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Les procédures endodontiques régénéra-
tives (PERs) a base d’hydrogel sont considé-
rées comme des stratégies thérapeutiques
tres prometteuses pour reconstruire la
pulpe dentaire (PD) dans les dents humaines
dévitalisées. Cependant, la réussite du pro-
cessus de régénération est limitée par les

Microstructure de I'hydrogel de fibrine nanocom-
posite observée en microscopie électronique a ba-
layage. Des nanoparticules sont indiquées par les
fléches rouges. Barre blanche = 10 um.

La fonctionnalisation d’un hydrogel de fibrine par
des nanoparticules d’antibiotiques lui confére des
propriétés antibactériennes qui n‘ont pas d’effet
délétére sur les cellules souches mésenchyma-
teuses de la pulpe dentaire humaine.

bactéries résiduelles qui peuvent persister
dans 'espace endodontique, apres I'étape de
désinfection, et contaminer le biomatériau.

Lobjectif de ce travail était de développer
un hydrogel de fibrine innovant incorpo-
rant des nanoparticules (NPs) d’acide poly
(LD)-lactique (PLA) chargées en clindamy-
cine (CLIN), pour conférer a I'hydrogel des
propriétés antibactériennes. Les NPs de
CLIN-PLA (CLIN-PLA-NPs) ont été synthéti-
sées par une méthode de nanoprécipitation
sans tensioactif, et leurs propriétés micro-
physiques ont été évaluées par diffusion dy-
namique de la lumiére, mobilité électro-
phorétique et microscopie électronique a
balayage. Leur efficacité antimicrobienne a
été évaluée sur Enterococcus faecalis par la
détermination de la concentration mini-
male inhibitrice (CMI), et des concentra-
tions minimales d’inhibition et d'éradica-
tion du biofilm (MBIC et MBEC). Les proprié-
tés antibactériennes de I'’hydrogel nano-
composite ont été vérifiées par des tests de

diffusion en gélose. La distribution des NPs
dans 'hydrogel et leur libération ont été
évaluées en utilisant des PLA-NPs fluores-
centes. La cytotoxicité des NPs a été évaluée
sur des cellules souches mésenchymateuses
de pulpe dentaire (DP-MSCs) incorporées
dans I'hydrogel.

La syntheése du collagene de type I a été
étudiée apres sept jours de culture par im-
munohistochimie. Les CLIN-PLA-NPs syn-
thétisées présentent une charge d’antibio-
tique de 10+2pg par mg de polymere de
PLA et une efficacité de piégeage de 43£7%.
Le chargement de l'antibiotique n’affecte
pas la taille, I'indice de polydispersité et le
potentiel zéta des NPs.

La CMI pour Enterococcus faecalis est de
32 pg/mL. La MBIC50 et la MBEC50 sont res-
pectivement de 4 et 16 pg/mL. Les CLIN-PLA-
NPs sont distribuées de maniére homogene
dans I'ensemble de I'’hydrogel. Les hydrogels
chargés de CLIN-PLA-NPs inhibent claire-
ment la croissance d’E. feecalis.

La viabilité des DP-MSCs et la synthese du
collagéne de type I dans I'hydrogel de fi-
brine ne sont pas affectées par les CLIN-PLA-
NPs.

En conclusion, I'incorporation de CLIN-
PLA-NPs dans I'hydrogel de fibrine confere a
ce dernier des propriétés antibactériennes
et antibiofilms, sans affecter la viabilité et la
fonction cellulaire. Cette formulation pour-
rait contribuer a lI'établissement d'un envi-
ronnement aseptique propice a la recons-
truction de la pulpe dentaire et, par consé-
quent, pourrait étre un outil précieux pour
les PERs.
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Anne-Gaélle Bodard et coll.

La radiothérapie externe est une modali-
té thérapeutique majeure en cancérologie
de la téte et du cou. Elle entraine néan-
moins des effets indésirables a long terme,
notamment des altérations osseuses. L'hy-
povascularisation, I'hypoxie et la réduction
du remodelage osseux favorisent le risque
de survenue d'une ostéoradionécrose
(ORN). De nombreuses propositions théra-
peutiques existent pour la prise en charge
de I'ORN (chirurgie, laser de basse énergie,
oxygénothérapie hyperbare, protocole mé-
dicamenteux Pentoclo, etc.), sans toutefois
permettre une guérison de la majorité des
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Quelles perspectives pour la cicatrisation de l'os irradié?
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cas. Aussi, dans les formes extensives, la
prise en charge est chirurgicale et consiste
en une ablation partielle de 'os concerné,
impactant fortement la qualité de vie du
patient.

