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RESUME : La dent est constituée par un ensemble de tissus dont l'association au sein de 

l'organe dentaire assure différentes fonctions : la pulpe, cœur vivant de la dent, et de trois tissus 

minéralisés, l’émail, la dentine, et le cément. L'organe dentaire est principalement impliqué, par 

son aspect morpho-fonctionnel, dans la fonction masticatrice, mais au-delà de la santé, fait la 

beauté du sourire, jouant un rôle important dans la construction et la stabilité de l’estime de soi. 

Les anomalies dentaires, qu’elles soient de nombre, forme, taille, structure ou 

d’éruption/résorption, font parties des manifestations phénotypiques de maladies rares ou 

syndromes fixant dans le temps les troubles issus du développement. 

Mon projet de recherche est centré sur les pathologies affectants les processus de la 

minéralisation de la dent. Notre étude est basée sur l’analyse de données cliniques, en parallèle à 

des données ex vivo de tissus humain et in vivo chez la souris, en particulier les modèles murins 

de maladies rares. J’ai étudié principalement deux pathologies affectant deux tissus dentaires 

minéralisés, l’émail et la dentine, dessinant ainsi mes deux axes de recherche avec pour objectif 

commun la mise en évidence et/ou compréhension des dysfonctionnements moléculaires associés 

aux pathologies étudiées. 

Le premier axe de recherche de ce projet a consisté à étudier les conséquences de la 

mutation du gène claudin-16 responsable d’une pathologie rénale sévère (l’hypomagnésémie 

hypercalciurie et néphrocalcinose familiale ou HHNF) sur la formation de l’émail. 

Nous avons démontré que la carence en CLDN16 conduit à une structure altérée des ameloblastes 

sécrétoires, à une réduction du pH extracellulaire dans la matrice de l’émail et à un traitement 

anormal de protéines dans cette matrice. Grâce à l’étude d’un autre modèle murin invalidé pour 

la claudin-3 nous avons pu confirmer ces résultats, soulignant l'importance des claudines pour la 

structure des jonctions serrées, dans la formation des dents. 

Pour le second axe de mon projet, je me suis intéressée à l’identification de la mutation d’un 

nouveau gène impliqué dans la dysplasie dentinaire de type 1, le gène Trip 10 (Thyroid hormone 

receptor interactor 10) codant pour la protéine CIP4 (CDC42-interacting protein 4), une protéine 

à domaine BAR qui serait notamment impliquée dans l’endocytose dépendante de la clathrine.  

Nous suggérons que l'absence de TRIP10 à la membrane pourrait induire un dérèglement de la 

voie β-caténine. Cette perturbation pourrait affecter à la fois la formation des racines et l'ancrage 

des dents au parodonte, ce qui explique la perte dentaire précoce subie par les patients.  

En étudiant les mécanismes impliqués dans les défauts de la minéralisation de l’émail et 

de la dentine, ce travail a permis d’identifier des nouveaux gènes et/ou leur implication dans des 

pathologies dentaires, d’apporter des éléments permettant une meilleure compréhension des 

mécanismes impliqués dans ces pathologies et un meilleur accompagnement du diagnostic 

associé à une meilleure prise en charge des patients. 

 

MOTS CLES : Email, amelogénèse imparfaite, jonctions serrées, claudine, dentine, dysplasie 

dentinaire de type I, Trip10/Cip4. 
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INTRODUCTION 

 
Une maladie est dite rare lorsqu’elle atteint moins d’une personne sur 2 000. On dénombre 

environ 7000 maladies rares dont 80% sont d’origine génétique. Ces maladies concernent environ 

30 millions de personnes en Europe dont 3 à 4 millions en France. 

Les anomalies dentaires, qu’elles soient de nombre, forme, taille, structure ou 

d’éruption/résorption, font parties des manifestations phénotypiques de maladies rares ou 

syndromes fixant dans le temps des troubles issus du développement. 

 

Notre équipe de recherche, EA2496 située à la faculté de Chirurgie dentaire de l’Université 

Paris Descartes, bénéficie de l’interface et de l’interaction forte avec la clinique. Ce travail vise 

à identifier de nouveaux gènes cibles impliqués dans les maladies génétiques dentaires et étudier 

les mécanismes sous-jacents afin, d’une part, d’accompagner le diagnostic clinique par un 

diagnostic génétique, et d’autre part, d’aider à la prise en charge des patients et au développement 

de nouveaux traitements par une meilleure connaissance de la pathologie. Ce travail s’intègre 

donc dans un processus de recherche translationnelle, grâce à de nombreuses collaborations entre 

les structures universitaires, hospitalières, laboratoires, instituts et centres de Référence, tels que 

le centre de référence des Maladies Rares du Métabolisme du Phosphore et du Calcium. C’est 

dans ce contexte que j’ai commencé à travailler sur les pathologies génétiques affectant la 

minéralisation de l’organe dentaire. 

 

L'organe dentaire est une entité à part entière issue de la papille mésenchymateuse et 

assurant par son aspect morpho-fonctionnel la fonction masticatrice. 

Il est constitué par un ensemble de tissus dont l'association au sein de l'organe dentaire assure 

différentes fonctions. 

La dent est constituée de la pulpe, cœur vivant de la dent, et de trois tissus minéralisés, 

l’émail, la dentine et le cément.  

 La pulpe dentaire confère à la dent ses propriétés de défense, de nociception et de nutrition 

via la présence de vaisseaux et de nerfs. 

 L’émail est un tissu inerte, non vascularisé et non innervé, qui recouvre la couronne 

dentaire jusqu’au collet. Il s’agit du tissu le plus minéralisé puisqu’il est composé de plus de 95% 

d’éléments minéraux. C'est en effet le tissu le plus dur du corps humain. Il protège et isole la dent 
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des agents extérieurs (variations de température, pression masticatoire, acides alimentaires). 

L’émail n’est pas capable de se cicatriser en cas de carie, ni en cas de fracture. Cette partie 

minérale est essentiellement phosphocalcique. Elle présente une structure prismatique. 

 La dentine se situe sous l’émail coronaire et le cément radiculaire. Elle représente le tissu 

qui occupe le volume le plus important de la dent. Elle contient environ 70% d’éléments 

minéraux (composé principalement de cristaux d’hydroxyapatite carbonatée), 20% de matrice 

organique (composé de collagènes essentiellement de type 1) et 10% d’eau. Elle présente une 

composition voisine de l’os, mais diffère par sa structure poreuse. Elle est parcourue par des 

canalicules dentinaires dans lesquels on retrouve les fibres de Tomes. Ces fibres émanent des 

cellules situées en périphérie de la pulpe : les odontoblastes. 

 Enfin, le cément présente un degré de minéralisation avoisinant les 63%. Il permet 

l’ancrage de la dent dans son parodonte. 

 

Mon projet de recherche est centré sur les pathologies affectants les processus de la 

minéralisation de la dent. Il est basé sur l’analyse de données cliniques en parallèle à des données 

ex vivo de tissus humain et in vivo chez la souris, en particulier les modèles murins de maladies 

rares. J’ai eu l’opportunité de travailler sur deux pathologies affectant deux tissus dentaires, 

l’émail et la dentine, dessinant ainsi mes deux axes de recherche avec pour objectif commun la 

mise en évidence et/ou la compréhension des dysfonctionnements moléculaires associés aux 

pathologies étudiées. 

 

Le premier axe de recherche de ce projet a consisté à étudier les conséquences de la 

mutation du gène Claudin-16, responsable d’une pathologie rénale sévère (l’hypomagnésémie 

hypercalciurie et néphrocalcinose familiale ou HHNF), sur la formation de l’émail. Cette 

pathologie est également associée à des mutations dans claudin-19. 

 

Pour le second axe de mon projet, je me suis intéressée à l’identification de la mutation 

d’un nouveau gène impliqué dans la dysplasie dentinaire de type 1, le gène trip10 (Thyroid 

hormone receptor interactor 10) codant pour la protéine CIP4 (CDC42-interacting protein 4). Ce 

travail a fait l’objet d’un article actuellement soumis. 
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CHAPITRE 1 : REVUE DES 
CONNAISSANCES 

 

1 Données générales de la dent 

1.1 Structure d’une dent 
Anatomiquement, la structure d’une dent se distingue en deux parties. En effet, cet organe 

est composé d’une partie visible, la couronne, et d’une partie cachée, la racine. La couronne 

s’unit avec la racine par le collet. La dent se compose de plusieurs couches : L’émail, la dentine, 

le cément et la pulpe dentaire (Fig.1).  

 

Figure 1 : Structure de la dent 
(S.V. Dorozhkin ; 2011) 

1.2 Les étapes du développement dentaire 
Le développement dentaire est initié grâce à la migration des cellules de la crête neurale 

céphalique vers le premier arc pharyngien et les interactions épithélio-mésenchymateuses, se 

traduisant par un dialogue réciproque entre l’épithélium buccal et le mésenchyme sous-jacent 

(Thesleff et al., 1995) 

Ce processus se décompose en 5 stades :  

 Lame dentaire 

 Le bourgeon 
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 Le capuchon ou cupule 

 La cloche  

 L’édification radiculaire avec l’éruption dentaire  

Ces différentes phases sont régulées par des voies de signalisation conservées dans l’évolution 

(Fig.2). Elles sont bien connues et ont été identifiées notamment grâce aux travaux de recherche 

sur la souris. 

 

Figure 2 : Voies de signalisation régulant le développement dentaire  

(Magloire and Couble, 2011) 

1.2.1 L’initiation 
Cette phase débute par la formation de l’épithélium odontogène puis la formation de la 

lame dentaire et vestibulaire. Cet épithélium est formé de plusieurs couches cellulaires dûes à 

l’augmentation du nombre de divisions cellulaires au niveau de l’épithélium odontogène. Ainsi 

après une multiplication cellulaire, il en résulte une élongation de cet épithélium. Au niveau de 

l’épithélium odontogène, la plaque équatoriale est parallèle à la membrane basale, donc chaque 

division entraine la création d’une nouvelle couche cellulaire. L’épaississement épithélial de 

l’éctoderme oral recouvrant la cavité buccale va proliférer, s’enfoncer dans l’ectomésenchyme 

puis se dédoubler pour former deux lames épithéliales : la lame vestibulaire et la lame dentaire. 
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La lame vestibulaire est à l’origine du futur vestibule, qui est l’espace entre la joue et 

l’arcade dentaire. 

La lame dentaire est à l’origine des placodes dentaires qui donneront ensuite des dents. Au 

cours de la phase d’initiation, différents processus moléculaires et cellulaires déterminent le type 

exact, la position et l'orientation de chaque dent lors du développement de l’arcade. 

1.2.2 Formation de la placode 
L’activité proliférative continue et localisée de la lame dentaire va mener au 

développement de petits renflements appelés placodes dentaires. Chez l’Homme, ces placodes 

sont au nombre de 10 par arcade dentaire. La formation des placodes ectodermiques se fait par 

épaississement de l’épithélium à l’emplacement de chaque famille de dent. Des molécules de 

signalisation interviennent afin de participer au développement des placodes. En effet, le facteur 

de croissance du fibroblaste (FGF) et la glycoprotéine Wnt agiraient comme activateur alors que 

la protéine osseuse morphogénétique (BMP) jouerait un rôle de répresseur. D’autres molécules 

appartenant à la voie de signalisation TNF (facteur de nécrose tumorale) /NF-kappaB, ainsi que 

le proto-oncogène p63 seraient également impliqués dans la formation des placodes. 

1.2.3 Transition du stade bourgeon au stade capuchon (ou cupule) 
Le bourgeon correspond à un épaississement de l’épithélium plus conséquent et localisé, 

correspondant à des dents individuelles. Le mésenchyme sous-jacent se condense et contrôle la 

croissance et le repliement dentaire. Dans l’organe dentaire, des signaux mésenchymateux 

induisent la formation de centres de signalisation appelés nœuds de l’émail (Enamel Knots). Ce 

sont des structures transitoires où sont synthétisées plusieurs molécules de signalisation au stade 

capuchon (Thesleff and Jernvall, 1997). Ainsi, le bourgeon augmente de volume et prend la 

forme d'une cupule. La prolifération cellulaire épithéliale, caractérisée par une concavité, 

enveloppe partiellement le mésenchyme sous-jacent, future pulpe dentaire. On distingue alors 

nettement un ensemble épithélial, une papille mésenchymateuse et une enveloppe 

mésenchymateuse. 

1.2.4 Le stade cloche 
Le développement des cuspides des molaires est initié par les nœuds de l’émail secondaires 

qui apparaissent dans l’épithélium dentaire interne aux sites de formations de pointes des futures 

cuspides. Ils expriment de nombreuses molécules de signalisation dont FGF4 et stimulent la 

croissance des cuspides. La prolifération cellulaire au voisinage des nœuds de l’email et la non-

prolifération dans les nœuds coordonnent les repliements de l’épithélium dentaire interne autour 

du mésenchyme qui se condense. L’apoptose dans les nœuds va induire la disparition progressive 
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et la fin de l’activité de signalisation de ces structures à la fin du stade capuchon et au début du 

stade cloche. 

1.2.5 Les différenciations cellulaires 
Après la disparition des nœuds de l’émail secondaires, les cellules constituant la dent 

commencent leur différenciation terminale. Les cellules de l’épithélium dentaire interne se 

différencient en améloblastes, tandis que les cellules mésenchymateuses de la pulpe dentaire se 

différencient en odontoblastes. Cette différenciation est régulée, comme dans les stades 

précédents, par des interactions épithélio-mésenchymateuses.  

 Tout d’abord, la différenciation des odontoblastes commence par l’arrêt de la 

prolifération des cellules proches de la membrane basale (cellules périphériques de la papille 

éctomesenchymateuse). La taille de ces cellules va augmenter, puis elles vont s’accrocher à la 

membrane basale, grâce à des fibrilles d’ancrage et prendre le nom de pré-odontoblastes. Va 

ensuite avoir lieu la polarisation des noyaux odontoblastiques, suivie de la formation de 

prolongements odontoblastiques au pôle apical, qui vont se ramifier et contenir de nombreuses 

vésicules de sécrétion et d’endocytose. Ce sont des odontoblastes dits « secréteurs » qui alors 

vont synthétiser les protéines de la dentine : le collagène, les protéines non collagéniques 

(glycoprotéines), dont les plus abondantes appartiennent à la famille des SIBLINGS (Small 

Intégrin-binding Ligand, N- linked glycoproteins), ainsi que des protéoglycanes (Butler et al., 

2003). 

 Puis l’amélogenèse débute en présence de prédentine/dentine après la disparition de la 

membrane basale, la différenciation des améloblastes nécessitant la présence d’odontoblastes 

fonctionnels (Karcher-Djuricic et al., 1985 ; Zeichner-David et al., 1995). Les améloblastes 

sécrètent alors l’émail dentaire et participent à la minéralisation. Ils permettent le retrait de 

matière organique en particulier les protéines de l’émail ou EMPs (type amélogénines, 

améloblastine, énaméline, dentine phosphoprotein). Les améloblastes sécrètent la métallo 

protéinase 20 (MMP20, également appelée "Enamelysin") au stade sécrétoire et la "kallicréine 

4" (KLK4) au stade de la maturation afin de cliver et de supprimer des protéines telles que 

l’Amelogénine et l’Enameline, avant que la matrice de l'émail ne soit entièrement minéralisée. 

Ainsi, la protéine ENAM clivée par MMP20 pendant la phase sécrétoire servirait d’agents de 

nucléation pour la formation de cristaux d’hydroxyapatite polysubstituée ou PAH (Xiaohua X. 

et al., 2016). D'autres analyses ont démontré que le clivage de AMEL serait altéré chez les souris 

déficientes en MMP20 et que l’AI hypomature chez les souris ko pour KLK4 serait caractérisée 

par une retenue significative de ENAM dans la matrice d'émail mature (Hu et al., 2016). 
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 La croissance des cristaux d’émail implique une balance entre l’acidification et la 

neutralisation du pH de l’émail immature, et l’élimination des fragments protéiques. La 

croissance des cristaux ne peut se faire que si les nanosphères d’amélogénine sont éliminées par 

l’activité protéolytique de la MMP20, enzyme produite en grande quantité pendant la phase de 

maturation. Cette activité protéolytique dépend essentiellement des valeurs du pH dans la 

matrice. Ainsi, le développement de l'émail comprend deux grandes étapes : la phase sécrétoire 

et la maturation. Dans la phase sécrétoire, les améloblastes synthétisent et sécrètent de 

nombreuses protéines de structures de la matrice de l'émail (EMPs). La matrice de l'émail pendant 

la phase sécrétoire, est maintenue à un pH proche de la neutralité (pH d’environ 7.2) (Lacruz et 

al., 2010), dans un environnement riche en protéines, ce qui permet sa minéralisation 

concomitante et un procédé de clivage des EMPs en particulier par la MMP20. Tous ces résultats 

démontrent que le traitement des protéines de matrice de l'émail et par MMP20 et KLK4 est 

essentielle au processus normal d’amélogenèse. 

 Les différenciations terminales des odontoblastes et améloblastes, ainsi que la synthèse 

de la dentine et de l’émail, sont régulées par des molécules de la famille des TGF beta (pour 

facteur de croissance transformant, type BMP) et les FGF. Ces molécules participant aux 

interactions épithélio-mésenchymateuses sont synthétisées par les préodontoblastes et 

préaméloblastes et sont émises par l’intermédiaire de la membrane basale et de la 

dentine/prédentine. 

 

La formation de la dentine et de l’email sont interdépendantes. Les odontoblastes sécrètent 

les amélogénines et les améloblastes sécrètent transitoirement la Sialoprotéine dentinaire (DSP) 

et la phosphoprotéine dentinaire (DPP) pendant la formation de la jonction émail/dentine (White 

et al. 2007). 

1.2.6 L’éruption 
C’est un phénomène régulé par les interactions tissulaires et nécessite plusieurs signaux. 

Cet événement post-natal intervient chez l’Homme dans les mois ou les années après la 

naissance, la dent émerge de sa crypte osseuse pour devenir fonctionnelle. Chez la souris ce 

processus est localisé, symétrique et programmé dans le temps. La phase pré-éruptive correspond 

à la période pendant laquelle la couronne dentaire se forme. La phase éruptive débute avec la 

croissance radiculaire (formation des racines dentaires). Le développement des racines ne 

commence qu’à partir du moment où les dimensions définitives de la couronne sont acquises, 

présentant une couche d’émail et de dentine. La formation des racines est liée à la présence d’un 
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organe épithélial radiculaire particulier, la gaine épithéliale de Hertwig (GEH ou HERS) (Ten 

cate, 1996). Cette gaine constitue en effet, l’élément central à l’édification radiculaire, en 

induisant la cytodifférenciation des odontoblastes radiculaires conduisant à la dentinogenèse 

radiculaire (Thomas, 1995). 

La radiculogenèse (aussi appelée rhizagenèse) permet l’élaboration de l’organe pulpo-

dentinaire radiculaire (Fig.3). Elle est en étroite relation avec la cémentogenèse, qui conduit à la 

synthèse du cément qui recouvre partiellement la surface des racines.  

D’autres mécanismes entrent en jeu tels que la pression vasculaire dans les capillaires de 

la pulpe dentaire. La formation et la maturation du ligament alvéolo-dentaire pourraient 

également intervenir dans ce processus qui reste partiellement élucidé. Des interactions entre 

ostéoblastes, ostéoclastes et le follicule dentaire ont été mis en évidence. L’éruption dentaire 

nécessite une résorption osseuse localisée pour déterminer le chemin de l’éruption mais 

également l’élaboration d’un tissu osseux afin de combler l’espace précédemment occupé par le 

germe dentaire. 

 

Figure 3 : Schéma récapitulatif des étapes du développement dentaire chez la souris 
(transformé à partir de Oshima H, J oral Biosci. 
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2 Anomalies dentaires 
Les anomalies dentaires, peuvent être regroupées en anomalies de nombre, de forme, de 

taille, de structure, de formation radiculaire ou d’éruption. Elles peuvent impacter aussi bien la 

denture temporaire que permanente. 

Ces anomalies résultent de différents facteurs : génétiques, environnementaux ou 

systémiques (fig.4). 

 

Figure 4 : Origine des différentes anomalies dentaires 

 

Lorsqu’elles sont d’origines génétiques, différentes voies de signalisations intervenant au 

cours du développement dentaire peuvent être impliquées (fig.2). 

2.1 Les anomalies de développement (nombre, de forme et de taille) 
Ce sont des anomalies acquises (maladie infectieuse, exposition à des radiations ionisantes, 

ou à des médicaments…) ou d’origine génétique. Plus les gènes atteints par les expositions sont 

précoces, lors de l’embryogénèse, plus les anomalies dentaires seront sévères. Les anomalies 

génétiques syndromiques se retrouvent dans des maladies rares d’expressions très variées. 

 

2.1.1 Dents manquantes 
Il s’agit d’une anomalie de nombre, associée à des mécanismes régulant le patron de la 

dentition et la transition du bourgeon au capuchon. Elle se traduit par l’absence d’une ou plusieurs 

dents (agénésie dentaire), incluant : l’hypodontie, l’oligodontie, l’anodontie (Fig.5). 



20 

 

 

Figure 5 : Dents manquantes 
A-B) Hypodontie : absence de 1 à 5 dents. C-D) Oligodontie : absence de six dents ou plus. E) Anodontie : 

absence totale des dents. (Phan et al., 2016) 

 

De nombreux de gènes et voies de signalisation tels que Msx1, Pax 9, les voies Wnt, TNF 

/NF-kappaB et FGF, ont été identifiés comme impliqués dans cette anomalie dentaire (Phan et 

al., 2016). 

2.1.2 Dents surnuméraires 
Il s’agit d’une anomalie de nombre, plus fréquente en denture permanente, qu’en denture 

temporaire (Fig.6). 

 
Figure 6 : Dents surnuméraires 

(Holt et al., 2000) 
 

Plusieurs gènes ont été identifiés comme étant liés à ce type d’anomalie tels que Runx2 

(Runt-related transcription factor 2) et USAG-1 (Togo et al., 2016).  

 

2.1.3 Anomalies de forme et taille 
 L’anomalie de forme, généralisée ou localisée, affecte soit la couronne, soit la racine, soit 

toute la dent (Fig.8) 

 L’anomalie de taille (Fig.8) :  

Si l’organe dentaire paraît de taille inférieure à la normale, on parle de microdontie. Au 

contraire, lorsque la dent a un volume excessif, on parle de macrodontie. 
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Figure 7 : Anomalies de forme et de taille 

(Bloch-Zupan et al., 2011) 

 

La mutation du gène codant pour la protéine de la famille SPARC, protéine 2 de liaison au 

calcium modulaire sécrétée (SMOC2), est notamment connue pour être responsable de ce type 

d’anomalies (Bloch-zuplan et al, 2011). 

 

2.2 Anomalies de structure 
Elles peuvent avoir différentes origines :  

 Soit acquises et dans ce cas peuvent être liées soit à une exposition médicamenteuse (ex. 

: doxycycline pendant la grossesse) soit à une exposition dite « environnementale ». 

 Soit génétiques, se traduisant par une atteinte de toutes les dents, aussi bien permanentes 

que temporaires, même si l’expression du phénotype peut être plus ou moins sévère d’une denture 

à l’autre. La variabilité interindividuelle est également très importante, même au sein d’une 

même famille. 

 

2.2.1 - Les anomalies de l’émail 
Les anomalies de l’émail peuvent être d’origine :  

 Soit génétique, comme c’est le cas pour l’amélogenèse imparfaite. 

Les altérations de structure de l'émail peuvent être soit limitées aux dents et dites non 

syndromiques (gènes impliqués dans la formation de l’émail tels que AMEL, ENAM), soit 

associées à des anomalies d'autres systèmes tels que des troubles rénaux (Cld16 et 19 : FHHNC), 

et sont alors appelées syndromiques. 

 Soit acquise : comme dans le cas d’une dysplasie de l’email. Ou résulter d’un excès 

d'absorbtion de fluor (fluoroses) ou une exposition à des ensembles de perturbateurs 

(endocriniens, microparticules, etc.) comme dans le MIH pour Molar Incisor Hypomineralization 

(Jedeon et al., 2014) 
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Différentes formes d’anomalies de l’émail existent en fonction de la nature du défaut 

amélaire (Fig.8) :  

 Lorsque l’altération est quantitative, il s’agit d’un trouble du stade formatif. Il y a 

insuffisance de matrice amélaire au cours de l’amélogenèse. Ce qui conduit à un émail dur mais 

très mince et rugueux. 

 Lorsque l’altération est qualitative, il s’agit d’un trouble de la maturation, il y a 

perturbation de la minéralisation conduisant à un email d’épaisseur normale mais extrêmement 

mou se séparant de la dentine. 

Ces deux formes peuvent aussi être mêlées. 

 

 

Figure 8 : Anomalies de l’émail 

a) et b)Amélogenèse hypoplasique (absence partielle ou totale de l’émail) . c) amélogenèse hypominéralisée 

(émail mou, friable ou rugueux). d) Amélogenèse hypomature (émail d’aspect blanc crayeux mais dureté 

préservée) (Crawford et al., 2007) 

 

2.2.2 Anomalies de la dentine 
Les anomalies de la dentine peuvent être d’origine :  

 Soit génétique, comme c’est le cas pour la dentinogénèse imparfaite. 

Les altérations de structure de la dentine peuvent être non syndromiques (gènes impliqués tels 

que DSPP), ou syndromiques (s’accompagne d’un syndrome d’Hallerman Streiff et d’Hushton-

Gildford (Piette et Goldberg, 2001) 

 Soit acquise : rencontré dans les cas de rachitisme vitamine D résistant liés à des 

dysplasies dentinaires acquises (dentine inter-globulaire importante). 

 

Les anomalies héréditaires de la dentine (Fig.9) sont dues à des mutations de gènes codant 

pour les protéines majeures qui constituent la dentine, en particulier les collagènes ou les 

phosphoprotéines (famille SIBLINGs pour Small Intégrin-binding Ligand, N- linked 

glycoproteins) en particulier la sialophosphoprotéine dentinaire (DSPP), protéine majeure de la 

minéralisation de la dentine. 
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Elles sont classées en plusieurs types, les dentinogenèse de type I et types II étant les plus 

connues. La dentinogenèse de type 1 est associée à l’osteogenèse de type 1 (liée à la mutation 

gène col1). Dans le cas de la dentinogenèse de type II, seule la dentine affectée. La mutation du 

gène DSPP, est à ce jour la seule connue pour être responsable de la dentinogenèse de type II. 

Un mode de transmission autosomique dominante a été identifié. 

 

Figure 9 : Anomalie de la dentine 

(Barron et al., 2008) 

 

2.3 Anomalies d’éruption, de résorption et d’ancrage de la dent 
L’éruption dentaire dépend de la présence de follicules dentaires, de la création de chemin 

à travers l’os alévolaire par les ostéoclastes et la capacité des ostéoclastes à former un nouvel os 

(Wise, 2009). Dans les maladies où la fonction des ostéoclastes est réduite, l’éruption est alors 

affectée sinon absente. Les maladies pour lesquelles la formation des ostéoclastes ou leur 

fonction est augmentée, sont associées à des anomalies dentaires comme l’hypercémentose, une 

résorption des racines et une perte des dents prématurée (Helfrich, 2005). La perte prématurée 

des dents peut aussi être à l’origine des périodontes anormaux et de formation de cément 

anormale. 

 

3 Le modèle murin comme modèle d’étude de la physiopathologie 
orofaciale  

L’objectif de la recherche via le modèle murin, et en particulier sur l'émail, est triple. Il 

permet 1) de comprendre les mécanismes impliqués dans la formation du tissu, 2) de comprendre 

l’origine de pathologies génétiques et des anomalies associées (Pugach and Gibson, 2014) et 3) 

de permettre de mieux prévenir, traiter, et envisager le développement de nouvelles 

thérapeutiques.  

Les rongeurs sont de bons modèles d’étude du développement dentaire :  

 Le processus de formation et de développement dentaire est similaire à celui rencontré 

chez l’Homme. Cependant la souris est monophyodonte (les dents ne sont pas remplacées) 
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contrairement à l’homme qui possède deux générations de dents, et dit diphyodonte, avec le 

remplacement des dents temporaires par les dents permanentes. 

 Les souris ont trois molaires et une incisive sur chaque hémi arcade séparées par un espace 

appelé diastème. Chez l’Homme on observe quatre types de dents : deux incisives, une canine, 

deux prémolaires et trois molaires par hémi-arcade soit 32 dents au total chez l’adulte (Fig.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Comparaison de la dentition 

Murine (a) et humaine (b). (D’après Tucker and Sharpe, 2004) 

 Leurs incisives présentent la particularité d’être à croissance continue et récapitulent 

toutes les étapes du développement de dentaire sur une même dent, et cela, tout au long de la vie 

de l’animal. L’émail se forme sur la partie labiale de l’incisive (développement asymétrique) et 

on retrouve tous les stades de différenciation des cellules impliquées dans l’amélogenèse. En 

partie linguale se trouvent les odontoblastes qui sécrètent la dentine (Fig.11).  

Contrairement à la molaire, sur une même incisive il est donc possible d’étudier un stade 

précis de l’amelogenèse en fonction de l’endroit où l’on se positionne sur la dent. Ainsi sur une 

incisive de souris adulte, le tiers coté proximal de l’incisive correspondra à la phase de sécrétion 

(Fig.12.B) : phase durant laquelle les améloblastes synthétisent la matrice de l’émail. Laquelle 

sera suivie d’une phase de transition (Fig.12.C) et le la phase de maturation de l’email (Fig.12.D).  
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Figure 11 : Différentes projections de l’incisive à croissance continue 

( Naderi and Reilly, 2008) 

 

Figure 12 : Diagramme de représentation des différents stades de l’amelogenèse sur l’incisive de souris à 

croissance continue 

(D’après Barron et al., 2010) 

 

Il est possible de générer des modèles modifiés génétiquement/invalidés pour un gène 

donné, permettant de comprendre la fonction portée par ce gène ou reproduire l’effet de 

mutations impliquées dans des pathologies humaines. Pour notre étude nous utilisons deux 

modèles de souris transgéniques : Cldn3−/−  afin de comprendre le rôle de claudin3 et Cldn16−/− 

mimant les anomalies et le phénotype d’une pathologie humaine (l’hypomagnésémie 

hypercalciurie et néphrocalcinose familiale ou HHNF). 
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4 L’Amélogenèse imparfaite 

4.1 L’Amélogenèse 
L’amélogenèse est un phénomène physiologique conduisant à l’édification d’un émail 

fonctionnel sur la dent. L’email est la seule structure minéralisée du corps d’origine épithéliale. 

La formation de l’email a lieu avant l’éruption de la dent, dans un environnement extracellulaire 

confiné, situé entre la dentine et la couche sous-jacente aux améloblastes (Fig.13).  

L’amélogenèse se compose de deux étapes : 

 Une phase sécrétoire puis une phase de maturation. Une première couche d’émail est 

sécrétée au contact du manteau dentinaire par les améloblastes sécréteurs sans prolongement de 

Tomes (émail aprismatique interne). Puis les améloblastes acquièrent un prolongement de Tomes 

et vont pouvoir former les prismes et la substance inter prismatique créant ainsi un émail 

prismatique. Cet émail est encore immature (37% de minéral, 19% phase organique, 44% d’eau). 

 La deuxième étape de l’amélogenèse est la maturation correspondant à une croissance en 

largeur et en épaisseur des cristaux d’émail. A la fin de la phase de sécrétion, un quart des 

améloblastes disparaissent par apoptose. On assiste à une disparition de l’Enaméline et à une 

arrivée massive de calcium et phosphate dans l’émail. Cet émail mature ne présente presque plus 

de protéines, ni d’eau : 96% de cristaux, 3.2% d’eau et 0.8% de matière organique. 
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Figure 13 : Etapes de la formation de l’email 

4.2 L’Amélogenèse Imparfaite 
L’amélogenèse imparfaite ou amelogenesis imperfecta (AI) est une maladie génétique. 

Tous les modes de transmission sont possibles (autosomique dominant, récessif ou lié à l’X). 

Elle constitue un groupe d'anomalies du développement affectant la structure et l'apparence 

clinique de l'émail de toutes ou de quasiment toutes les dents, temporaires et/ou permanentes, 

chez un même individu. Le diagnostic est fondé sur l'histoire familiale, l’étude de l'arbre 

généalogique, et un examen clinique méticuleux. La prévalence de la maladie avoisine 1 pour 

14000 personnes.  

Elle se caractérise par une hypoplasie et/ou une hypominéralisation. La forme dite 

hypoplasique, est caractérisée par un émail dont l’épaisseur est réduite par rapport à la normale. 

Pour la forme hypominéralisée le volume d’email est normal mais sa consistance est altérée. Les 

différents types de défauts peuvent coexister sur une même dent, au sein d’une même cavité 

buccale ou varier d’un individu à l’autre au sein d’une même famille. Au niveau de leur 

phénotype, les patients atteints d’amélogenèse imparfaite peuvent également présenter des 

sensibilités dentaires et les dents peuvent être cassées avant ou après leur éruption. 
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L’Amélogénèse imparfaite peut être associée à d’autres symptômes dans le cadre de syndromes 

ou maladies rares (Tableau 1). Tous les modes de transmission sont possibles (autosomique 

dominant, récessif ou lié à l’X). Neuf gènes ont été identifiés comme impliqués dans cette 

pathologie dont AMELX, ENAM, MMP20, KLK4, FAM20A, DLX3. Ces gènes codent pour des 

protéines de structure de l’émail (AMELX : amélogénine, ENAM : énaméline) mais aussi des 

enzymes résorbant la matrice protéique (MMP20 : métalloprotéinase de la matrice extracellulaire 

; KLK4 : kallikréine 4) en prélude à une minéralisation optimale, des facteurs de transcription 

(DLX3) et des protéines impliquées dans le métabolisme phosphocalcique. (Crawford PJM and 

al, Amelogenesis imperfecta,Orphanet Journal of Rare Diseases 2007). 

Syndrome Caractéristiques Gène 

impliqué 

Type de 

molécule 

Transmission Locus 

Amelogénèse imparfaite 

AIH1  

Hypoplasie, hypo 

minéralisation 

AMELX Protéine de 

l’émail 

Liée à l’X Xp22.3-

p22.1 

Amelogénèse imparfaite 

AIH2 

Forme hypoplasique, 

dents lisses 

ENAM Protéine de 

l’émail 

Autosomique 

récessive 

4q21 

Amelogénèse imparfaite 

type III, AI3 

hypo minéralisation FAM83H  Autosomique 

dominante 

8q24.3 

Amelogénèse imparfaite et 

hyperplasie gingivale III 

Hyperplasie 

gingivale 

FAM20A Glycoprotéine 

sécrétée 

Autosomique 

récessive 

17q24.2 

Amelogénèse imparfaite 

IIA1, AI2A1 

hypomaturation KLK4 Sérine protéase Autosomique 

récessive 

19q13.3-

q13.4 

Amelogénèse imparfaite 

IIA2, AI2A2 

hypomaturation MMP20 Métalloprotéase Autosomique 

récessive 

11q22.2 

Amelogénèse imparfaite 

IIA3, AI2A3 

hypomaturation WDR72 Hélice béta Autosomique 

récessive 

15q21.3 

Amelogénèse type IV, AI4 Hypoplasie 

Hypomaturation 

Taurodontie 

DLX3 Facteur de 

transcription 

Autosomique 

dominante 

17q21.3q

22 

Gamétogénèse imparfaite et 

dystrophie des cônes et 

bâtonnets 

 CNNM Transporteur de 

métaux 

Autosomique 

récessive 

2q11 

Tableau 1 : Principales caractéristiques des anomalies de l’email. 
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4.3 Les Claudines et l’Amelogenèse 
L’émail a une origine ectodermique. Les améloblastes qui sont responsables de 

l’amélogenèse, sont issues de la différenciation des cellules de l’épithélium dentaire interne de 

l’organe adamentin. Les jonctions intercellulaires des améloblastes vont évoluer au cours de ce 

phénomène physiologique, permettant la formation d’un émail sain. Lors de la phase sécrétoire 

des améloblastes, le complexe de jonctions apicales évolue, des jonctions serrées venant à se 

former. Ainsi, les cellules contrôlent étroitement les voies de transfert des protéines de l’émail 

en formation et leur maturation initiale. Sous ces jonctions intercellulaires apicales se situe un 

compartiment extracellulaire étanche (Fig14).  

 

Figure 14 : Evolution des complexes de jonctions durant la phase de sécrétion des améloblastes 

 

De même, lors de la phase de maturation, deux types d’améloblastes post-sécréteurs ont 

été identifiés et varient cycliquement (Fig.15) : 

 Des améloblastes à extrémités plissées présentant un complexe de jonctions étanches dans 

leur tiers apical. 

 Des améloblastes à extrémités lisses, liés entre eux par des desmosomes et quelques 

jonctions communicantes dans leur tiers basal. 

Ces changements phénotypiques contrôlent le passage d’ions calcium via les améloblastes 

à extrémités plissées ou entre les améloblastes à extrémités lisses, assurant ainsi la croissance des 

prismes. Cette phase de modulation entre les phases plissées et lisses modifie le complexe de 

jonctions apicales devenant plus perméable et permettant à d’autres composés de passer dans 

l’émail ou d’être évacués.  
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Figure 15 : Evolution des complexes de jonctions durant la phase de maturation des améloblastes 

 

5 Dysplasie dentinaire 

5.1 Dentinogenèse 
La dentine est un tissu minéralisé dont la formation comprend deux étapes essentielles :  

 La synthèse et la sécrétion par les odontoblastes de la matrice organique de la dentine 

(prédentine) 

 Le dépôt minéral sur la prédentine 

Elle résulte de l’interaction des cellules épithéliales et mésenchymateuses via les 

composants de la matrice. Lors de la présécrétion, les préodontoblastes prolifèrent sous 

l’induction des préaméloblastes. Ils se polarisent et forment une palissade de cellules, au niveau 

de la jonction épithélo-mésenchymateuse, puis vont se différencier en odontoblastes fonctionnels 

sous le contrôle de facteurs de transcription. Au stade de sécrétion, les odontoblastes forment un 

prolongement cellulaire dans la matrice de la dentine, alors que le corps cellulaire va rester en 

bordure de la dentine. Les odontoblastes vont alors sécréter des protéines de la matrice 

extracellulaire, telles que le collagène de type I, constituant principal de la matrice organique, et 

des protéines intervenant dans la minéralisation de cette matrice telles que les SIBLING en 

particulier la DPP (dentine phosphoprotéine) et la DSP (Sialoprotéine dentinaire). Toutes deux 

sont issues de l’expression d’un même gène, la DSPP (sialophosphoprotéine dentinaire). 

La dentine est très similaire à l’os au niveau de ses contenus inorganiques et organiques. 
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En effet, tous deux sont composés d’une phase minérale à environ 70% (cristaux 

d’hydroxyapatite, associés à d’autres phosphates type magnésium, et à des oligo-éléments), 

d’une phase organique à environ 20% (collagène, glycoprotéines et protéoglycanes) et d’environ 

10% d’eau. Toutefois, leur structure est très différente. Chez l’adulte, le tissu osseux est capable 

d’un remodelage constant, par un équilibre stationnaire entre apposition et résorption des 

phosphates de calcium sous forme d’hydroxyapatite, organisés sur leur charpente matricielle. 

Alors que la dentine est en sens unique d’apposition, sans remodelage en dehors de conditions 

pathologiques. 

Dans le tissu osseux, la sécrétion de la matrice est assurée par les ostéoblastes qui, une fois 

enfermés dans la matrice minéralisée, se modifient structurellement pour former des cellules à 

l’état quiescentes, appelées ostéocytes. Ces cellules sont capables de survivre ainsi enfermées, et 

communiquent entre elles grâce à un important réseau de prolongements cytoplasmiques 

cellulaires, eux-mêmes enfermés dans des canicules. La dentine, elle, ne contient pas de cellules 

enfermées dans les lacunes mais des prolongements cellulaires. Elle possède une structure 

poreuse. Elle est parcourue par des canalicules dentinaires dans lesquelles circulent les 

prolongements de Tomes. Les prolongements de Tomes émanent de cellules situées en périphérie 

de la pulpe : les odontoblastes. Les odontoblastes restent en effet en surface de la matrice 

dentinaire et en assurent la sécrétion (Fig.16).  

 
Figure 16 : Comparaison de la structure du tissus osseux et dentine. 

 

On distingue deux maladies génétiques affectant la dentine : les dentinogèneses imparfaites 

(ou DI) et les dysplasies dentinaires (ou DD). 

Les anomalies héréditaires de la dentine, dentinogenèse imparfaite (DI) et dysplasie de la 

dentine (DD), représentent un groupe d'affections génétiques, de transmission autosomique 
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dominante. L'incidence de la DI est comprise entre 1/8 000 et 1/6 000. La prévalence de la DD 

de type I est de 1/100 000, et celle de la DD de type II est inconnue.  

 

 Jusqu’alors, les atteintes dentinaires isolées étaient composées de quatre entités 

phénotypiques plus ou moins distinctes cliniquement. En effet, selon la classification de Shields 

(Shields E.D. et al., 1973) :  

 Deux sous-types de dysplasies dentinaires ont été décrites : la DD de type I et la DD de 

type II). 

 Pour la dentinogenèse imparfaite : on distingue une forme syndromique, associée à 

l'ostéogenèse imparfaite (DI type I), et deux formes isolées (DI types II et III). 

Cette classification devrait être modifiée, au regard des études moléculaires montrant la 

distinction de deux formes : la dentinogenèse imparfaite regroupant les DI-II, DI-III et DD-II et 

la dysplasie dentinaire correspondant à la DD-I. 

Ainsi, la dentinogenèse imparfaite de type II (Zhang et al., 2001) et III (Dong et al., 2005) 

et la DD de type II (Rajpar et al., 2002), seraient causées par des mutations au niveau du 

gène DSPP (4q21.3) codant pour la sialosphophoprotéine dentinaire, un précurseur de la 

sialoprotéine et de la prosphoprotéine dentinaires.  

La dysplasie dentinaire de type I resterait une entité à part (De La Dure-Molla et al., 2015). 

 

 

5.2 Phénotype des dysplasies dentinaires 
La dysplasie de la dentine (DD) est caractérisée par une structure dentinaire et un 

développement de la racine anormaux.  

La dysplasie de la dentine de type I affecte la dentine radiculaire ; les dentitions primaires 

et permanentes sont touchées.  

Cliniquement les dents ont une apparence normale. L’aspect radiologique est très 

caractéristique (Fig.17) : 

 

Figure 17: radiographie panoramique d’un patient présentant une DDI 

(d’après Depprich et al., 2007) 
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La DDI caractérisée par des racines anormalement courtes, voire absentes dans les cas 

sévères. Le plus souvent, elles mesurent moins de la moitié de leur hauteur normale, sont 

coniques et pointues à l’apex (certains parlent de constriction apicale) donnant un aspect 

globulaire. Les dents pluriradiculées sont qualifiées de taurodonte et plus spécialement 

d’hyperdonte. La pulpe présente des oblitérations. Certaines dents présentent une ligne radio 

claire en forme de croissant ou de demi-lune parallèle à la jonction amélo-cémentaire en guise 

de réminiscence pulpaire. Cette ligne peut même être double.  

La dysplasie de la dentine de type II est cliniquement similaire à une dentinogenèse 

imparfaite type II de Shield, et n’affecte que la denture temporaire. Les dents permanentes ont 

une teinte, une taille et une forme normale (Fig.18). Mais, radiologiquement, ces dents présentent 

une pulpe dite en chardon (« thistle-tube ») c'est-à-dire une chambre pulpaire large et des canaux 

fins. On retrouve fréquemment des calcifications intra camérales. Les racines dentaires sont 

normales. 

 
Figure 18 : Principales différences entre DDI et DDII 
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6 Objectifs 
De par son origine embryologique, la formation de la dent en particulier de l’émail et de la 

dentine, fait intervenir des acteurs spécifiques à chaque tissu. L’objectif général de mon travail a 

consisté à identifier des nouveaux gènes qui seraient impliqués dans des maladies génétiques 

affectant l’émail et la dentine, et à étudier les mécanismes sous-jacents. J’ai travaillé sur deux 

pathologies : l’hypomagnésémie hypercalciurie et néphrocalcinose familiale associée à une 

amélogenèse imparfaite et la dysplasie dentinaire de type 1. 

 

Le premier axe de recherche de ce projet a consisté à étudier les conséquences de la 

mutation du gène Claudin-16 (CLDN16) codant pour une protéine de jonctions serrées sur la 

formation de l’émail. Des mutations de Claudin-16 sont à l’origine d’une maladie récessive 

autosomique responsable de l’hypomagnésémie hypercalciurie et néphrocalcinose familiale ou 

HHNF, une pathologie rénale sévère. La protéine CLDN16 (initialement appelée paracelline-1) 

est exprimée principalement dans la branche ascendante de l'anse de Henlé dans le rein où elle 

forme, en association avec d’autres protéines, (dont la CLDN19) des hétéromultimères dans les 

jonctions serrées pour former des pores sélectifs de cations permettant la réabsorption 

paracellulaire du calcium et du magnésium (Hou et al., 2009).  

En 2014, le diagnostic d’une Amélogenèse Imparfaite chez un jeune patient de 16 ans 

atteint HHNF due à une mutation de CLDN16, à qui a été diagnostiqué a suscité l’étude des 

conséquences de la déficience de la protéine CLDN16 sur le développement dentaire.  

Afin de déterminer si l’FHHNC due à des mutations de CLDN16 est associée à l'AI, nous 

avons caractérisé le phénotype oral de cinq patients, non apparentés, atteints de FHHNC lié à des 

mutations de CLDN16, et étudier le phénotype dentaire de souris invalidées pour le gène Claudin-

16 (Cldn16-/-), le modèle murin de la pathologie (Will et al., 2010a), en collaboration avec 

Dominik Muller (Université de la Charité de Berlin),.  

L’ensemble de mes travaux, présent dans le mémoire, fait partie de deux articles publiés, 

dans Journal of Bone and Mineral Research et Frontiers in physiology, dont je suis co-auteur.  

 

Dans un second temps, j’ai étudié un second modèle invalidé pour un autre gène participant 

à la formation des jonctions serrées, CLDN3 (en collaboration avec Dominik Muller). Le rôle de 

Claudin-3 dans la perméabilité transcellulaire étant un rôle de barrière et non de canal, nous avons 

voulu regarder l’implication de ce deuxième type de protéine de jonctions serrées dans 

l’amélogénèse. 
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L’objectif de mon travail consiste à étudier ces deux modèles afin d’identifier et de mieux 

comprendre le rôle des claudines dans l’amelogénèse imparfaite (fig. 9). 

 

 

Figure 19 : Schéma récapitulatif projet Claudines 

(Mitchell and Koval, 2010. Cliché du Pr J. L. Sixou, UFR d’Odontologie, Université Rennes 1) 

Ce travail vise donc à étudier :  

 Le phénotype oral de souris invalidées pour les gènes Claudin-16 et 3 

 L’expression des Claudines-16 et 3 dans les améloblastes chez la souris pour supporter le 

lien entre les défauts de l’émail et l’invalidation de ces gènes. 

 L’implication de la perte de fonction de ces Claudines dans l’altération de la structure et 

de la fonction des jonctions serrées dans les améloblastes.  

 Les mécanismes impliqués dans les défauts de minéralisation de l’email liés à la perte de 

fonction des Claudines. 

 

Le second axe de mon projet a porté sur l’identification d’un nouveau impliqué dans une 

maladie génétique affectant la dentine : le gène Trip 10 (Thyroid hormone receptor interactor 10) 

codant pour la protéine CIP4 (CDC42-interacting protein 4), une protéine à domaine BAR qui 

serait notamment impliquée dans l’endocytose dépendante de la clathrine.  

Ce projet résulte d’une collaboration avec l’institut Imagine à Cochin, et le département de 

génétique médicale (INH-Rabat), qui a recruté une famille présentant un cas de dysplasie 

dentinaire de type I avec phénotype clairement établi. Jusqu’ici, pour la dysplasie dentinaire de 

type II, des mutations sur les gènes DSPP et SMOC2 sont reconnues comme étant impliquées 

dans cette pathologie. En revanche, pour la dysplasie dentinaire de type I, aucun gène n’a encore 

clairement été identifié et mis en cause à ce jour. Sur cette famille marocaine, et grâce aux 

techniques de séquençage à haut débit, il a été possible de mettre en évidence une mutation du 

 ? 
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gène Trip 10, commune entre les patients et localisée sur une région du chromosome 19, et qui 

pourrait donc être impliquée dans cette forme autosomique récessive de la dysplasie dentinaire 

de type 1. 

 

Les objectifs de cet axe ont été de : 

 Caractériser les défauts de minéralisation de la dentine sur des dents extraites de patients. 

 Etudier l’expression de ce gène dans la dent de souris sauvage pour supporter son 

implication dans la formation de la dentine. 

 Etudier l’effet de la délétion de l’acide aminé Arg139 in vitro sur la localisation 

membranaire de la protéine CIP4. 
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CHAPITRE 2 : LA DEFICIENCE EN 
PROTEINES DE JONCTIONS SERREES 
DES AMELOBLASTES, LES CLAUDINES, 
CONDUIT A UNE AMELOGENESE 
IMPARFAITE 

1 Introduction 

1.1 La famille des protéines Claudines 
Identifiées pour la première fois en 1998, les Claudines sont des protéines 

transmembranaires identifiées comme le composant majeur des jonctions serrées (zonula 

occludens) des cellules épithéliales et endothéliales (Fig.20).  

La jonction serrée apparaît comme une apposition entre les membranes latérales de cellules 

adjacentes, essentielle dans la perméabilité paracellulaire. Elle agit comme une barrière sélective 

de perméabilité entre les compartiments aqueux et comme une barrière à l'intérieur de la 

membrane cellulaire, en restreignant mécaniquement la diffusion des protéines et des lipides à 

l'intérieur de la bicouche lipidique.  

Elle maintient par ailleurs une polarisation cellulaire, en délimitant le domaine apical du 

domaine basolatéral des cellules. Cette séparation limiterait la diffusion latérale de protéines 

membranaires particulières. Ainsi ces jonctions maintiennent la distribution des canaux sodiques 

dans le domaine apical et celle des pompes à sodium et potassium dépendantes de l’ATP dans le 

domaine basolatéral.  

Les jonctions serrées sont constituées d'un complexe de protéines transmembranaires, des 

protéines cytoplasmiques, des protéines de signalisation, et d’adaptateurs qui la relient au 

cytosquelette d'actine. Il existe trois types de protéines transmembranaires qui participent à ce 

type de jonctions : l’occludine, les Claudines, et les molécules d’adhérence jonctionnelle (JAM, 

Junctional Adhesion Molecules). Ces protéines transmembranaires sont associées à des protéines 

cytosoliques pour former les jonctions serrées. La principale protéine est ZO-1. Il s’agit d’une 

protéine de la famille des guanylate cyclases associées à la membrane (MAGUK, Membrane-

Associated Guanylate Kinase). 
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Figure 20 : Structure d’une jonction serrée 

 

Claudine vient du latin claudere (fermer, clore). Les Claudines, sont impliquées dans la 

perméabilité paracellulaire et le maintien des propriétés du milieu au sein de compartiments 

donnés, comme par exemple, le pH. 

Il existe 27 Claudines chez l’humain et 20 connues chez la souris. Elles ont une expression 

différente selon le type de tissu où elles sont retrouvées, ce qui pourrait expliquer la différence 

de perméabilité de ces tissus.  

Ces protéines vont interagir avec d’autres molécules et peuvent s’associer entre elles, 

formant ainsi des jonctions inter-cellulaires et des canaux ioniques impliqués dans la perméabilité 

membranaire. Ces différents types d’interactions permettent de créer des canaux ioniques 

sélectifs. En effet, l’étanchéité de la couche d'ameloblastes dépend de la composition en jonctions 

serrées, qui est elle-même dépendante de sa composition en protéines Claudines. Par conséquent, 

une combinaison de différentes Claudines permet soit un passage d'ions paracellulaires, soit 

limite ce passage (Denker et Sabath, 2011 ; Bronckers, 2017). 

Quelques Claudines sont qualifiées sans équivoque de protéines poreuses, telles que 

Claudin-2, -10b et -15 (pores cationiques) et Claudin-10a et -17 (pores anioniques). D'autres ont 

été signalées pour former des pores uniquement lorsqu'elles interagissent spécifiquement avec 
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une autre Claudine (Gunzel et Yu, 2013). Tel est le cas de la Claudine-16 et de la Claudine-19, 

qui forment un complexe de jonction serrée sélectif aux cations dans l'épaisseur de la branche 

ascendante de l’anse de Henle (Hou et al., 2008). 

 

1.2 Implication du gène CLDN16 dans l’hypomagnesémie, hypercalciurie 
(HC) et néphrocalcinose ou FHHNC 
La protéine CLDN16 (initialement appelée paracelline-1) est exprimée principalement 

dans la branche ascendante de l'anse de Henlé dans le rein, où, elles forment en association avec 

la protéine Claudine-19 (CLDN19), des pores sélectifs de cations permettant la réabsorption du 

Ca2+ et du Mg2+ (Fig.21). 

 

 

Figure 21 : Transport paracellulaire du calcium et du magnésium dans la branche ascendante de l'anse de 

Henlé dans le rein médié par CLDN16 et CLDN19 

(d’après Naderi and Reilly, 2008) 

 

Des mutations de CLDN16 ou CLDN19 sont à l’origine de fuites rénales de Ca2+ et de 

Mg2+ qui détériorent la fonction rénale, conduisant à une hypomagnésémie familiale avec 

hypercalciurie (HC) et néphrocalcinose (NC) (FHHNC ; OMIM 248250 et 248190 OMIM, 

respectivement) et une insuffisance rénale progressive. 

L’intérêt pour le rôle des Claudines au cours du développement dentaire a débuté 

récemment lors de l’examen dentaire d’un patient atteint d’hypomagnésémie, hypercalciurie et 

néphrocalcinose familiale (FHHNC), maladie autosomique récessive liée à une mutation du gène 

CLDN16. Grâce à une collaboration avec Dominik Muller (Université de la Charité, Berlin, 

Allemagne), le laboratoire a pu travailler sur le modèle murin de la pathologie FHHNC et étudier 

les mécanismes conduisant aux défauts de formation de l’émail à l’origine du phénotype dentaire.  
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1.3 La Claudine-3 et le développement dentaire 
Dans un second temps, nous nous sommes posé plus généralement la question du rôle des 

Claudines dans l’amélogenèse, en particulier en fonction de leurs propriétés de pore ou de 

barrière au sein de la jonction serrée. Nous avons donc étendu notre collaboration avec Dominik 

Muller à un deuxième modèle murin invalidé pour un autre gène de la famille des Claudines, le 

gène Claudin-3.  

L’expression des Claudines serait à la fois régulée en fonction des besoins de perméabilité 

de l’organisme en certains ions et au cours du développement.  

Claudine-3 est exprimée dans différents sites au cours du développement (Krause and al, 

2015 ; Watters and al, 2015) : 

 Dans l’intestin lors de son développement. 

 Dans les poumons. 

 Dans l’estomac par les cellules sécrétant le mucus et les cellules du col, dans les villosités 

intestinales et le colon. 

 Dans les cellules souches neurales 

 Dans le rein 

 Dans les ostéoblastes 

L’expression du gène Cldn3 a été étudiée chez la souris au cours du développement 

dentaire uniquement par hybridation in situ. Cldn3 a été identifiée chez la souris comme exprimée 

lors de l’épaississement de l’épithélium buccal (par une fine bande de cellules faisant face à la 

cavité orale) avant le stade de cupule ainsi qu’au stade de cupule lors du développement de la 1ère 

molaire. (Ohazama and a1, 2007) (Fig.22). 
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Figure 22 : Expression des Claudines 

A) Hybridation in situ de l'expression des Claudines dans la 1ere molaire lors du développement dentaire, 

chez la souris- coupes frontales- épithélium dentaire en pointillées rouges. 

B) Schéma de répartition de l'expression des Claudines dans la dent de souris au stade de cupule (E13)-en 

rouge : Cldn3. C) Représentation schématique de l'expression des Claudines au cours des différents stades 

du développement dentaire, épithélium en bleu : Cldn3 est exprimée au stade d’épaississement de 

l’épithélium et de cupule (d’après Ohazama and Al, Janurary 2007, Developmental Dynamics). 

 

2 Matériel et méthodes 

2.1 Le modèle murin 
Pour notre étude, j’utilise deux modèles de souris transgéniques fournies par l’équipe de 

Dominik Muller (Université de la Charité, Berlin, Allemagne). 

2.1.1 Modèle Cldn16−/− de la pathologie FHHNC 
Les souris mutantes Cldn16 - / - ont été obtenues par délétion dirigée du gène murin 

Claudin-16, grâce à des sites lox P entourant de part et d’autre l’exon 2 présent au sein du gène 

claudin-16 (Fig.23).  

Ces souris présentent une reproduction et une viabilité normale, ainsi qu’une croissance 

comparable aux individus sauvages ou hétérozygotes. 
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Figure 23 : Délétion dirigée du gène murin Claudin-16 

, au sein de l’exon 2, en utilisant une approche Cre/lox P. (Will et al., 2010b) 

2.1.2 Modèle Cldn3 -/- (non associé à une pathologie) 
Les souris mutantes Cldn3 - / - ont été obtenues par délétion dirigée de Claudin-3, grâce à 

des sites lox P entourant de part et d’autre l’unique exon présent au sein du gène claudin-3, par 

recombinaison homologue dans des cellules ES (approche Cre/lox P : Fig.24).  

Chez ces souris invalidées pour le gène Claudin-3 la reproduction, la viabilité et la 

croissance n’a pas été modifiée par rapport aux individus sauvages ou hétérozygotes. 

 

 

Figure 24 : Délétion dirigée de l’unique exon du gène murin Claudin-3 en utilisant une approche Cre/lox P 

(Kooij et al., 2014) 

2.1.3 Entretien de la lignée de souris transgénique Ko Cldn16-/- et Cldn3-/-  par 
croisement successifs des souris 

 Croisements de souris de souche C57BL/6 sauvages +/+ (Wildtype, WT) et invalidées soit 

pour le gène Claudin-16 (Knockout, KO) soit pour le gène Claudin-3 afin d’obtenir des 

générations de souris hétérozygotes +/-. 

 Croisements de souris hétérozygotes soit Cldn16+/- soit Cldn3+/-, afin d’obtenir selon une 

loi mendélienne environ 25% de souris KO, 25% de souris WT, et 50 % d’hétérozygotes pour 



43 

 

une même portée. Les souris étudiées ont alors exactement le même âge et sont donc au même 

stade de développement dentaire.  

2.1.4 Génotypage des souris obtenues après croisement des souris Cldn16+/- ou 
Cldn3+/- 

L’ADN génomique est extrait à partir 30 mg d’un échantillon de queue prélevé sur les 

souris en utilisant le kit « EZ-10 Spin genomics DNA minipreps animal Kit » (Qiagen) : selon les 

instructions du fabricant. 

L’ADN est ensuite quantifié par dosage sur 1µl d’échantillon purifié au NanoDrop (ND200 

ThermoScientific) 

Je procède ensuite à l’amplification par une PCR (Polymérase Chain Reaction) 

multiplexe d’une région spécifique des gènes Cldn16 ou Cldn3 murins (Tableau 2) :  

On utilise en effet, dans la même réaction de PCR, deux couples d’amorces afin d’amplifier 

simultanément deux cibles d’ADN :  

 Pour un individu sauvage : il y a amplification par le couple A-B uniquement si les deux 

allèles sont sauvages sur le gène cible. 

 Pour un individu KO : il y a amplification par le couple A-C uniquement, si les deux 

allèles sont mutés sur le gène cible. 

 Pour un individu hétérozygote : il y a amplification simultanée par les couples AB et AC, 

car il y a présence d’un allèle muté et d’un allèle sauvage au niveau du gène cible. 

 

N° Amorces Séquence des amorces 

Cldn16 - A 5’ gtgataatatccacttagcgc 3’ 

Cldn16 - B 5’ gctaactccagattttcaagg 3’ 

Cldn16 - C 5’gagggcattaacaatggattg 3’ 

  

Cldn3 N° - A 5’acatgagggtgctggacaag 3’ 

Cldn3 N° - B 5’ ctgtttgtcgccgtaggtg 3’ 

Cldn3 N° - C 5’tggcagtcctttaggtgagg 3’ 
 

 

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier l’ADNg. 

 

L’ADNg de chaque extraction (50ng) est amplifié par PCR dans un mélange composé de 

2.5µl de tampon (10X), 1µl de MgCl2, 2.5µl de dNTP (2.5mM de chaque), en présence des 

amorces (0.75µl d’amorces 1 et 2 et 0.25µl d’amorce N°3) et de 0,125µl de Takara DNA 

Polymerase et d’eau stérile (qsp25µl). L’amplification se fait dans un thermocycleur en 35 cycles 

précédés d’une phase de dénaturation à 94°C pendant 3 minutes et suivie d’une phase 
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d’élongation à 72°C pendant 10 minutes. Chaque cycle est composé de 10 secondes de 

dénaturation, 30 secondes d’hybridation à 60°C, et 30 secondes d’élongation à 72°C. 

 

Résultat attendu après dépôt sur gel d’agarose 1.5% et migration éléctrophorétique 30 

minutes à 75 volts en tampon TBE1X (Tableau 3)  

Pour Cldn16:  

J’utilise un marqueur de taille 100pb pour 

identifier les bandes (M). 

Le second puit est le témoin négatif (T-) qui 

permet de vérifier l’absence de contamination lors 

de la manipulation (La PCR est réalisée sans 

ADN d’intérêt) 

La migration sur gel d’agarose permet d’identifier 

: 

- soit une bande à 230 pb correspondant à une 

souris WT 

- soit une bande à 320 pb correspondant à une 

souris KO pour le gène Cldn16. 

- soit les 2 bandes de 320pb et 230pb pour une 

souris Htz. 

 

 

Pour Cldn3:  

J’utilise un marqueur de taille 100pb pour 

identifier les bandes (M). 

Le second puit est le témoin négatif (T-) qui 

permet de vérifier l’absence de 

contamination lors de la manipulation (La 

PCR est réalisée sans ADN d’intérêt) 

La migration sur gel d’agarose permet 

d’identifier (Fig.29) : 

- soit une bande à 196 pb correspondant à 

une souris WT 

- soit une bande à 373 pb correspondant à 

une souris KO pour le gène Cldn3. 

- soit les 2 bandes de 373pb et 196pb pour 

une souris Htz. 

 

 

Tableau 3 : Résultat du génotypage claudine attendu après dépôt sur gel d’agarose. 

2.2 Extraction des ARN et PCR après transcription inverse (RT-PCR) 
Les tissus de souris âgées de trois mois, sont disséqués et les ARN totaux extraits en 

utilisant le Kit « RNeasy Plus mini kit micro kit » (Qiagen). 

Les tissus mous : peau, foie, poumon, cœur, cerveau, rein ont été broyés directement après 

prélèvement dans le tampon préconisé par le Kit. 

373pb 

196pb 
320pb 

230pb 
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Les tissus durs : os, germe dentaire sont broyés et réduits à l’état de poudre à l’aide d’un 

pilon et de l’azote liquide, puis directement transférés dans le tampon préconisé par le Kit. 

L’ARN total est ensuite quantifié par dosage sur 1µl d’échantillon purifié au NanoDrop 

(ND200 ThermoScientific). 

 

La synthèse d'un ADN complémentaire à partir de la matrice d'ARN totaux se fait par une 

enzyme ADN polymerase ARN-dépendante, en trois étapes :  

 1 - Elimination des structures secondaires de l'ARN par chauffage à 65°C. 

 2 - Synthèse du cDNA  

 3 - Inactivation de l'enzyme  

 

Les ADNc sont fabriqués à l’aide du Kit « cDNA kit Verso » (ThermoFisher, Waltham, 

MA) à partir de 250ng d’ARN préalablement dénaturé par incubation 5 minutes à 65°C et 

maintenue à +4°C durant 1 minutes, dans un mélange composé de 4µl de tampon (5X), 2µl de 

dNTP, 1 µl d’amorce ARN (queue polyT qui se fixe sur la queue polyA à l’extrémité 3’ des ARN 

messagers uniquement), 12µl de « RT Enhancer », d’eau stérile (qsp 20µl final) et 1µl d’enzyme 

Verso. La reverse transcription se déroule dans un thermocycleur Verity à 42°C pendant 

30minutes suivi d’une inactivation de l’enzyme 2 minutes à 95 °C. 

Pour une analyse semi-quantitative, l’ADNc de chaque échantillon (10ng) est amplifié par 

PCR dans un mélange composé de 5µl de tampon (5X), 1µl de MgCl2, 0.5µl de dNTP (10mM 

chacun), en présence des amorces sens et antisens (1µl de chaque à 10pmol/µl) et de 0,125µl de 

Go Tag®Hot Start polymerase (Promega, Fitchburg, WI) et d’eau stérile (qsp 25µl). 

L’amplification s’est déroulée dans un thermocycleur Verity. 

Pour se faire des amorces ont été définies afin d’amplifier les régions spécifiques des gènes 

recherchés sont présentés dans le tableau 4. 

Nom du 

gène 

N° Sequence 

reference NCBI 

Région 

amplifiéé 

Primer Sens 

 

Primer Antisens 

 

Taille de 

l’amplicon 

Cldn16  NM_053241.5 646ème pb à la 

938ème pb 

5’GGTCTGGACTGTGTGA

AGTT3’ 

5’GGCATAAGGGTAGTT 

CCTCT3’ 

312pb 

Cldn3 NM_009902.4 313ème pb 

à la 436ème pb 

5’ATGTGGCGCGTTTCG3’ 5’GCGAGTCGTACATTTTGC 

3’ 

124pb 

Gapdh  NM_001289726.1 803ème pb à la 

932ème pb 

5’TGTGTCCGTCGTGGATC

TGA3’ 

5’TTGCTGTTGAAGTCGCAG 

GAG3’ 

150pb 

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier l’ADNc. 

 



46 

 

Après optimisation des conditions d’amplification pour chaque gène, les produits de PCR 

ainsi obtenus, à partir d’une même quantité de cDNA initiale, sont déposés sur gel agarose/TBE 

à 1,5%. 

Le gel est ensuite visualisé sous UV et l’intensité de fluorescence des bandes obtenues 

permet de donner une estimation relative du niveau d’expression des gènes dans chacun de nos 

tissus, (en effet, contrairement à la PCRq, la détection et l’appréciation de l’intensité de 

fluorescence des bandes se fait à l’œil nu), comparée à celle de la gapdh utilisée comme gène de 

référence (puisque gène dont l’expression est présumée ubiquitaire, stable entre les différents 

tissus, quelles que soit les conditions expérimentales) afin de corriger le biais inhérent aux 

différences de charge de l’échantillon. 

2.3 Histochimie 

2.3.1 Prélèvement des hémi-mandibule et inclusion dans l’OCT (Optimal Cutting 
Temperature compound) 

Les 2 hémi-mandibules inférieures de souris sont prélevées puis séparées (Fig.25.1). Elles 

sont ensuite incluses en OCT, milieu d’enrobage du tissus (Fig.25.2) qui permet de préserver 

l’ultrastructure cellulaire (histologie) aussi bien que les acides nucléiques. Il est important de 

réaliser cette inclusion dans une orientation précise afin de pouvoir par la suite se repérer sur 

l’échantillon. L’échantillon congelé et conservé à -80°C, pour ensuite être coupé à -20°C à l’aide 

d’un cryostat pour obtenir des coupes frontales 7 µm d’épaisseur. Notre zone d’intérêt se situe 

sur l’incisive à partir de la fin de la 1ère molaire jusqu’à environ 50 coupes après celle-ci, c’est-

à-dire dans la partie sécrétrice des améloblastes (fig. 25.3). Ces coupes sont conservées en vue 

de faire de l’immunohistochime, de la zymographie in-situ, ainsi que de l’hybridation in-situ. 
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Figure 25 : Représentation schématique du prélèvement, de l’inclusion en OCT et de la zone d’intérêt retenue 

pour les coupes cryostats de mandibule de souris trois jours après la naissance 

M1 = première molaire ; M2 = deuxième molaire ; M3 = troisième molaire ; am = ameloblaste ; en = email ; de 

= dentine ; od =odontoblaste. 

2.3.2 L’immunofluorescence 
L’immunofluorescence est une technique de détection de protéines dans les cellules d’une 

coupe d’un tissu utilisant la fluorescence. Les lames une fois décongelées et séchées quelques 

minutes à température ambiante sont fixées 10 min au paraformaldehyde (PFA) à 4%.  

Après rinçage dans du PBS, on bloque ensuite la fixation non spécifique des anticorps aux 

tissus par incubation à température ambiante pendant 90 min :  
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Pour Claudin-16 et Enamelin : dans 1 % d'albumine de sérum bovin (BSA) dans du tampon 

phosphate salin (PBS).  

Pour amelogenin : dans 10% de sérum de chèvre + 1 % de BSA dans du PBS. 

Incubation avec l’anticorps primaire : 

 Pour Claudin-16 : Ac polyclonal de Lapin Claudin-16 à 1/200 une nuit dans une chambre 

humide à 4 °C. Après rinçage au PBS les lames sont ensuite incubées pendant 90 min avec 

l’anticorps secondaire polyclonal de chèvre anti-IgG (H+L) de lapin ALEXA Fluor 488 

(invitrogen) : au 1/200 PBS+5%BSA : incubation 1h en chambre humide dans l’obscurité.  

 Pour Amelogenin : incubation avec l'anticorps Amelogenin FL-191 polyclonal IgG de 

lapin (réf. : SC-32892) au 1/200ème dans 10% sérum de chèvre + 1% de BSA une nuit dans une 

chambre humide à 4 °C. Après rinçage au PBS les lames sont ensuite incubées avec l’anticorps 

secondaire Rhodamine Red X-goat anti rabbit (réf. : R-6394) durant 60 minutes à température 

ambiante. 

 Pour Anamelin : incubation avec l'anticorps Enamelin C-18 polyclonal IgG de chèvre 

(réf. : SC-33107) au 1/25ème dans 1%de BSA une nuit dans une chambre humide à 4 ° C. Après 

rinçage au PBS les lames sont ensuite incubées avec l’anticorps secondaire Donkey anti-goat 

conjugé au DyLight 488 durant 60 minutes à température ambiante. 

 

Pour Claudin-3, la mise au point de la technique s’est avérée plus compliquée. Après 

rinçage dans du PBS, il est apparu qu’une étape d’incubation des tissus à -20°C avec du méthanol 

suivie d’un traitement au Retrievagen (BD Retrievagen A Pharmigen) afin d’améliorer 

l’accessibilité des épitopes antigéniques était nécessaire. Pour se faire, les lames sont plongées 

dans cette solution commerciale durant 10 minutes à 90°C puis ramenées à température ambiante 

durant 20 minutes. Après un rinçage en bain d’eau distillée durant 5 minutes, on bloque ensuite 

la fixation non spécifique des anticorps aux tissus par incubation à température ambiante pendant 

60 min dans 10% de sérum de chèvre et 1 % de BSA dans du PBS. Incubation avec l’anticorps 

primaire polyclonal de Lapin Claudin-3 à 1/100 (réf. :34-1700 thermofisher) une nuit dans une 

chambre humide à 4 °C. Après rinçage au PBS les lames sont ensuite incubées pendant 60 min 

avec l’anticorps secondaire de chèvre anti lapin Rhodamine Red (lifetechnologies) au 1/500 

PBS+1% BSA : incubation 1h en chambre humide dans l’obscurité.  

Pour exclure une liaison non spécifique, les contrôles sont effectués en omettant l'anticorps 

primaire. Enfin, après rinçage au le PBS 1X et coloration au 4',6-diamidino-2-phénylindole 

(DAPI) pour marquer les noyaux par une incubation 10min à température ambiante, les coupes 
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sont ensuite montées entre lame et lamelle au Mowiol qui permet conserver la fluorescence dans 

le temps. 

2.3.3 Mise en place de la technique d’Hybridation in situ et son utilisation pour la 
localisation fine de l’expression de Cldn-16 ou Cldn-3 au niveau du rein et de 
la dent 

 
Figure 26 : Représentation schématiques des étapes de l’hybridation in situ 

2.3.3.1 Inventaire des besoins et coûts 
Tout d’abord afin de mettre en place la technique d’hybridation au sein du laboratoire, j’ai 

fait l’inventaire des besoins, pris en charge intégralement la commande et la négociation du 

matériel nécessaire. Ce travail a donc été réalisé de juin à septembre 2013 

Cout total TTC non négocié Cout total après remise 

12900.21  7190.96  (soit 5709.25 euros de remise  = 

44.27% de remise totale) 

Tableau 5 : Estimation du cout total pour la mise en place de l’hybridation in situ au laboratoire. 
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2.3.3.2 Préparation des sondes 
J’ai testé la synthèse de deux types de sondes :  

 Par clonage dans un vecteur plasmidique :  

Utilisation d’un couple de primers spécifiques de la séquence du gène recherché amplifiée 

par RT-PCR.  

L’amplicon une fois purifié est ensuite cloné dans un vecteur plasmidique nous permettant 

de répliquer en grande quantité l’insert par transformation dans des bactéries compétentes. Il 

contient également le gène LacZ alpha permettant la production d’une activité beta galactosidase, 

qui permet d’identifier les bactéries recombinantes par test « Blanc/bleu ». Le gène de résistance 

à l’Ampicilline permettra lui d’exercer une pression de sélection et de ne sélectionner que les 

bactéries ayant intégré le vecteur. 

Le plasmide (Fig.27) une fois extrait et purifié est linéarisé par des enzymes de restriction 

dont les sites se situent à proximité de l’insert de manière à ce que l’ARN polymérase puisse 

faire la synthèse du transcrit à partir des promoteurs Sp6 (pour site XbaI) ou T7 (pour le site 

HindII). 

 

 

Figure 27 : Carte du vecteur plasmidique utilisé pour la synthèse des sondes HIS 
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 Par amplification par PCR de l’ADNc : Utilisation de primers spécifiques de la séquence 

du gène recherché auxquels j’ajoute à chaque extrémité les séquences du promoteur (Tableau 6)  

Sp6 pour le primer Forward afin de générer la sonde sens 5’ → 3’. 

T7 pour le primer Forward afin de générer la sonde antisens 3’ → 5’. 

 

Extraction des ARN totaux et synthèse d’ADNc du rein, de l’os et le germe de molaire de 

souris sauvage ont été disséqués et les ARN totaux extraits en utilisant le Kit « RNeasy Plus mini 

kit mini kit » selon les instructions du fabricant pour une extraction à partir de tissu.  

Amplification des gènes et séquençage : Les ADNc ont été fabriqués à l’aide du Kit 

« Verso » à partir de 500ng d’ARN.  

Des séquences de 400 et 800pb (taille optimale pour une sonde ARN en Hybridation in situ 

(Acloque et al., 2008)ont été amplifié par RT- PCR. 

L’ADNc de chaque extraction (10ng) a été amplifié par PCR dans un mélange composé de 

2.5µl de tampon (10X), 2µl de dNTP (2.5mM chacun), en présence des amorces sens et antisens 

(1µl de chaque à 10pmol/µl) et de 0,125µl de TAKARA DNA Polymerase. L’amplification s’est 

déroulée dans un thermocycleur Verity. 

Après optimisation des conditions PCR pour l’amplification pour chaque gène, les produits 

de PCR ainsi obtenus sont déposés sur gel agarose/TBE à 1,5% puis purifiés en utilisant le Kit 

« NucleoSpin Gel and PCR product Clean Up », et élués dans 15µl de la solution NE (Tampon 

d’élution). 

Les produits de PCR purifiés sont dosés au Nanodrop puis soit réamplifiés par PCR quand 

utilisation des primers contenant les promoteurs Sp6 et T7, soit transformés (pour les gènes ne 

possédant pas les promoteurs SP6 et T7 dans les primers utilisés pour l’amplification). 
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Nom gene N° Sequence 

reference 

NCBI 

Expression Primer Forward Primer Reverse 

 

Taille 

amplicon 

Col1a1 NM_007742.3 Os Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGCCC

GAGGTATGCTTGATCTG3’ 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

5’TAATACGACTCACTATAGGGCC

TTGGAAACCTTGTGGACC3’ 

480pb 

Claudin-16 NM_053241.5 Rein  N°1 : Primers pour amplification 

du cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGGGT

AACTCGAGCACTGATGAT3’ 

 

N°2 Sur région 5’UTR de Cld 16 : 

Design primers avec promoteurs 

Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGAG

GGATGTGAGGAAACGTGAAA3’ 

N°1 Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

5’T7TAATACGACTCACTATAGGG

ACCTGCAGTTGAATAGGGCT3’ 

 

N°2 Sur région 5’UTR de Cld16 : 

Design primers avec promoteurs T7 

5’TAATACGACTCACTATAGGGTC

ATCAGTGCTCGAGTTACCAC 3’ 

594pb 

 

 

 

 

 

 

 

440pb 

Claudin-3 NM_009902.4 Rein Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGAA

ATGTACGACTCGCTGCTG3’ 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

TAATACGACTCACTATAGGGGAC

CAGGACACCGGTACTAA3’ 

250pb 

 

 

 

 

Enam NM_017468.3 Germe de 

molaire 

souris 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGATG

TGGCCTGGTACCAAATG3’ 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

5’TAATACGACTCACTATAGGGCA

TGGTGGTTGTGGATAGGG3’ 

530pb 

Amelx NM_009666.4 Germe de 

molaire 

souris 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGGCA

ACCAATGATGCCAGTTC3’ 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

5’TAATACGACTCACTATAGGGAG

AGGCAGCTCAGGAAGAAT 3’ 

287pb 

Npt2A NM_011392.2 Rein Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAGTGA

CCCGAGGGTATAAAGAAGA3’ 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

5‘TAATACGACTCACTATAGTTGG

TGACAGAGGTTCC3’ 

720pb 

Tableau 6 : Récapitulatif des sondes synthétisées. 
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Synthèse des sondes ARN : 

Les sondes ARN antisens marquées à la Digoxigenin-UTP, sont synthétisées par SP6 à 

l’aide du Kit « Riboprobe® Combination System—SP6/T7 RNA Polymerase » en suivant les 

instructions du fabricant, avec le mélange de nucléotides suivants : 1µl de rATP, 1µl de rCTP, 

1µl de rGTP, 0,5µl de rUTP, et 0,5µl de digUTP. Les sondes sont purifiées à l’aide du Kit 

« illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns ». 

Afin de vérifier la présence et la taille de la sonde synthétisée en ARN je procède à un 

dépôt sur gel d’agarose 1.5%. 

2.3.3.3 Préparation des coupes de tissus 
Les échantillons de reins sont fixés avec du paraformaldéhyde 4% injecté en intracardiaque 

avant inclusion en OCT afin de conserver au maximum l’intégrité du tissu et éviter tout nécrose. 

Les mandibules de souris C57 WT J3 post natal sont incluses directement en OCT après 

prélèvement (elles seront fixées dans du PFA 4% uniquement après décongélation). Les pièces 

ont été coupées à l’aide d’un cryostat et déposées sur des lames Superfrost plus.  

2.3.3.4 Hybridation in situ (HIS) 
Les coupes sont décongelées 15 minutes à température ambiante puis fixées au PFA4% 

durant 10 minutes à température ambiante. 

Les coupes sont rincées avec du PBS et de la protéinase K (20mg/ml, Invitrogen) est 

ajoutée à une concentration de 0,5µg/ml, dans du PBS 0,1M (PH 7.4) à 37°C pendant 6 minutes. 

Les coupes sont rincées avec du PBS puis fixées pendant 30 min dans du paraformaldéhyde à 

4%. Après deux bains successifs de PBS et de SSC 2X, la sonde est hybridée dans une chambre 

humidifiée au SSC 2X à 65°C pendant une nuit. Les lames sont rincées dans un tampon avec du 

formamide 50% à 65°C, 30 min, puis 2 fois 1h. Après 2h de blocage dans une solution de sérum 

de chèvre inactivé à 20% et de Blocking Reagent 2%, l’antiDig, ajoutée à cette solution, est 

déposée sur les lames, durant la nuit, à température ambiante. Après rinçage, la révélation est 

réalisée :  

Soit au BCIP (5- Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate-4-toluidine salt à 3,5µl/ml) 

combiné au NBT (Nitro Blue Tetrazolium Chloride à 0,45µl/ml, Roche) substrats de la 

phosphatase alkaline catalysant une réaction colorée (apparition d’un précipité bleu) observable 

en lumière blanche. 

Soit au en utilisant le kit détection HNPP (2-hydroxy-3-naphtoic-2’-phenylanilide 

phosphate) / Fast Red TR (4-chloro-2-methylbenzenediazonium hemi-zinc chloride salt) substrat 

fluorescent pour la phosphatase alkaline qui permet une détection en théorie plus sensible qu’en 
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lumière blanche. L’absorbance max du HNP/Fast Red TR est 553nm pour une émission max de 

584nm (565-620nm). 

Les lames sont rincées et recouvertes d’une lamelle montée en Gel Mounting Medium pour 

la lumière blanche, soit en Mowiol ® 4-88 Reagent. L’acquisition d’images est réalisée à l’aide 

d’un microscope Leica DFC 425. 

2.3.4 Zymographie in situ 
Ce travail a été réalisé par Yong Wu, uniquement sur le modèle Claudin-16.  

Par zymographie in situ (Fig.28), nous mettons en évidence l’activité protéolytique des 

MMPs, grâce à leur capacité à dégrader leur substrat, ici de la gélatine (pour identifier l’activité 

de la MMP2) et de la caséine (pour identifier l’activité de la MMP20) présents sur coupes de 

tissus congelées. 

    

Figure 28 : Représentation schématique de la zymographie in situ 

(D’après Yan and Blomme, 2003) 
 

En plus de fournir des informations sur la présence de formes actives, cette technique nous 

renseigne sur leur localisation dans le tissu (elle ne permet cependant pas d’établir quelle protéase 

est responsable de la dégradation du substrat protéique, et doit donc être complétée avec des 

expériences d’inhibition réalisées avec des inhibiteurs spécifiques des MMP pour confirmer 

l’identité de celles-ci ou bien par l’utilisation d’anticorps monoclonaux, si les quantités de MMP 

le permettent) Le substrat protéique, couplé à la fluorescéine est placé en contact avec la coupe. 

La MMP20 présente est ainsi détectée suite à la dégradation de substrat fluorescent par 
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l’observation en microscopie de fluorescence. L’intensité du signal fluorescent augmente avec 

l’activité protéolytique puisqu’elle entraîne une perte de quenching (processus d’extinction de la 

fluorescence). 

Après avoir séché les coupes à l'air pendant 10 minutes, des dilutions au 1/20eme DQ-

gélatine ou de la caséine ont été réalisées au 1/20 dans un gel d’agarose à 1% en PBS (p / v) à 

faible température de gélification. Ce mélange a été apposé au-dessus des sections et recouvert 

d'une lamelle. Après polymérisation de la gélose, l'incubation a été effectuée à 4 ° C pendant une 

nuit. Une approche similaire a été réalisée avec 10 mM de 1,10-phénanthroline (Sigma-Aldrich), 

qui est un inhibiteur de métalloprotéases (composé chélateur du zinc, qui se lie au site catalytique 

des MMP, inhibant ainsi leur activité enzymatique). Des témoins négatifs ont été réalisés au 

moyen de gels sans gélatine ou caséine et traitées de la même manière que celle décrite ci-dessus. 

L'examen de la lyse du substrat a été évalué à l'aide d’un microscope IX 81 (Olympus) et à 

objectif 20X. Les acquisitions ont été faites avec ORCA R2 (HAMAMATSU). Des paramètres 

d'imagerie identiques ont été utilisés pour toutes les acquisitions. L’intensité de l'analyse de 

fluorescence a été réalisée à l'aide d’ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Les mêmes niveaux de 

seuil ont été utilisés pour les tissus issus de souris sauvages et KO afin de les comparer. 

2.3.5 Mesure du pH dans l’incisive de souris adulte 
Ce travail a été réalisé par Yong Wu, uniquement sur le modèle Claudin-16. 

Les sections situées sur l’incisive au même niveau par rapport à M1 pour les souris 

sauvages et KO sont décongelées et traitées pendant 15 min dans une chambre noire à la 

température ambiante avec 4µM de BCECF (2',7'-bis-(2-carboxyéthyl) -5-(et-6) -

carboxyfluorescéine, Life Sciences) dilué dans une solution saline. Il s’agit d’une sonde 

fluorescente dérivée de la fluorescéine (Fig.29. A). Les coupes sont rincées trois fois avec du 

sérum physiologique. Les échantillons sont transférés sur la platine d'un microscope inversé 

(AxiovisionA1, Carl Zeiss, Allemagne). Le pH est évalué par microscopie à fluorescence à 

double longueur d'onde d’excitation.  

En effet, le BCECF est une sonde qui présente un pic d'émission à 530 nm (de couleur 

verte) et une excitation dont la forme dépend du pH. En général, les variations de fluorescence 

ne sont pas uniquement liées à des variations de pH : Un photo-blanchiment de la sonde ou une 

diminution de la concentration de la sonde due à des phénomènes de relargage hors de la cellule 

peuvent entrainer une diminution de l’intensité mesurée. L’utilisation d’une seule longueur 

d’onde d’excitation ne permet donc pas d’obtenir à elle seule une mesure de pH. On utilise alors 

une excitation à une seconde longueur d’onde : le point isoémitif. Avec cette excitation, 
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l’intensité de fluorescence est indépendante du pH et ne dépend que de l’environnement de la 

sonde (concentration, blanchiment, ions environnants). Le rapport d’intensité entre les deux 

mesures est indépendant de tout facteur extérieur et permet alors une évaluation du pH 

intracellulaire « réel ». Cette approche est appelée mesure ratiométrique en excitation.  

Pour se faire, BCECF (sonde extracellulaire), est excité alternativement à 500 et 440 nm 

avec une diode électroluminescente (Optoled, Cairn Research, Faversham, Royaume-Uni). Ainsi 

λ = 440 nm correspond à la longueur d’onde d’excitation pour laquelle l’intensité de fluorescence 

est donc indépendante du pH (point isoémitif) et 500 nm celle pour laquelle l’intensité 

correspondante varie en fonction du pH (Figure 29.B) La lumière émise est recueillie à travers 

un miroir dichroïque, passée à travers un filtre à 530nm et focalisé sur une caméra EM-CCD 

(iXon, Andor Technology, Belfast, Irlande) connecté à un ordinateur. Les intensités lumineuses 

mesurées sont numérisées avec une précision de 14 bits (échelle de 16384 niveaux de gris) pour 

une analyse plus approfondie. Pour chaque échantillon, 28 régions adjacentes d’intérêts sont 

analysées et le gris moyen est mesuré avec le logiciel IQ Andor (Andor Technology, Belfast, 

Irlande). On effectue ensuite le rapport d’intensité entre les deux mesures afin d’évaluer le pH. 

 

 

 

 

 

A) 

 

B) 

Figure 29 : Fluorophore BCECF incorporé dans l’incisive afin d’évaluer le pH par spectroscopie de 

fluorescence 

A) Structure du fluorophore synthétisé par Tsien et al. B) Spectre d'excitation du BCECF (Moleuclar Probes, 

2006) 

 

La sonde extracellulaire est calibrée à la fin de chaque expérience. Les échantillons sont 

traités par une solution saline de BCECF contenant 100 mM de tampon HEPES (Acide 4-(2-

hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique). Trois solutions d'étalonnage différentes, titrées à 

pH 6,3, 6,8 ou 7,3, sont utilisées. 
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2.4 Microscopie électronique à balayage (MEB) 
Afin de comparer la structure de l'émail des souris mutantes par rapport aux souris 

sauvages, j’utilise la microscopie électronique à balayage (MEB ou SEM en anglais pour 

scanning electron microscopy). Elle utilise un fin faisceau d’électrons, émis par un canon à 

électrons. Des lentilles électromagnétiques permettent de focaliser le faisceau d’électrons sur 

l’échantillon. 

L’interaction entre les électrons et l’échantillon provoque la formation d’électrons 

secondaires de plus faible énergie. Ils sont amplifiés puis détectés et convertis en un signal 

électrique. Ce processus est réalisé en chaque point de l’échantillon par un balayage du 

microscope. L’ensemble des signaux permet de reconstruire la typographie de l’échantillon et de 

fournir une image en relief. 

La préparation des échantillons est contraignante. Ils doivent être déshydratés puis subir un 

traitement pour devenir conducteur (fixation des tissus, nettoyage). Pour se faire, les mandibules 

de souris, sont prélevées, transférées dans de l’éthanol 70% et conservées à +4°C. 

Les échantillons subissent une attaque acide 20 secondes dans HCl 0.1%, puis sont rincés 

10 secondes à l’H2O ultrapure. Ils subissent ensuite une déprotéinisation par un bain de 2 minutes 

dans la javel 5% puis rincés 20 secondes l’H20 ultrapure. Ils sont ensuite fixés 30 minutes dans 

solution de Glutaraldéhyde 2.5%+Cacodylate de Na à 0.1M (pH=7.4) et déshydratés dans des 

bains d’alcool de concentration croissante en éthanol (25%, 50%, 75%, 95% d’éthanol). Enfin, 

ils sont conservés à +4°C dans éthanol 100%. 

Des sections sont réalisées avec une scie équipée d'un disque de diamant (Struers , 

Champigny sur Marne , France) sous un jet d'eau continu. Après le polissage minutieux, les 

surfaces sont nettoyées avec de l'hypochlorite de sodium à 5 % pendant 2 minutes, rincées deux 

fois avec de l'eau distillée, gravés avec 2 % d'acide nitrique pendant 10 s, puis rincer 

abondamment à l'eau distillée. Les surfaces revêtues par pulvérisation cathodique d'or sont 

observées sous un microscope électronique à balayage (SEM S260 Cambridge, Royaume-Uni) 

équipé d'un détecteur d'électrons Everhart - Thornley et l'ESB. 

2.5 Microscopie électronique en transmission (TEM) 
Cette technique utilise un faisceau d’électron à haute tension, émis par un canon à électrons. 

Des lentilles électromagnétiques sont utilisées pour focaliser le faisceau d’électrons sur 

l’échantillon. En traversant l’échantillon et les atomes qui le constituent, le faisceau d’électrons 

produit différentes sortes de rayonnements. En général, seuls les électrons transmis sont alors 

analysés par le détecteur, qui traduit le signal en image contrastée. 
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Les échantillons doivent être préparés selon un protocole précis, qui doit à la fois conserver 

sa structure et être conducteur pour laisser passer le faisceau d’électrons. 

Pour se faire, les mandibules de souris sont prélevées. 

Elles sont fixées sous agitation à +4°C durant 12h dans du PFA4% + 1% 

Glutaraldéhyde+0.1M NaCaCo pH 7.3. 

Elles sont ensuite rincées 3 x 20min à l’H2O puis déshydratées dans des bains d’alcool de 

concentration croissante en éthanol (30%, 50%, 70% d’éthanol) à +4°C. 

Les échantillons sont inclus dans Epon 812 (Fluka). Les sections semi- minces sont 

colorées avec du bleu de toluidine et fuchsine. Après lavage, les coupes sont séchées et montées 

dans Eukitt. Des coupes ultrafines sont colorées avec de l'acétate d'uranyle et du citrate de plomb 

et sont examinées avec un microscope électronique JEOL 1011. 

2.6 Analyse par microtomographie à rayons X : micro-CT (micro computed 
tomography) 

Le micro CT (Quantum FX Caliper, Life Sciences, Perkin Elmer, Waltham, MA) est un 

appareil d’imagerie utilisant la technologie du scanner à rayons X appliqué au petit animal (rat, 

souris). 

Il s’agit d’une technique d’imagerie non-invasive radiographique tridimensionnelle. Cet 

appareil permet une imagerie volumique X in vivo de petits animaux avec un champ de vue  5 à 

73 mm de diamètre et des résolutions variables de 10 à 295 μm , selon le principe du Cone Beam 

CT (Computed Tomography). Pour simplifier, le micro-CT est une forme miniaturisée d’un 

scanner conventionnel qui fournit des images tridimensionnelles de petits échantillons atténuant 

le faisceau de rayons X (cone Beam).  

L’animal est exposé à un faisceau de rayons X (rayonnement électromagnétique à haute 

fréquence constitué de photons ionisant d’origine artificielle produit par des transitions 

électroniques des noyaux des atomes) qui sont recaptés à leur sortie du corps par un système de 

détection. C’est l’atténuation du rayon X qui est mesuré lorsque celui-ci est capté par le détecteur. 

Cela permet de déterminer l’atténuation en chaque point de l’animal et de le retranscrire en voxels 

d’atténuation différentes suivant le tissu traversé. Les voxels correspondent à de petits éléments 

de volumes équivalent au pixel mais ajoutant une dimension supplémentaire par rapport à celui-

ci : la profondeur. Il se matérialise donc par trois coordonnées : X, Y, Z. Un algorithme permet 

ensuite de traduire l’atténuation en unité Hounsfield pour obtenir une image en nuances de gris. 

Etant donné que le faisceau tourne autour de l’animal, de nombreuses projections sont obtenues 
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pendant la durée de l’acquisition. Ces projections sont ensuite reconstruites pour obtenir une 

image en trois dimensions en assemblant les différents plans de coupe. La haute résolution 

spatiale, l’épaisseur de coupe très fine, la production de voxels et la qualité d’images obtenues 

par les systèmes microtomographiques ouvrent de nouvelles perspectives pour l’analyse précise 

de détails morphologiques des structures dentaires. 

La souris est anesthésiée avec de l’isofluorane puis installée dans la chambre à rayons X 

(Fig.30). 

La mandibule est explorée avec les paramètres suivants : 

 Voltage : 90 kV. 

 Intensité : 160μA. 

 FOV (Champ de vue) : 10mm. 

 Résolution : 20μm. 

 Mode d’acquisition : fine. 

Le logiciel Osirix permet de réaliser le post-traitement des images. 

 

Figure 30 : Le micro CT Quantum FX Caliper 
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2.7 Extraction protéique et Western blot 
Extraction protéique : