l'aide

d'instruments rotatifs ont été considérées comme augmentant la susceptibilité aux lésions

. 22
caricuscs : ].
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1.1.2.2.1.2. Parameétres salivaires

La salive agit comme le systéme de défense primaire de la cavité buccale ; elle est aussi

importante pour protéger les surfaces dentaires exposées.

La salive a la capacité d'inverser la déminéralisation de la surface exposée des dents par un
simple ringage mécanique, elle assure une activité antimicrobienne par une sécrétion de
peptides antimicrobiens, elle posséde un pouvoir tampon, et elle contient des protéines de

liaison du phosphate de calcium %!,

1.1.2.2.1.2.1. Débit salivaire

Un débit salivaire augmenté entrainera une diminution a 1’exposition des acides et des sucres.
[24]

Cependant, si le débit est réduit, il accroitra le potentiel cariogeéne des aliments
Certains médicaments, comme les antihypertenseurs, les anticholinergiques, les anxiolytiques,
les médicaments des chimiothérapies, causent une xérostomie et par conséquent de graves

, . . . 25
lésions carieuses apparaissent /.

1.1.2.2.1.2.2. pH salivaire

Le pH salivaire physiologique varie entre 6,7 et 7,3 et durant I’ingestion d’aliments riches en

sucres fermentescibles, il peut diminuer et atteindre 5,3 ce qui engendre une grande

susceptibilité a la maladie carieuse .

1.1.2.2.1.2.3. Pouvoir tampon

Le pouvoir tampon de la salive assure la neutralisation des acides produits par les bactéries du

biofilm bactérien %),

1.1.2.2.1.2.4. Matrices Métallo Protéinases (MMP)

Retrouvées dans la salive, ces enzymes sont capables de dégrader des substrats extracellulaires

. . oy . o [1627
comme le collagéne, participant ainsi  la cariogenése !'*"),
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1.1.2.2.1.3. Etat de santé général

L’état de santé général peut avoir un effet indirect sur le risque carieux et certains facteurs
médicaux peuvent étre aggravants. Par exemple, les patients ayant subi une radiothérapie
courent un risque accru de développer des lésions carieuses, principalement en raison de

I'hyposalivation **],

1.1.2.2.1.4. Respiration buccale

Plusieurs études mettent en évidence une association entre la respiration buccale et la
prévalence carieuse. En effet, le flux constant d’air assécherait les surfaces dentaires et la
mugqueuse, particulierement dans la portion antérieure de la cavité buccale, ce qui va restreindre
I’action autonettoyante de la salive et pourrait ainsi promouvoir la colonisation d’agents

pathogénes 1*°.

1.1.2.2.1.5. Tabac

Certaines études ont montré que le risque de 1ésions carieuses est plus élevé chez les fumeurs
que chez les non-fumeurs. Une explication a cet égard est que le tabac réduit le débit salivaire,
ce qui augmente I'accumulation du biofilm bactérien sur la surface des dents, augmentant ainsi
le risque de maladies carieuses ",

Par ailleurs, de récentes ¢tudes ont aussi montré que les enfants dont les meéres ont fumé pendant
la grossesse courent un risque plus élevé d'avoir des 1€sions carieuses sur les dents temporaires

par rapport aux enfants de méres non-fumeuses "'/,

1.1.2.2.1.6. Autres facteurs

Les piercings buccaux sont un facteur susceptible d'augmenter le risque de maladie carieuse.

La friction contre les surfaces dentaires peut causer une perte de substance, des fractures suite

a des chocs répétitifs et de la sensibilité '),



Chapitre 1 Revue de la littérature 9

1.1.2.2.2. Bactéries cariogenes

Les lésions carieuses sont liées a la présence d'une dysbiose microbienne avec une
prédominance des especes bactériennes cariogénes issues du biofilm bactérien ou de la salive

321 Les Streptocoques, les Lactobacilles et les Actinomyces sont considérés comme les

principales espéces pathogénes impliquées dans I'initiation et la progression de ces 1ésions 1**1,

1.1.2.2.2.1. Streptocoques

C’est en 1924 que Clarke a démontré 1’implication des Streptocoques Mutans dans 1'étiologie
[34]

des lésions carieuses
Les S. Mutans et Sobrinus possedent certaines propriétés qui leur permettent de jouer un role
central dans I'étiologie des 1ésions carieuses 1. Il sagit de leur capacité a adhérer a la pellicule
salivaire de I'émail et a d'autres bactéries du biofilm, a synthétiser en intracellulaire et en
extracellulaire des polysaccharides en présence de saccharose, de fructose et de glucose, a

. . \ . . - 1 [34,36-38
produire des acides et a survivre dans un environnement acide ***%>%,

1.1.2.2.2.2. Lactobacilles

Ils présentent aussi les caractéristiques de production d'acide et de tolérance en milieu acide.
Parmi les especes de Lactobacilles les plus fréquemment isolées sont L. Acidophilus, L. casei,

) . 132
L. oris, L. salivarus ),

1.1.2.2.2.3. Actinomyces

Ils représentent environ 2 % des bactéries du biofilm et sont souvent retrouvés dans les 1ésions
carieuses profondes, récurrentes et radiculaires ',

Il est toutefois démontré actuellement que le microbiote des maladies carieuses est tres
diversifié et que d’autres especes bactériennes sont également associées a la Iésion carieuse
comme Streptocoques Mitis, Streptocoques Sanguis, Bifidobacterium, Propionibacterium et

. [32,39,40
Scardovia 4,
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Tableau 1.1. Classification des micro-organismes de la plaque dentaire et des caries coronaires
et radiculaires (d’apres Chardin et coll., 2006) (J. Lasfargues, Odontologie conservatrice et restauratrice Tome 1 : une

approche médicale globale, 2009, p 150)

Lésions carieuses coronaires et radiculaires
Plaque dentaire Bactéries aérobies et e :
o i Bactéries aérobies strictes
anaérobies facultatives
Peptococcus Streptococcus (S. mutans, | Finegoldio magna
Cocci a | Peptostreptococcus | S. sobrinus, S.intermedius, | Peptoniphilus
Gram Streptococcus S. sanguinis*) Asacharolyticus
positif Gemella morbillorum* Peptostreptococcus anderobius
Micromonas micros*
Coccia Neisseria
Gran . Veillonella
N Veillonella
négatif
Actinomyces Actinomyces naeslundii Actinomyces
Bifidobacterium Lactobacillus (A. israelii, odontolyticus,
Corynebacterium (L. acidophilus, L. casei, A. gerenscseriae®)
Eubacterium L. plantarum) Bifidobacterium (B. bifidum,
Bacilles | Lactobacillus Rothia dentocariosa B. dentium)
a Gram | Propionibacterium Clostridium
positif | Rothia Eubacterium saburreum
Pseudoramibacter alactolyticus
Propionibacterium
(P. acnes, P. avidum,
P. granulosum, P propionicus)
Actinobacillus Eikenella corrodens Bacteroides
Bacteroides Actinobacillus Fusobacterium nucleatum
Campylobacter actinomycetemcomitans Prevotella intermedia
Capnocytophaga Campylobacter Selenomonas*
Fusobacterium (C. rectus, C. gracilis)
Bacilles | Haemophilus Capnocytophaga
a Gram | Klebsiella
négatif | Leptotrichia
Prevotella
Porphyromonas
Pseudomonas
Selenomonas
Treponema

*Ces bactéries sont plus spécifiques des 1ésions radiculaires.
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1.1.2.2.3. Alimentation

L’alimentation, et plus précisément I’ingestion continue des glucides fermentescibles
métabolisés par les bactéries cariogenes, constitue un des facteurs indispensables a I’apparition
de la maladie carieuse '. Une consommation excessive et répétée de sucres sur une période
prolongée augmente la production d’acide par les bactéries, perturbant le fonctionnement du

pouvoir tampon de la salive, ce qui favorisera ’installation de la maladie carieuse *'/.

1.1.3. Indices de mesure de la maladie carieuse

1.1.3.1. Indice CAOD

Il a été mis au point par Klein et Palmer en 1930, et utilisé¢ depuis par ’OMS. Il représente la
somme des dents permanentes carié¢es (C), obturées (O), absentes (A). Cet indice permet

d’évaluer les antécédents carieux de la denture permanente et I’incidence des Iésions carieuses
[1,42-45]

Sa valeur est de : 0 < CAOD < 28, car il ne prend pas en compte les dents de sagesse [***7),

1.1.3.2. Indice CAOF

Correspond au nombre de faces cariées (C), obturées (O), absentes (A) des dents permanentes,
on distingue cinq faces pour les dents postérieures et quatre pour les dents antérieures ce qui

fait que sa valeur varie de 0 < CAOF < 128 faces !"*"*,
1.1.3.3. Indice CAO
C’est la somme des dents cariées, extraites, obturées sur le nombre total des sujets examinés.

Le C indique le besoin de traitement et le A et O correspondent au passé de la maladie carieuse
[1,49]

1.1.3.4. Indice SCI (Significant Caries Index)

Cet indice est élaboré¢ par ’OMS et représente le CAOD moyen du tiers de la population ayant

un indice CAOD le plus élevé 1,
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1.1.4. Histopathologie

Le tissu carieux est constitué de quatre zones différentes sur le plan histologique. La couche
externe est constituée de la zone nécrotique et de la zone infectée. La zone nécrotique a une
charge microbienne tres élevée. En dessous, se trouve la couche de déminéralisation, appelée
aussi zone affectée, elle est caractérisée par un nombre trés faible de micro-organismes, un
minimum de nutriments et une atmosphére anaérobie. Enfin, la zone la plus interne située pres
de la pulpe est la zone translucide, elle contient une dentine sclérotique. La déminéralisation et
l'absence de microorganismes caractérisent cette zone, car la flore microbienne ne peut pas

pénétrer jusqu'a cette profondeur .

Légendes :
P . biofilm bactérien
CN : couche nécrotique
CI : couche infectée
CA : couche affectée |
CS : couche sclérotique ‘
DS : dentine saine

Figure 1.4. Les sous-couches de la lésion carieuse (Kaqueler et Le May, Anatomie pathologique bucco-
dentaire, 1998).

1.1.5. Physiopathologie et mécanisme des lésions carieuses

Le mécanisme et la physiopathologie du développement des 1€sions carieuses sont aujourd'hui
de mieux en mieux compris et sont mieux €lucidés, d’une part, par rapport aux tissus durs (la
maladie carieuse affecte les tissus dentaires calcifiés), et, d’autre part, par rapport a la
microbiologie (le biofilm bactérien est le moteur du processus carieux une fois que 1’équilibre

homéostatique est rompu) .
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1.1.5.1. Physiopathologie des lésions carieuses

Les tissus dentaires durs qui sont exposés a l'environnement buccal (couronnes et racines
dénudées) sont les cibles du processus carieux, et ceci tout au long de la vie d'un individu. Tant
pour les dents temporaires que pour les dents permanentes. Cependant, la maladie carieuse ne
se produira pas en I’absence de biofilm bactérien cariogeéne et d’exposition fréquente aux
glucides alimentaires, principalement les sucres libres. Cette pathologie est donc considérée

comme une maladie alimentaire-microbienne [,

Un concept moderne de la Iésion carieuse inclut également la prise en compte de la manicre
dont les facteurs comportementaux, sociaux et psychologiques ainsi que les facteurs
biologiques sont impliqués. Et donc la pathologie carieuse serait mieux décrite comme étant
une maladie complexe médiée par le biofilm bactérien et qui peut étre principalement reliée a
des comportements impliquant 1'ingestion de glucides fermentescibles (tels que le glucose, le
fructose, le saccharose et le maltose) et une mauvaise hygiéne bucco-dentaire en combinaison

.. . , 53
avec une exposition inadéquate au fluorure **/,

1.1.5.2. Mécanisme des lésions carieuses
1.1.5.2.1. Déminéralisation

La maladie carieuse résulte d’un déséquilibre prolongé dans la cavité buccale entre les facteurs
favorisant la déminéralisation de la structure minérale cristalline de la dent et les facteurs qui

facilitent la reminéralisation et la réparation de cette structure .

La déminéralisation est la conséquence de I’activité des acides organiques produits par les
bactéries du biofilm. A mesure que ces acides s'accumulent dans la phase liquide du biofilm, le
pH baisse jusqu'a ce que les conditions a l'interface biofilm-émail deviennent sous-saturées,
provoquant la déminéralisation partielle de la couche superficielle de la dent. L'accumulation
de produits de réaction, principalement le calcium (Ca) et le phosphate, provenant de la
dissolution de I’émail augmente le degré de saturation et peut protéger partiellement la couche

superficielle d'une déminéralisation supplémentaire /.
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1.1.5.2.2. Reminéralisation

Le processus de reminéralisation est un mécanisme de réparation naturel qui permet de restituer
les minéraux, sous forme ionique, au réseau cristallin d'hydroxyapatite (HAP). Il se produit
dans des conditions de pH physiologique presque neutre, ou les ions calcium et phosphate
provenant de la salive et du biofilm bactérien sont redéposés dans 1’émail, ce qui entraine la

formation de nouveaux cristaux d'HAP, plus grands et plus résistants a la dissolution acide ©**),

Déminéralisation
o\ e pH=535
‘e

Figure 1.5. Mécanisme déminéralisation/reminéralisation des lésions carieuses
(Dodds et coll., 2015, modifié).
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1.2. Monocyte
1.2.1. Définition

Les monocytes sont des leucocytes qui constituent une population majeure de cellules
immunitaires innées circulant dans le sang et dans les tissus a 1'état stable et a des taux accrus

pendant l'inflammation "**"! ls représentent 10 % des leucocytes périphériques chez I’homme
[58]

Les monocytes recrutés lors d’une inflammation peuvent se transformer ou bien en
macrophages ou bien en cellules dendritiques conventionnelles (DC, dendritic cell) ™. Aussi,
les monocytes circulants sont constitués de sous-ensembles distincts qui possédent déja des

propriétés fonctionnelles avant d’atteindre les tissus enflammés °*.

Les monocytes constituent I'une des composantes du " systéme phagocytaire mononucléaire "

(SPM) qu’ils partagent avec les macrophages et les cellules dendritiques >,

Une caractéristique majeure qui les distinguent des autres membres du SPM est qu’ils sont préts

A . ege . , . 58
a étre rapidement mobilisés en grand nombre vers les sites enflammés de tout 1’organisme °*1,

1.2.2. Origine

Les monocytes sont produits principalement dans la moelle osseuse a partir des cellules souches
hématopoictiques (CSH) par un processus appelé la monocytopoicse. Ces cellules souches vont
donner naissance aux cellules progénitrices myéloides communes (CMP, common myeloid
progenitor), qui vont se différencier en progéniteurs granulocytes-monocyte (CFU-GM, colony
forming unit-granulocyte macrophage) ® %,

Ensuite, a partir du CFU-GM, viennent les cellules des unités formant des colonies de
macrophage (CFU-M, colony forming unit-macrophage) qui se différencient en monoblastes,
promonocytes et monocytes matures Le1],

Ces monocytes vont passer de la moelle osseuse au sang ou ils circulent pendant une courte
période de 1 & 3 jours puis ils migrent du compartiment sanguin pour se localiser dans les

différents tissus de I’organisme [** 7!,
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En plus de la moelle osseuse, il a été démontré que la rate contient un énorme réservoir de

monocytes dans des conditions homéostatiques normales et qui peuvent étre rapidement

recrutés en réponse a une 1ésion ou une inflammation [*°’,

Bone marrow : Perlpheral blood
i GRI-
GM-CFU M-CFU Monoblast Pro-monocyte Inflammatory Resident
monocyte monocyte
Tissues
Connective Spleen
Bone CNS Lung Liver tlssue ]
e §
/C ) O% O
- \ e
Osteoclast Mncrogllal Alveolar Kupffer cell ~ Histiocyte ~White-pulp  Red-pulp Marglnal zone Metallophilic
cell macrophage macrophage  macrophage macrophage = macrophage

Figure 1.6. Différents stades du développement des monocytes et leur différenciation en
macrophages (Mosser et Edwards, 2008).

1.2.3. Structure

Les monocytes sont les plus grandes cellules leucocytaires avec un diamétre de 12 pm a 20 um
701 TIs sont de formes variables, souvent rondes ou ovalaires, avec un cytoplasme abondant.
Des vacuoles cytoplasmiques sont fréquemment présentes. Les noyaux des monocytes sont

généralement bilobés et réniformes "),
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o Lysosome

Nucleus

Phagosome

Figure 1.7. Morphologie du monocyte (Sadiq Mareai, The scope of immunology, 2018 p 14).

1.2.4. Marqueurs membranaires de surface et expressions moléculaires

Les monocytes se caractérisent par I'expression de divers marqueurs de surface cellulaire tels
que les récepteurs de types toll-like (TLR, toll-like receptor) dont le TLR 2 et le TLR 4, les
récepteurs scavenger (SR/CD36), les récepteurs de chimiokines (CCR2, CCR4, CCRS5 et
CX3CR1) et des récepteurs pour les fragments (Fc) des immunoglobulines (Ig) dont le CD16
etle CD64 ">,

Ils expriment aussi la molécule CD14 ") les molécules d’adhésion comme les intégrines

(CD11a, CD11b, CD18)® et la molécule de présentation d’antigénes HLA-DR (CMH-II) %,

En outre, en réponse aux différents stimuli, ces cellules produisent une variété de substances,
notamment des cytokines proinflammatoires telles que les interleukines IL-6, IL-8, des
chimiokines dont les CCL2, CCL3, et CCLS5, et aussi d’autres cytokines comme IL-1f3, IL-10
et le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a). Ils peuvent également sécréter des facteurs de

croissance hématopoiétiques, dont le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) [7>7-"®.

1.2.5. Sous-classes des monocytes

Les monocytes sont de nature hétérogéne et présentent une grande plasticité '*!. L'identification

des sous-ensembles de monocytes repose sur l'expression relative de CD14 qui est corécepteur
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du récepteur TLR4 et médiateur de la signalisation du lipopolysaccharide (LPS), ainsi que de
[77]

I’expression de CD16 (récepteur Fc gamma Illa)
Le phénotypage par cytométrie en flux a permis d'identifier trois populations différentes de
monocytes, a savoir les monocytes classiques (moM1, CD14"CD16"), intermédiaires (moM2,
CD14'CD16") et non classiques (moM3, CD14°CD16™") "], Chacun de ces types présente
des différences significatives en ce qui concerne l'expression des marqueurs, la sécrétion des

molécules et les fonctions 738,

3 arkers functions

CD14**;CD16"; phagocytosis;

CD36*; CCR2; adhesion;
migration;
anti-microbial
responses

CD14*; CD16%;
HLA-DR?; CD86"; || equlation of apoptosis;

antigen presentation;

CD11c*; CCRS?;

transendothelial migration
CD74*

|

lecular markers functions
o o complement and FcR-
SO CDISE mediated phagocytosis;
transendothelial migration;
adhesion;
anti-viral responses

'S

blood ve:

Figure 1.8. Sous-classes des monocytes (Kapellos et coll., 2019).

1.2.6. Roles des monocytes

Les monocytes jouent un rdle clé dans le maintien de I'homéostasie tissulaire, le déclenchement

des réponses de I'hdte aux agents pathogénes et la résolution des réponses immunitaires °% ;

ceci grace a leur capacité a phagocyter, a sécréter diverses substances telles que les cytokines

et les chimiokines et a présenter les antigénes 7).
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1.3. Phagocytose
1.3.1. Définitions
1.3.1.1. Phagocytose

La phagocytose est un processus actif d’internalisation et de dégradation subséquente *'1 de
particules de plus de 0,5 pm de diamétre, tels les micro-organismes, les substances étrangeres
et les cellules apoptotiques **, qui est médiée par le mouvement de 1’actine membranaire '**!.

La fonction de phagocytose est essentiellement réservée aux cellules immunitaires spécialisées,
telles les cellules dendritiques, les neutrophiles et plus distinctement les monocytes **!. Elle
permet la clairance des agents pathogenes infectieux, des cellules infectées, des cellules
tumorales, des cellules sénescentes, des cellules apoptotiques et des débris de cellules mortes

831 Elle permet aussi le déclenchement des réponses immunitaires innées et de I’inflammation
[82,86]

Pour que la phagocytose se produise, une série d'étapes est nécessaire, allant de la
reconnaissance de la particule cible, de son ingestion dans un phagosome (vacuole
phagocytaire), de la maturation de ce phagosome en phagolysosome, a la destruction finale de

la particule ingérée dans l'environnement antimicrobien du phagolysosome.
1.3.1.2. Phagosome

Le phagosome est une vacuole se formant dans une cellule phagocytaire aprés que celle-ci ait
pratiqué la phagocytose, et renfermant la particule ingérée selon ce processus . Cette vacuole
subit une série d'événements de fusion et de fission avec les endosomes et les lysosomes par un

, . . oy : 86
mécanisme de " kiss-and-run ", afin de connaitre une maturation ¢,

1.3.1.3. Lysosome

Le lysosome est I’organite de dégradation de la cellule. Il représente le point final de la
dégradation de la voie endosomale. Son environnement acide maintenu par la v-ATPase
lysosomale 5, combinée a des hydrolases, donne un organite parfaitement adapté a la

dégradation des principales macromolécules, notamment les lipides, les polysaccharides et les
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protéines. Le lysosome fonctionne également comme une plateforme de signalisation

métabolique *7).

1.3.1.4. Phagolysosome

Le phagolysosome est le résultat de la maturation d’un phagosome **1. Il assure une excellente
activité antimicrobienne grace a l'arsenal dont il dispose. Ses principales stratégies destructrices
sont multiples, a savoir (i) un pH acide, (i) la production des espéces réactives de 1'oxygeéne
(ERO, comme le peroxyde d’hydrogene) et de I'azote (ERN, comme le monoxyde d’azote), et,

(iii) une série d'enzymes et de peptides **),

1.3.1.5. Opsonisation

L'opsonisation est le processus de reconnaissance favorisant la préparation de cibles a la
phagocytose. Les molécules qualifiées d'opsonines recouvrent la membrane d'une cellule cible,
notamment d’une bactérie pour favoriser sa phagocytose par une cellule dotée de récepteurs

(89]

pour les opsonines " '. Les opsonines comprennent les anticorps, le complément, la

fibronectine, la lectine se liant au mannose et la globuline grasse du lait (lactadhérine) [881

1.3.2. Intéréts de la phagocytose
1.3.2.1. Réponse immune anti-infectieuse

La phagocytose est un mécanisme clé de I’immunité innée ; les phagocytes professionnels, tels

[88] 90]

les monocytes **! reconnaissent, engloutissent, détruisent °* et présentent les agents

pathogénes aux cellules du systéme immunitaire adaptatif ',

Ce processus de phagocytose est initi¢ par la reconnaissance du ligand d'une particule par les
récepteurs de la surface cellulaire des phagocytes professionnels. Pour parvenir a une
absorption sélective, ces derniers expriment des réseaux de récepteurs spécifiques. La
reconnaissance des récepteurs lance des voies de signalisation qui induisent un remodelage du
cytosquelette d'actine et une extension des protubérances membranaires qui entourent la
particule pour former une coupe phagocytaire. Une fois la coupe phagocytaire scellée, un
phagosome se forme et mirit progressivement par des événements de fusion et de fission avec

les vésicules endocytaires et lysosomales pour devenir un phagolysosome. La particule ingérée
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serait détruite dans le phagolysosome et éventuellement présentée par le CMH-II en surface des

phagocytes professionnels ),

1.3.2.2. Maintien de I’homéostasie tissulaire

L'¢limination des cellules apoptotiques par la phagocytose est un processus essentiel pour
I'homéostasie des tissus au cours du renouvellement, dans les situations physiologiques et
pathologiques ', Une élimination inadéquate ou insuffisante des cellules apoptotiques peut
entrainer une inflammation excessive et une maladie auto-immune .

L'¢limination des cellules apoptotiques requiert une phagocytose spécialisée, désignée, en
anglais, sous le terme de 1’engulfment. Pour que I’engloutissement se produise, les cellules
apoptotiques attirent les phagocytes grace a la libération régulée de signaux "find-me" and "eat-
me". Une fois que la migration du phagocyte vers la proximité des cellules mortes a lieu, la

reconnaissance, l'internalisation et la dégradation de la cellule morte s’enchaineront 1,
1.3.3. Autres cellules phagocytaires

Toutes les cellules peuvent, dans une certaine mesure, effectuer une phagocytose ; cependant,
chez les mammiferes, la phagocytose est la marque de cellules spécialisées, notamment les
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les ostéoclastes, les éosinophiles et les
polymorphonucléaires neutrophiles. Ces cellules sont communément appelées phagocytes
professionnels **), vu qu’elles sont capables d’accomplir la phagocytose avec une grande

efficacité *%,

Les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales peuvent également
accomplir la phagocytose avec une faible efficacité et sont donc décrits comme des phagocytes
non professionnels ou amateurs. Ces derniéres ne peuvent pas ingérer de microorganismes,

. . Sqe . , . . , . 82
mais sont importantes pour ¢liminer les cellules desquamées et maintenir 'homéostasie *.
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1.3.4. Voies d’activations et étapes clés de la phagocytose
1.3.4.1. Recrutement des leucocytes

Le recrutement des leucocytes vers les sites d'infection est I'une des étapes de la réponse
inflammatoire %/,

Ce recrutement est un processus multi-étapes étroitement régulé, contrdlé par les interactions
des leucocytes avec la couche endothéliale des capillaires sanguins et la capacité du leucocyte
a franchir la paroi vasculaire. Le processus complet de pénétration des leucocytes dans la paroi
vasculaire est appelé diapédése .

Une fois que le leucocyte se retrouve en extravasculaire, il migre ensuite dans 1’espace

interstitiel le long d'un gradient de médiateurs chimiques.
1.3.4.2. Détection de la particule a ingérer et adhésion

La détection est effectuée par des récepteurs spécifiques qui se trouvent sur les cellules
phagocytaires. Les récepteurs qui reconnaissent directement les molécules associées aux agents
pathogeénes (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) sont les récepteurs de
reconnaissance de formes (PRR, pathogen-recognition receptor) ™. Parmi ces derniers on
trouve les molécules de reconnaissance de type lectine ',

Certains de ces PRR peuvent initier la phagocytose et constituent donc les récepteurs non-
opsonines de la phagocytose. D'autres PRR, comme les TLR, peuvent se lier aux PAMPs mais
n’induisent pas la phagocytose, ils vont seulement préparer (amorcer) la cellule a la
phagocytose. Les particules étrangeres peuvent également étre détectées indirectement par des
récepteurs a caractére opsonine. Les récepteurs pour l'anticorps IgG et le complément sont les

: 82
opsonines les plus connues *2),

1.3.4.3. Activation du processus d’internalisation

Lorsque la particule est reconnue par les récepteurs phagocytaires, diverses voies de
signalisation sont activées pour déclencher la phagocytose. La réorganisation du cytosquelette
d'actine et les modifications de la membrane cellulaire ont lieu, ce qui entraine un enfoncement
de la zone de la membrane en contact avec la particule, appelé la coupe phagocytaire. Ensuite,

des protubérances membranaires, appelées pseudopodes sont formées autour de la particule ™.
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1.3.4.4. Formation du phagosome

Les pseudopodes entourent la particule jusqu'a ce que la membrane la recouvre complétement
et fusionnent au niveau distal, pour former une vésicule a l'intérieur de la cellule. Cette nouvelle

vésicule contenant la particule ingérée est dite phagosome *%).

1.3.4.5. Maturation du phagosome

Une fois internalis¢, le nouveau phagosome transforme sa composition membranaire et son
contenu, pour devenir une nouvelle vésicule, le phagolysosome, qui peut dégrader la particule
ingérée. Cette transformation est connue sous le nom de maturation du phagosome, et consiste
en des interactions successives de fusion et de fission entre le nouveau phagosome et les

r . 2
endosomes précoces, les endosomes tardifs et enfin les lysosomes *%),

Recycling Recycling
vesicle vesicle

Rabs, EEA1, PP, Rab7, Mon1, Cu| Rab7, LAMP1,
Vps34, COVET ete. HOPS, RILP otc. Mydrolases, v-ATPas
Early endosome Late endosome

Figure 1.9. Maturation du phagosome. Apres l'internalisation des particules étrangeres, le phagosome
nouvellement formé acquiert les protéines nécessaires a sa maturation via une série de fusions et de fissions avec les organelles
endocytiques (endosome précoce, endosome tardif, lysosome et vésicules de recyclage), ensuite le phagosome tardif fusionne

avec le lysosome pour l'élimination des particules étrangeres, en utilisant diverses enzymes hydrolytiques, des peptides
antimicrobiens et des ERO (Uribe-Querol et Rosales, 2017).




Chapitre 1 Revue de la littérature 24

1.3.4.6. Destruction des microorganismes (bacterial killing)

L'intérieur du phagolysosome est un environnement inhospitalier pour la plupart des
microorganismes. Cet environnement au pH acide, doté d’enzymes et de peptides et concentré
en ERO ainsi qu’en ERN, réunit les conditions nécessaires afin de détruire les différents
composants de la cellule microbienne '/,

Le pH acide perturbe le métabolisme habituel de nombreuses bactéries et les empéche d’utiliser
les nutriments essentiels. De plus, il est nécessaire a 1'activation des enzymes hydrolytiques, qui
vont dégrader le microorganisme ingéré **!

Les diverses formes des ERO et des ERN sont des agents antimicrobiens qui résultent de
I’activation de la NADPH oxydase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) **!. La
NADPH oxydase est un complexe enzymatique constituée d'un composant li¢ a la membrane
et de quatre composants stockés dans des granules cytosoliques. Lors de l'activation des
monocytes, les protéines cytosoliques se déplacent vers le composant membranaire et un
systeme fonctionnel de transfert d'électrons se forme, entrainant la production de O,. L'O; est
ensuite rapidement transformé en d'autres ERO, dont le peroxyde d'hydrogéne (H,O.), le radical
hydroxyle (OH) et I'acide hypochloreux (HCIO). Ces ERO peuvent endommager les protéines,
les lipides et I'ADN des microorganismes dans le phagosome. La production des ERO et des
ERN est un processus crucial pour la clairance des pathogenes, et est connu sous le nom de

combustion respiratoire ou burst respiratoire ou encore burst oxydatif (respiratory burst) ",

Les enzymes et les peptides comme la lactoferrine sont également délivrés dans le phagosome

.. . . . 91
pour limiter la croissance microbienne '1,

1.3.4.7. Expulsion de la particule ingérée

Les produits issus de la dégradation ou peptides sont digérés intégralement ou peuvent étre

chargés sur les molécules du CMH-II. Dans cette deuxiéme configuration, le peptide chargé est

présenté aux lymphocytes T afin de déclencher la réponse immunitaire spécifique .
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Figure 1.10. Mécanisme de la phagocytose d’une bactérie. (4) Les phagocytes adhérent aux bactéries
par l'intermédiaire de leurs récepteurs de surface cellulaire, qui reconnaissent les PAMPs tels que le lipopolysaccharide. (B)
Une fois la membrane activée, la bactérie se retrouve dans un phagosome entouré par les pseudopodes. (C) A l'intérieur de la
cellule, les différentes vésicules fusionnent avec le phagosome pour former un phagolysosome. (D) La bactérie est éliminée

par une série de mécanismes de dégradation microbicide, et les produits bactériens sont alors libérés. (R. Goering, H. Dockrell,
M. Zuckerman, P. Chiodini, Mims' Medical Microbiology and Immunology, 6th Edition, 2019, p 69).

1.3.5. Conséquences de la phagocytose

Bien que les réponses inflammatoires aigués soient protectrices pour 1'hote et généralement
autolimitées, la résolution défectueuse ou retardée d’une inflammation aigué€, conduisant a une

. . . 98 N , . . . , .
inflammation chronique *, peut entrainer des lésions tissulaires supplémentaires

caractéristiques de certaines maladies comme les maladies auto-immunes ! et les cancers '),
Ainsi, la plupart des stratégies immunothérapeutiques actuelles reposent sur
I’immunomodulation et le renversement de la réponse inflammatoire chronique. Pour notre
part, nous nous sommes intéressés a évaluer I’effet de ’ASX, en tant qu’immunomodulateur,

sur le monocyte chez les enfants présentant une maladie carieuse.
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1.4. Astaxanthine
1.4.1. Définition

L’ASX est un pigment naturel de couleur rouge-orangé, appartenant a la famille des
xanthophylles. Il s’agit d’un dérivé oxygéné des caroténoides, découvert en 1938 et utilisé
initialement comme pigment en aquaculture pour sa bonne coloration "],

L’ASX a suscité un vif intérét en médecine grace a ses différents effets thérapeutiques prouvés
dans de nombreuses maladies. Les effets bénéfiques de cette molécule sont associés a son

e, . .. . . 102—-104
activité immunomodulatrice, anti-inflammatoire et antioxydante ! ]

1.4.2. Sources

L’ ASX peut étre produite de deux manieres différentes : par extraction biologique a partir d’une
103]

source naturelle ou par synthése chimique !
Elle est présente naturellement dans certains organismes comme : les microalgues
(Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis, Neochloris wimmeri), les bactéries
(Agrohacterium aurantiacum, Brevundimonas scallop, Paracoccus carotinifaciens) et
certaines levures comme Xanthophyllomyces dendrorhous"*). Elle est aussi présente dans les

, . . . 102
crevettes, crabes, saumons, écrevisses, homards et certains champignons "%,

1.4.3. Structure chimique

L’ ASX présente la formule chimique suivante C49Hss04 avec une masse moléculaire de 596,84
g/mol. La structure chimique de cette xanthophylle est composée de deux extrémités cycliques
de type B-ionone, reliées par une chaine polyeéne. Chaque cycle présente un groupe hydroxyle

(-OH) et un groupe carbonyle (C=0) %!,

Figure 1.11. Structure chimique de ’ASX (Ambati et coll., 2014).
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1.4.4. Mode d’action
1.4.4.1. Effet antioxydant

Le stress oxydatif est initi¢ par la production de radicaux libres et d'especes réactives de
'oxygene (ERO). 1l résulte d’un déséquilibre entre I’activité cellulaire pro et antioxydante en
faveur des radicaux libres. L’exces d’agent oxydant peut réagir avec des protéines, des lipides
et des acides nucléiques par une série de réactions entrainant des dommages structurels et
fonctionnels %",

L'ASX est un puissant antioxydant qui pi¢ge efficacement les radicaux libres, neutralise
l'oxygene singulet, renforce les activités antioxydantes et par conséquent réduit le stress

oxydatif !,

Les données de différentes études ont démontré qu’il existe une corrélation entre 1’effet

antioxydant de I’ASX et la dose utilisée dans le traitement de certaines pathologies %",

Commentaire : La libération d'ERO et d'ERN par les phagocytes professionnels est un
mécanisme essentiel de défense visant a éliminer les agents pathogenes. Par conséquent, cette

réaction bénéfique ne doit pas étre annulée par des niveaux ¢levés d'antioxydants.

1.4.4.2. Effet anti-inflammatoire

L’inflammation est un mécanisme de défense vital de I’organisme, provoquée par un agent
pathogeéne ou par une rupture de ’homéostasie d’origine endogene. Son but est d’offrir des
conditions favorables a I’¢élimination de I’infection et/ou d’initier le processus de réparation des
tissus 1ésés. Cependant, une inflammation persistante est un facteur important dans le
développement de plusieurs maladies chroniques telles que 1’athérosclérose, les maladies
neurodégénératives, le diabéte, le rhumatisme articulaire, ainsi que d’autres pathologies ",

L’ASX est capable de réguler la réponse immunitaire et de réduire I’inflammation secondaire

a une maladie sous-jacente a travers une série de mécanismes anti-inflammatoires (Figure 1.12).
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Figure 1.12. Les mécanismes anti-inflammatoires de I’ASX. L'4SX peut cibler et réguler les
biomarqueurs de ['inflammation (PPA, cytokines, chimiokines, etc.), tout en favorisant certaines voies de signalisations
(PI3K/AKT, Nrf2), mais aussi bloquer d’autres voies (NF-xB, c-Jun N-terminal kinases (JNK), JAK-2/STAT-3) dans le but
d’atténuer ['inflammation. Les fléches rouges indiquent une action inhibitrice, et les fleches noires une action favorisante
(Chang et Xiong, 2020).

Le traitement a 'ASX présente des actions anti-inflammatoires en supprimant l'activité des
médiateurs inflammatoires, tels que I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS, inducible nitric
oxide synthase), la cyclooxygénase 2 (COX-2) et l'expression des MMP, inhibant de ce fait la
production de la prostaglandine E2 (PGE2). L'ASX exerce également ses actions anti-
inflammatoires en inhibant I'expression de cytokines proinflammatoires, dont le TNF-a,, I'[L-

1B et IML-6 1'%,

Une ¢tude a aussi montré que l'administration d'’ASX inhibe de maniére significative la voie de
signalisation MAPK/NF-kB (mitogen-activated protein kinases/nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) responsable de la sécrétion des cytokines

proinflammatoires IL-6 et TNF-a dans les macrophages primaires de souris stimulés par le LPS
[113]



Chapitre 1 Revue de la littérature 29

Plusieurs études ont aussi prouvé 1’existence d’une relation entre 1’effet anti-inflammatoire de

I’ASX et la dose utilisée 0% 1141,
1.4.4.3. Effet immunomodulateur

L’ASX est capable de réguler la réponse immunitaire et ses différentes actions
immunomodulatrices ont été bien documentées. Plusieurs études ont mis en évidence la
capacité¢ de 1'ASX a moduler le géne FOXO3 (Forkhead box O3) connu pour favoriser
l'apoptose des cellules T et limiter l'expansion clonale des cellules T CD8" au cours d'une
infection virale aigué ',

D’autres études ont montré que le traitement a I'ASX améliore 1’activit¢ immunomodulatrice

de I’organisme en augmentant la production d'IFN-y et d'TL-2 ['0118],

11 a aussi été¢ montré que I'ASX pouvait augmenter le taux d'immunoglobulines IgM et IgG, et
[7,117]

aussi le taux de production des anticorps et des lymphocytes T auxiliaires .

Une autre étude a montré 1’effet de I’ASX pendant I’infection gastrique & Helicobacter pylori,
caractérisée par le recrutement des lymphocytes T auxiliaires (T-helper) sur le site de I’infection
et des schémas distincts de production de cytokines. Les résultats de 1’étude ont montré que
I’ASX peut influencer le profil des cytokines en induisant des niveaux élevés d’IL-2 et un
passage a une réponse Th1/Th2 équilibrée en augmentant I’'IFN-y et I’IL-10, entralnant une

, . .. . . 119
reponse immunitaire protectrice et non destructrice !''*,

1.4.4.4. Effet sur la phagocytose

Une étude réalisée in vitro a démontré que I’ASX pouvait améliorer efficacement la capacité
phagocytaire des neutrophiles, réduire les effets du stress oxydatif et augmenter la concentration
du calcium intracellulaire "%, Néanmoins, aucun travail n’a été focalisé sur le role de ’ASX

sur la capacité phagocytaire du monocyte.
1.4.4.5. Effet anticancéreux

Les antioxydants diminuent le risque de carcinogenese et la mutagenese par inhibition des

lésions oxydatives. L'activité des caroténoides contre le cancer a attiré beaucoup d'attention en
y
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raison de la corrélation entre les faibles niveaux de ces composés dans l'organisme et la
prévalence du cancer. L'ASX présente une activité préventive contre le développement des
cancers plus importante et plus efficace que les autres caroténoides antioxydants %',

L'effet de I'ASX sur l'inflammation a également été étudi¢ dans le cas du cancer. Yasui et coll.
ont proposé que la suppression des cytokines proinflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-1,

I’IL-6 et la COX-2 contribuait a I'effet anticancéreux de I'ASX 2!,
1.4.5. Astaxanthine et ses potentielles applications en médecine
1.4.5.1. Astaxanthine et maladies parodontales

Les cellules du ligament parodontal humain (hPDLC, human periodontal ligament cells) jouent
un role capital dans la reconstruction du tissu parodontal. En présence d’une inflammation
chronique, le potentiel de différenciation et la chimiotaxie sont réduits. Les résultats d’une étude
récente ont montré que I’ASX favorise la prolifération des hPDLC en inhibant la sécrétion des
facteurs inflammatoires, via le blocage de la voie de signalisation NF-«B. Par conséquent,
l'inhibition du microenvironnement inflammatoire aide a promouvoir la reconstruction du tissu
parodontal '*%,

Une autre étude réalisée sur un modéle murin de parodontite a montré que 1'administration de
I’ASX pouvait réduire la perte osseuse alvéolaire en augmentant 'activité ostéoblastique et en

diminuant l'activité ostéoclastique .

1.4.5.2. Activité cardioprotectrice

Sur la base d’études précliniques et cliniques, les effets antioxydants et anti-inflammatoires de
I'"ASX ralentissaient la progression des maladies cardiovasculaires. En tant qu'antioxydant,
I'ASX réduit le stress oxydatif, augmente l'activité des enzymes antioxydantes et maintient les
propriétés rhéologiques du sang. Ses propriétés anti-inflammatoires consistent a moduler les
voies de signalisation NF-kB et MAPK, a réduire la libération de cytokines proinflammatoires
et a augmenter le transport inverse du cholestérol par les lipoprotéines de haute densité (HDL,
high-density lipoprotein), ce qui atténue l'accumulation de cholestérol dans les cellules

spumeuses et donc la formation de plaques d'athéromes. Toutes ces propriétés font de I’ASX
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un agent important dans la prévention et/ou le traitement adjuvant des maladies

. . 124
cardiovasculaires "%,

1.4.5.3. Activité neuroprotectrice

L'inflammation, le stress oxydatif et 1'apoptose sont largement impliqués dans la pathogenése
d'un grand nombre de maladies neurologiques. Des études ont montré que I’ASX peut bloquer

. , N . 5 r 7 . 101
ces trois phénoménes, et peut aussi traverser la barriére hémato-encéphalique /',

Une supplémentation orale en ASX chez les rats a réduit l'expression de NF- kB et de TNF-a,
[125]

ce qui a entrainé une réduction de 1'cedéme cérébral et du dysfonctionnement neurologique
L'ASX est considérée comme un agent pharmacologique a action multiple contre les troubles
neurologiques, notamment la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, les 1ésions du
cerveau et de la moelle épiniere, la douleur neuropathique, le vieillissement, la dépression et

l'autisme 12°!,

1.4.5.4. Activité antidiabétique

Des études ont montré que la génération du stress oxydatif est impliquée dans le développement
de diabete de type 1, en provoquant des l€sions au niveau des cellules béta pancréatiques. Aussi,
le stress oxydatif augmente la résistance a I’insuline, tout en réduisant sa sécrétion, et induirait
le développement du diabéte de type 2 "',

Fait intéressant, il a été rapporté que I’ASX prévient le stress oxydatif et les complications qui
découlent du diabéte en modulant l'activit¢ du systéme immunitaire et la diminution de
I’expression des cytokines et chimiokines proinflammatoires !'*”),

Une étude récente a montré que 1’ASX pouvait améliorer I’intolérance au glucose et le déficit

en cellules béta, diminuant ainsi les symptomes du diabete gestationnel sur un modeéle de souris
[128]
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1.4.5.5. Astaxanthine et affections ostéo-articulaires

L'ASX peut étre utilisée dans le traitement de 1'arthrose, mais également de la polyarthrite
rhumatoide et I'ostéoporose. En effet, elle diminue I'expression des MMP-1, MMP-3 et MMP-
13 présents dans ces conditions pathologiques. L'ASX atténue aussi les biomarqueurs
d'inflammation caractéristiques de l'arthrite dans les cellules de chondrosarcomes humains
induits par I'IL-1B. Elle améliore aussi la prolifération et la capacité de différenciation des

cellules ostéogéniques dans les cellules souches neurales ",
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1.5. Problématique

La maladie carieuse peut se définir comme un processus pathologique localisé, d’étiologie
multifactorielle, pouvant affecter toute personne indépendamment de son age. C’est une
maladie infectieuse qui provoque la destruction irréversible de 1’émail dentaire, suivi d’un

ramollissement de la dentine.

Cependant, lors d'une infection carieuse, les bactéries cariogénes déclenchent une réponse
immunitaire innée dans le tissu conjonctif pulpaire par la diffusion de toxines bactériennes dans
les tubuli dentinaires ">, L’immunité innée permet de protéger le complexe pulpo-dentinaire,
d’une part, grace aux barri¢res de défense, telles la surface de 1’émail, de la dentine, du cément

[130]

et certaines molécules antimicrobiennes contenues dans la salive , et, d’autre part, par

I’activation des cellules de 1’immunité innée dont les monocytes ¢!,

Dans ce sens, et dans I’intérét de mettre en évidence la possibilité thérapeutique qu’exercerait
I’ASX via la modulation de la réponse immunitaire innée, médiée par les monocytes, nous
avons essayé d’étudier dans ce travail de fin d’études pour I’obtention du Diplome de Docteur
en Médecine Dentaire, si ’ASX stimule les monocytes humains a initier I’une de ses activités

fonctionnelles qu’est « la phagocytose », lors d’une infection dentaire carieuse.
Yy
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

2.1. Aspect éthique

En plus du consentement éclairé signé par tous les parents des enfants participants (Annexe A),
cette étude a été approuvée par le conseil scientifique du département de médecine dentaire de

la faculté de médecine de ’université de Tlemcen.
2.2. Type de I’étude

Il s’agit d’un essai thérapeutique ex vivo de ’ASX sur I’activité phagocytaire des monocytes
humains issus de patients atteints de maladies carieuses comparés aux témoins (Essai clinique

phase II).
2.3. Objectif de I’étude

Nous avons évalué ’effet de I’ASX sur I’activité phagocytaire du monocyte durant la maladie

carieuse.
2.4. But de I’étude

Nous avons essayé¢ de montrer que ’ASX aurait un effet immunomodulateur sur 1’activité

phagocytaire du monocyte chez des enfants atteints de la maladie carieuse.

2.5. Conception de I’étude



Matériels et méthodes 36

Essai
thérapeutique
Phase Il

Prélévement du
sang périphérique

Réalisation de frottis
sanguin

(Traitement du sang

Lecture des lames par
imagerie cellulaire

2.6. Définition de la maladie carieuse

La maladie carieuse se définit cliniquement par une cavitation visible a I’ceil nu intéressant les
structures amélo dentinaires. Elle peut étre diagnostiquée au moyen d’un miroir et une sonde

sous un éclairage suffisant.

2.7. Population de I’étude

2.7.1. Recrutement des malades

Cette ¢tude a été menée au Service d’Odontologie conservatrice et d’endodontie de la Clinique
Dentaire du Centre Hospitalier et Universitaire de Tlemcen. Le recrutement des patients et
sujets a été effectué sur la base d’un examen clinique (Figure 2.1), associé a un questionnaire

(Annexe B) et des critéres d’¢ligibilité (cf. ci-dessous).
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L’¢étude immunologique a été réalisée au sein du Laboratoire W0414100 (Biologie Moléculaire

Appliquée et Immunologie).

Figure 2.1. Réalisation d’un examen clinique sur un enfant (Iconographie personnelle,
service d’OCE, Tlemcen, février 2021)

2.7.2. Criteéres d’inclusion

- Enfants 4gés de 12 ans a 15 ans (denture permanente).
- Absence d’antécédents personnels médicaux.
- Présence d’une 1ésion carieuse ou plus.

- Consentement éclairé des parents.

2.7.3. Critéres d’exclusion

- Enfants 4gés de moins de 12 ans et de plus de 15 ans.
- Présence de troubles de métabolismes et de désordres physiologiques (diabéte, cancer,

cardiopathies, insuffisance rénale, rhumatisme articulaire aigu, syndrome sec, épilepsie).
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- Présence de maladies parodontales.
- Prise de traitement anti-inflammatoire et/ou antihistaminique durant les trois derniers mois.

- Enfants irradiés et/ou sous chimiothérapie.
2.8. Modalités de I’étude

2.8.1. Etude clinique

2.8.1.1. Aspect clinique

2.8.1.1.1. Patients

Nous avons sélectionné les patients venant au service d’Odontologie conservatrice et
d’endodontie, aprés un examen clinique minutieux. Les patients présentaient une ou deux
Iésions carieuses siégeant au niveau des molaires permanentes sur la face occlusale (classe I de
Black). Les Iésions carieuses ont été diagnostiquées par un sondage avec la sonde numéro 11
sous un éclairage suffisant. Le degré d’atteinte de la Iésion a été confirmé avec une prise de
radiographie rétro-alvéolaire. Il s’agissait de cavités profondes, présentant une dentine ramollie

abondante, siégeant majoritairement au niveau du tiers moyen et interne de la dentine.
2.8.1.1.2. Témoins

Concernant les témoins, nous avons recruté des témoins matchés, qui s’étaient présentés pour
un motif esthétique au niveau du service d’Orthopédie dento-faciale, et ne présentaient aucune

l1ésion carieuse.
2.8.2. Etude immunologique
2.8.2.1. Prélévements

Les prélévements du sang ont été effectués a jeun, a 8h du matin, sur tubes Vacutainers citratés,
par la veine cubitale médiane. Les tubes ont ét¢ acheminés dans les 20 minutes, dans une

glaciere (Figure 2.2), vers le Laboratoire W0414100.
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Figure 2.2. Acheminement des prélévements sanguins dans une glaciére (Iconographie
personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen, septembre 2021)

2.8.2.2. Mesure de ’activité phagocytaire du monocyte

La mesure de I’activité phagocytaire du monocyte a été réalisée a 1’aide de la méthode au NBT
(nitroblue tetrazolium, Sigma-Aldrich, Allemagne). Cette méthode consiste en la préparation
de deux tubes Eppendorf contenant chacun 100 pL de NBT (Figure 2.3) et 0,5 mL de sang,
additionné ou non d’une dose de 10 uM d’ASX (Figure 2.4) dans le volume final. Dans le
premier tube, on a ajouté 100 pL de particules de latex (Figure 2.5) ; dans le second, 100 puL
d’eau physiologique. Ensuite, les deux tubes ont été vortexés a 20 révolutions par minute
(Figure 2.6), puis incubés a 37 °C pendant 20 minutes, suivies d’une incubation pendant 15
minutes a température ambiante (Figure 2.7). Le nombre de monocytes a été calculé sur frottis

(Figure 2.8) (Figure 2.9) aprés une double coloration de May-Griinwald Giemsa (Figure 2.10).

La mise en évidence de la phagocytose a été basée sur la mesure du niveau de réduction de
NBT en formazan en couleur noire-bleue dans chaque cellule leucocytaire (Figure 2.11), en
présence ou en l’absence des particules de latex internalisées (Figure 2.12), a 1’aide des

Technologies ImageJ (NIH, USA)"*!" et Single Cell Analysis.
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Figure 2.3. Tube contenant le NBT (Iconographie personnelle, Laboratoire W0414100,
Tlemcen, septembre 2021)

Figure 2.4. Flacon d’ASX (Iconographie personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen,
septembre 2021)
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Figure 2.5. Tube EppendorfTM contenant du latex (Iconographie personnelle, Laboratoire
W0414100, Tlemcen, septembre 2021)
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Figure 2.6. Agitateur de laboratoire vortex (Iconographie personnelle, Laboratoire
W0414100, Tlemcen, septembre 2021)
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Figure 2.7. Tubes a essais contenant du sang et du NBT traités ou non avec ASX/latex
(Iconographie personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen, septembre 2021)
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Figure 2.8. Matériel nécessaire a la réalisation de frottis sanguins (Iconographie
personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen, septembre 2021)
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Figure 2.9. Réalisation d’un frottis sanguin (Iconographie personnelle, Laboratoire
W0414100, Tlemcen, septembre 2021)
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Figure 2.10. Frottis sanguins aprés une double coloration de May-Griinwald Giemsa
(Iconographie personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen, septembre 2021)
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Figure 2.11. Image montrant un formazan prise a ’aide de la Technologie ImageJ
(Iconographie personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen, septembre 2021)

Figure 2.12. Phagocytose des particules de latex par un monocyte prise a ’aide de la
Technologie ImageJ (Iconographie personnelle, Laboratoire W0414100, Tlemcen,
septembre 2021)
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2.9. Analyses statistiques

La comparaison des niveaux de phagocytose et du burst respiratoire entre deux groupes a été
effectuée a I’aide du test # de Student, apres avoir évalué la normalité par le test de Kolmogorov-
Smirnov. La comparaison entre plusieurs groupes a été effectuée par le test d’ ANOVA (analysis
of variance). Les analyses statistiques et la conception des figures ont ét¢ réalisées a I’aide du
logiciel GraphPad Prism 8.01 (USA) aprés avoir supprimé les points aberrants. La valeur de p

inférieure a 0,05 a été considérée statistiquement significative.
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Chapitre 3 : Résultats et Analyses

D’apres les résultats de la figue 3.1, nous observons que I’ASX a induit une augmentation trés
significative du niveau du burst respiratoire, aussi bien chez les patients que chez les controles

(respectivement p < 0,01 et p < 0,05).

La comparaison des moyennes entre tous les groupes en utilisant le test d’ANOVA, a montré

une différence significative inférieure a 0,05.
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Figure 3.1. Niveau du burst respiratoire monocytaire chez les patients et controles aprés
traitement a I’ASX. Les expériences ont été réalisées indépendamment sur un échantillon de
9 dans chaque groupe. ANOVA : analysis of variance, ASX : astaxanthine, CTCF : corrected

total cell fluorescence, NBT : nitrobleu de tétrazolium. *p < 0,05. **p < 0,01.
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De méme, I’ASX a induit une augmentation significative de la capacité phagocytaire chez les
patients et chez les contrdles (pour les deux comparaisons, p < 0,05). La valeur de p concernant

la comparaison de tous les groupes est inférieure a 0,001.
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Figure 3.2. Niveau de la capacité phagocytaire du monocyte chez les patients et controles
aprés traitement a I’ASX. Les expériences ont été réalisées indépendamment sur un
¢chantillon de 9 dans chaque groupe. ANOVA : analysis of variance, ASX : astaxanthine,
CTCEF : corrected total cell fluorescence. *p < 0,05. ***p < 0,001.
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Chapitre 4 : Discussion

La maladie carieuse est un probléme de santé publique majeure, classée comme étant le
troisiéme fléau mondial aprés les maladies cardiovasculaires et les cancers !°*!. Elle est
répandue dans la région de Tlemcen avec une prévalence de 73,9 % chez les enfants 4gés entre
12 ans et 15 ans "%, La prévalence mondiale de la maladie carieuse varie entre 49 % et 83 %,
et les sujets agés de 12 ans a 19 ans représentent la population la plus touchée. C’est une maladie
infectieuse et chronique, qui entraine une perte minérale des tissus dentaires durs ; son étiologie
dépend de divers facteurs, principalement de la présence de sucres fermentescibles, de facteurs
liés a 1'hdte, de la présence d'espéces bactériennes cariogénes et de certains facteurs
environnementaux P>'%*!,

L'approche classique du traitement de la 1ésion carieuse n'a pas toujours donné les résultats
escomptés ; de nouvelles I€sions et des récidives carieuses apparaissent souvent. Ceci est en
grande partie liée a la négligence des bactéries cariogenes en tant que facteur étiologique
majeur. A cet effet, nous avons suggéré I’ ASX, une xanthophylle dérivée des caroténoides ",
comme ’une des principales molécules contribuant a 1’éradication de telles bactéries de par ses

propriétés immunomodulatrices en utilisant des techniques de biologie moléculaire au niveau

du Laboratoire W0414100.

Par ailleurs, en réponse a I’invasion des bactéries cariogénes, les monocytes jouent un role
crucial de défenses immunes antibactériennes grace a la phagocytose et au burst oxydatif ; ce
processus est le résultat de 1'activation de la NADPH oxydase sous 1'effet de la phagocytose ou
de l'interaction entre différents stimuli et la surface membranaire du monocyte. Il se traduit par
une augmentation de la consommation de 1’oxygéne et la formation d’ERO telles que le
peroxyde d’hydrogene (H20,), les radicaux hydroxyles (OH) et I’acide hypochloreux (HCIO).
En effet, tout comme 1’oxyde nitrique (NO), produit sous I’action enzymatique de la NO
synthase inductible (iNOS ou NOS de type II), sous I’influence de cytokines proinflammatoires,
les ERO sont des médiateurs essentiels de l'activité bactéricide des monocytes >,

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer 1’activité phagocytaire et le burst oxydatif du

monocyte, telles que le test de réduction du NBT par les ERO et la capacité d’ingestion de
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particules/billes de latex ou de dextran. Le NBT est un colorant de couleur jaune qui, une fois
[134]

réduit, forme un composé bleu-noir, le formazan
A notre connaissance, cette étude est une premicere, ce qui rendrait difficile la comparaison de
nos résultats avec ceux de la littérature, nous avons tout de méme trouvé des études abordant la

capacité phagocytaire de phagocytes autres que le monocyte, traités avec I’ASX.

Nos résultats sont en accordance avec ceux de plusieurs études. Macedo et coll. (2010) ont
rapporté¢ que I’ASX possédait un effet remarquablement important sur la fonction des
neutrophiles humains, ou ’on a constaté qu’il pourrait augmenter considérablement les
capacités phagocytaires et bactéricides, lors de Dinfection a Candida albicans ">,
L’expérience réalisée par Guerra et Otton, en 2011, a également montré que le traitement par
I'"ASX favorise la phagocytose des neutrophiles en évaluant la capacité phagocytaire avec des

[135]

particules de zymosan . Amar et coll. (2001) ont constat¢ que 1'ASX induisait une

amélioration de ’activité phagocytaire des leucocytes des reins de la truite arc-en-ciel, en
utilisant le test de réduction du NBT et la capacité d’ingestion des billes de latex .

A contrario, les résultats concernant le burst respiratoire ne concordent pas avec ceux de Amar
et coll. (2001), Macedo et coll. (2010) et Guerra et Otton (2011) 21311 Ceci expliquerait
I’effet bactéricide supposé. La différence entre les résultats résiderait notamment dans la
différence de la dose du traitement, son principe actif et sa nature, le type et la source cellulaires,

ainsi que la méthode d’évaluation du burst oxydatif.
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Chapitre S : Conclusions

La maladie carieuse est le résultat d’un processus infectieux chronique, et demeure jusqu’a
présent un probléme de santé bucco-dentaire majeur chez I’enfant, étant donné les

complications qui peuvent en résulter.

Il est bien connu que ’altération des fonctions des cellules immunitaires innées circulantes, en
particulier les monocytes, a ét¢ grandement impliquée dans 1’étiopathogénie de la maladie
carieuse. C’est ainsi que nous avions essayé d’évaluer les effets éventuels de I’ASX sur
I’immunomodulation des fonctions primaires du monocyte, en I’occurrence la phagocytose et
le burst respiratoire, au cours de cette maladie. Il est concevable que I’ ASX pourrait étre utilisée

a des fins thérapeutiques et/ou préventives.

En termes de perspectives, cette premicre é¢tude mérite d’étre étendue vu les effets importants
de I’ASX en ce qui concerne I’amélioration de la phagocytose et du burst respiratoire qui sont
tous deux nécessaires a I’activité bactéricide chez I’enfant atteint de maladie carieuse. Dans ce
contexte, il serait judicieux de poursuivre cette étude en abordant, entre autres : (i) effet dose,

(i1) effet age, (iii) effet génétique et terrain familial, et (iv) sources et types cellulaires.
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Annexe A. Consentement éclairé
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J'autorise le Docteur llham BEN YELLES, Maitre- assistante en Odontologie Conservatrice
au CHU Tlemcen.

1. A me recruter en tant que patient (e) éligible dans cette étude.

2. A prendre tous les renseignements concernant mon statut buccal.

3. A prendre toutes les photographies sur ma personne nécessaires a leurs études.

4. A me prendre un prélévement salivaire et si nécessaire le sang pour effectuer son étude.

5. A publier les résultats obtenus et, éventuellement a diffuser les photographies avec yeux
masquées sur ma personne.
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Annexe B. Fiche d’observation clinique

Fiche d’observation clinique des enfants agés entre 12 et 15 ans de
la Région de Tlemcen

Date : / [/ Code
[ (570 5 RS PIEN0OMY wusvemsesmmanssmmmsmsmsasmsms Sexe: F |:| M [:-I
Age:......... ans
Commune : Zone : Urbaine D Rurale D
Niveau d’instruction : Moyen |:| Secondaire |:| Analphabéte |:|
Profession du pére : Profession de la mére
Niveau de formation du pére Niveau de formation de la mére

Catégorie professionnelle du pére :
Numéro de Tél :

Antécédents dentaires : Extraction [ | Soins [ | ODF [ ]
Pathologies : Asthme D Diabéte D
Conséquences de chimiothérapie I:] Radiothérapie I:]
Sous thérapeutique Psychotropes D Antihistaminiques D
Syndromes : (Préciser) ........................

Régime riche en : Sucre D Lipide D ProtéineD
Grignotages : Oui D Non D

Examen bucco-dentaire
Hygiéne buccale : Bonne D Moyenne D Mauvaise D Médiocre D
Fréquence brossage : 0 Fois D 1 Fois D 2 Fois D 3 Fois et pIusl:l

Fréquence consultation dentaire :|:| Jamais D Urgence D 1 Fois/an |:| 2 Fois/an et plus
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Examen dentaire
Indice CAOD / CAOF
Cariée
Absente

Obturée
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Obturée

DIAGNOSTIC
Lesions carieuses Oui Non
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