Nous avons souhaité, dans un premier
temps, mettre au point un modele d’irradia-
tion mandibulaire chez I'animal, afin de dé-
terminer la cinétique de cicatrisation de l'os
irradié, puis, dans un second temps, évaluer
les effets des ultrasons pulsés de basse in-
tensité (LIPUS) sur la cicatrisation de l'os ir-
radié. En effet, ils ont démontré leur intérét
dans la réparation osseuse en traumatolo-
gie, et nous avons €mis I'hypothese qu'ils
pourraient stimuler la cicatrisation de l'os
irradié.

Trois groupes de lapins New Zealand

white ont été étudiés :

—un groupe controle (C) ;

—un groupe irradié (R) ;

—un groupe irradié et insonifié (RL).

Le protocole d’irradiation (groupes R et
RL) a consisté en cing séances délivrant
8.5Gy chacune, a raison d'une séance heb-
domadaire. Immédiatement apres la fin de
la derniére séance d’irradiation, les ani-
maux (tous les groupes) ont bénéficié de la
création d'une néoalvéole standardisée,
sous anesthésie générale. Puis le groupe RL
a bénéficié de dix séances d’insonification,
de 20 minutes chacune.

Les sacrifices ont été échelonnés entre Jo
et J42. Une analyse histologique et microra-
diographique (microscanner) et de la micro-
dureté a été effectuée pour chaque animal.

D’'un point de vue histologique, le défaut
osseux était presque complétement réparé
aJ28 pour le groupe C, alors qu’il était com-
blé par du tissu fibreux et du tissu imma-
ture a J42 pour le groupe R.

Au niveau du microscanner, la densité
minérale osseuse, le rapport Bone Volume/
Trabecular volume, le Trabecular Number et
le Trabecular Spacing étaient statistique-
ment différents pour les groupes C et R.
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Concernant le groupe RL, les résultats
étaient beaucoup plus hétérogenes, avec
pour conséquence une absence de significa-
tivité des différences observées. Toutefois,
les animaux se nourrissaient mieux, et on
notait en particulier aux phases précoces
une amélioration du Trabecular Number.

Le modele animal d’irradiation proposé
reproduit le fractionnement de la radiothé-
rapie a visée thérapeutique chez 'humain
(Zhang, 2010).! Malgré quelques différences
au niveau histologique, et une plus grande
radiorésistance, il semblerait que le modéle
d’irradiation mandibulaire chez le lapin,
soit intéressant pour tester de nouvelles
thérapeutiques. Concernant les LIPUS, les
premiers résultats sont encourageants,
mais a interpréter avec prudence du fait du
nombre d’échantillons analysés et de I'hété-
rogénéité des observations. Leur role est
sans doute plutdt intéressant dans les
phases précoces de la cicatrisation osseuse,
avec un effet au niveau de la vascularisation
(Zhou, 2016).
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DIFF_LDL_12_MOIS 1.286 1.1 10,2832
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Lobésité est une maladie chronique dont la
prévalence ne cesse d’'augmenter. Elle est as-
sociée a un risque de diabete sept fois plus
élevé, et a un risque de décés deux a trois
fois plus élevé que les sujets de poids nor-
mal.

La chirurgie bariatrique est une stratégie
efficace de perte de poids proposée comme
traitement de premiere ligne, pour les pa-
tients adultes atteints d'obésité sévere IMC
> 40 ou > 35kg/m? avec au moins une co-
morbidité, par exemple, le diabete.!

En 2016, plus de 59 000 adultes ont subi
une chirurgie bariatrique en France. Les ré-
sultats de cette intervention permettent
une amélioration globale de I'inflammation
générale (matérialisée par la diminution
des marqueurs pro-inflammatoires tels que
TNF-a, IL6, CRP, etc.), et contribue a une ré-
duction des comorbidités telles que le dia-
bete.

Une association positive a été démontrée
entre obésité et parodontite.> La parodon-
tite est associée au diabete et a un état in-
flammatoire de bas-grade. La présence d'une
parodontite sévere, non traitée, pourrait
donc impacter les résultats de la chirurgie
en termes de :

—Résultats cliniques liés a un déficit masti-
catoire suite aux pertes dentaires.

—Résultats biologiques liés au statut inflam-
matoire de bas-grade.

Actuellement, 'HAS recommande d’éva-
luer le statut dentaire et le coefficient masti-
catoire des patients avant toute chirurgie
bariatrique. Une radiographie dentaire pa-
noramique est donc réalisée avant cette in-
tervention. En revanche, aucune évaluation
de I'état parodontal n'est recommandée. A
ce jour, il n'existe donc pas d’étude concer-
nant I'impact de I'état parodontal sur les ré-
sultats de la chirurgie bariatrique.

Lobjectif de cette étude rétrospective était
donc d’évaluer I'état parodontal-mesuré par
la perte osseuse alvéolaire constatée sur ra-
diographie dentaire panoramique préopé-
ratoire des patients candidats a la chirurgie
bariatrique, et son impact sur les résultats
cliniques et biologiques de la chirurgie ba-
riatrique.
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Les maladies induisant des pertes de tissu
osseux constituent un probléeme de santé
publique majeur. La chirurgie dentaire est
I'une des disciplines médicales les plus
concernées par cette problématique, faisant
face a des pertes osseuses orales provoquées
par des traumatismes, infections ou cancers.

Les thérapeutiques actuelles s’articulent
autour de l'utilisation de greffons d’origine
humaine, animale ou synthétique. Cepen-
dant, elles présentent toutes des limites
(manque de disponibilité, absence de pro-
priétés biologiques) et des risques (infections,
douleurs, comorbidité, rejet immunitaire).

Les stratégies d'ingénierie tissulaire ont
été introduites comme des alternatives
pour résoudre les problemes associés aux
thérapeutiques actuelles et produire des
constructions osseuses mimant la structure
et la fonction de l'os natif. L'une des limita-
tions majeures des produits d'ingénierie tis-
sulaire reste cependant leur manque de vas-
cularisation rapide aprés implantation,
conduisant a une mauvaise intégration et
un risque accru de nécrose.

Afin de résoudre cette problématique de
faible vascularisation, la reproduction de
l'organisation des cellules et de leur envi-
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Le LAB in situ améliore la vascularisation et la régénération osseuse in wvo.
Limites actuelles : pas de régénération osseuse ad infegrum

Dévelo

ronnement est une approche innovante.
L'association de la Conception et fabrication
assistée par ordinateur (CFAO) aux mé-
thodes d’ingénierie tissulaire, a conduit au
développement de nouvelles technologies
dans le domaine de la biofabrication. La
Bioimpression assistée par laser (LAB) est
une de ces technologies émergentes, per-
mettant I'impression de cellules avec une
haute résolution.

Des travaux récents menés au sein de Bio-
Tis (UMR1026) ont permis d’étudier l'effet
de la pré-vascularisation organisée par LAB,
sur la régénération osseuse.!

La bioimprimante Novalase a été utilisée
pour imprimer des cellules endothéliales
(EPC) sur un biopaper de collagéne conte-
nant des cellules souches dentaires (SCAPs).
Les conditions d'impression et de culture
cellulaire ont été optimisées in vitro, afin
d'obtenir la formation de réseaux vascu-
laires avec une géométrie définie.

Ces parametres ont été transposés in vivo,
en imprimant les motifs cellulaires directe-
ment au hiveau de défauts osseux de calva-
ria murines. Les résultats ont montré que la
bioimpression permettait d'améliorer la
vascularisation et la régénération osseuse in
vivo. Cependant, les conditions expérimen-
tales n‘ont pas permis une régénération os-
seuse ad integrum et mettaient en jeu un
biomatériau avec de faibles propriétés mé-
caniques et biologiques.

En parallele, RMeS (UMR1229) a développé
des hydrogels pouvant étre modulés en
termes d'injectabilité, propriétés mécaniques
et temps de dégradation. En particulier, ils
ont développé une stratégie de réticulation
basée sur la silanisation de 'acide hyaluro-
nique, utilisable pour des applications d'in-
génierie tissulaire.?

Lobjectif de ce nouveau travail était de
développer une nouvelle bioencre et un
nouveau biopaper, basés sur l'utilisation
d’acide hyaluronique silanisé, pour favori-
ser la régénération osseuse par LAB in situ.
Les propriétés de 'hydrogel ont été adap-
tées a la technologie LAB, afin de promou-
voir la prolifération cellulaire, la formation
de réseaux vasculaires et la minéralisation
in vitro. Les futures expérimentations vise-
ront a évaluer la vascularisation et la régé-
nération in vivo grace au LAB in situ en pré-
sence de ce nouvel hydrogel.

La bioimpression représente une rupture
technologique majeure dans le domaine de
la santé, avec des perspectives intéressantes
relatives a la prise en charge personnalisée
des patients via la fabrication in situ et
sur-mesure des tissus a régénérer.
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Take-home message

Le développement de nouveaux biomatéri-
aux adaptés spécifiquement aux technologies
de Bioimpression est essentiel pour garantir
une reproductibilité des résultats obtenus et
sécuriser l'utilisation d’éléments biologiques,
permettant d’envisager des applications en
meédecine régénératrice.
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En France, 56 % des hommes et 40% des
femmes souffrent de surcharge trois fois
plus élevé de développer un « diabéte gras »,
associé a une hyperglycémie chronique et
une insulino-résistance. Ces déséquilibres
nutritionnels induisent de nombreuses com-
plications métaboliques sur le plan cardio-
vasculaires (hyperglycémie, augmentation
des toxines urémiques, calcifications vas-
culaires), rénales (insuffisance chronique)
et squelettiques (fragilité osseuse et adi-
pose médullaire) ; ces derniéres restant
peu documentées dans les sites maxillo-
mandibulaires.

Lobjectif principal de cette étude prélimi-
naire est :

(i) de développer un modele de souris
obeses (régime hyperlipidique « HFD »)!
et diabétiques (injection intrapéritonéale
de streptozotocine « STZ »)* capable de
mimer les conséquences de ces perturba-
tions métaboliques induites chez l'ani-
mal (hyperglycémie prolongée, insulino-
résistance) :

(ii) d’étudier la nature de ces liens physiopa-
thologiques par une investigation mi-
crotomographique in vivo des modifica-
tions de la microarchitecture osseuse,
ainsi que du contenu adipeux médul-
laire au cours du temps en site maxil-
lo-mandibulaires.3

Pour cette étude pilote, 22 souris males de
souche C57B6/] agées de sept semaines ont
été divisées aléatoirement en deux groupes,
et suivies pendant 8 ou 14 semaines :

- Groupe HFD/STZ (n=16), divisé en deux
sous-groupes (n=8), soumis a un régime
riche en graisses (60kcal/lipide) et a une
injection intrapéritonéale unique de STZ
(40mg/kg) apres cing ou huit semaines de
régime riche hyperlipidique.

— Groupe controdle (n=6), soumises a un ré-
gime standard (10 % kcal/lipide).

Les acquisitions des maxillaires et mandi-
bules, avant puis apres décalcification et
marquage du contenu adipeux médullaire
a l'osmium, ont été réalisées a I'aide d'un
microtomographe a rayons X Skyscan 1172,
80kV avec une taille de pixel de 5pm.
Les parameétres morphométriques ostéo-
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Characterization of bone microarchitecture and bone marrow adipose tissue of the mandible and maxilla during obesity and
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meédullaires suivant ont été mesurés dans
l'os trabéculaire des régions alvéolaires
macxillaires et mandibulaires de la premiére
molaire : rapport au volume osseux trabé-
culaire (BV/TV, %), densité trabéculaire
(Tb.N pm?), épaisseur trabéculaire (Tb.Th,
pm), distance inter-travées (Tb.Sp, pm), rap-
port au volume adipeux de la moelle os-
seuse (AdV/MayV, %).

Les premiers résultats obtenus a court
terme montrent une perte osseuse a huit se-
maines, accompagnée de discrets remanie-
ments de la microarchitecture osseuse
trabéculaire (amincissement des travées) en
site maxillaire exclusivement, laissant sug-
gérer une atteinte site-spécifique.

En conclusion, ce travail apportera des in-
formations importantes sur les consé-
quences pathologiques multi-organes de
l'obésité et du diabete sur différents para-
metres incluant la fragilité osseuse et le role
de l'adiposité médullaire. La caractérisation
de la régulation fonctionnelle des adipocytes
de la moelle osseuse et leur impact sur les
fonctions osseuses en site maxillo-mandibu-
laire pourraient conduire au développement
de nouvelles stratégies thérapeutiques pro-
metteuses ciblant le tissu adipeux médul-
laire.
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Les cancers de la cavité buccale représentent
un réel enjeu de santé publique dans le
monde, avec une incidence de 350 000 nou-
veaux cas et 177000 déces par an, selon les
dernieres données de I'International agency
for research on cancer (IARC). Parmi eux,
le carcinome épidermoide oral (CEO), qui
représente pres de 90% des atteintes, est
en nette augmentation, particuliérement
chez les patients sans facteur de risque iden-
tifié (non-alcoolo-tabagiques), ainsi que les
femmes jeunes, moins atteintes jusque-la.
Contrairement aux cancers oro-pharyngeés,
les virus oncogenes ne semblent pas étre
impliqués dans les cancers oraux.
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Notre environnement s’enrichit de nom-
breux polluants dont certains présentent
une activité de perturbation endocrinienne,
et sont associés a la progression de plu-
sieurs tumeurs. Parmi ces PE, le bisphénol A
et ses substituts ont été rapportés dans de
nombreux travaux, comme favorisant I'ap-
parition et le développement des cancers
hormono-dépendants, cancer du sein et de
la prostate notamment. Lexposition au BPA
et ses substituts par la cavité orale, notam-
ment via I'alimentation et les matériaux de
restauration dentaire, est reconnue comme
un phénomene généralisé, par les analyses
d’échantillons de tissus et de fluides. Ces
dernieres ont révélé la présence de BPA chez
la majorité des individus analysés encore en
2020, malgré les limitations d'exposition.

Lhypotheése selon laquelle ces perturba-
teurs endocriniens (PE), et plus particuliere-
ment le BPA et ses substituts, pourraient
étre impliqués dans I'induction et/ou les ca-
pacités invasives du CEO, semble plausible.

Lobjectif de ce projet est de caractériser le
role des récepteurs hormonaux stéroidiens
transmettant les effets des PE, et des PE eux-
mémes, notamment des bisphénols, dans
le développement des CEO. Les récepteurs
aux androgénes et aux oestrogenes, décrits
comme étant impliqués dans la progression
de certains cancers, seront principalement
explorés. Ce projet a été développé grace ala
collaboration entre deux équipes aux fortes
expertises complémentaires, d'une part sur
les PE et leur impact sur la santé orale, au
laboratoire de physiopatologie orale molé-
culaire (UMR1138), d’autre part, sur les tu-
meurs téte et cou au Centre d'immunologie
et de maladies infectieuses (CIMI), équipe
microenvironnement immunitaire et im-
munothérapie (UMR1135).

Les trois lignées cellulaires humaines de
CEO étudiées dans ce projet, montrent leurs
aptitudes différentielles a répondre aux bis-
phénols en termes de prolifération et de
clonogénicité. Lexpression des récepteurs
d’intérét est cartographiée par technique de
séquencage a haut débit (RNA seq), et con-
firmée par RT-qPCR dans des conditions
traitées et non traitées par les bisphénols.
Une attention particuliere sera portée a la
protéine kinase D1 (PKD1), capable de trans-
mettre les effets des bisphénols, et associée
au mauvais pronostic de plusieurs cancers.
Enfin, l'effet des bisphénols sur la capacité
invasive des cellules de CEO sera évalué en
analysant les niveaux d’expression des mar-
queurs de la transition épithélio-mésenchy-
mateuse dans les trois lignées, exposées ou
non aux bisphénols.

Nos résultats permettront de mieux
caractériser les mécanismes et voies de si-
gnalisation impliqués dans le processus
tumoral oral chez les patients non-alcoolo-
tabagiques. A terme, ces données pour-
raient étre prises en compte pour la préven-
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tion des facteurs étiologiques et pronos-
tiques de ces cancers en tenant compte no-
tamment des agents présents continuelle-
ment en bouche méme a de faibles doses.

RT-gPCR = RNAseq
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Take-home message

Létude de lI'impact des perturbateurs endo-
criniens, représentés de facon majoritaire par
le bisphénol A et ses substituts auxquels la
cavité orale est exposée via 'alimentation et
les matériaux de restauration dentaire est im-
portante et primordiale, notamment son role
dans le développement et I'invasivité des can-
cers oraux en nette progression chez les jeunes
femmes et patients non-alcoolo-tabagiques.
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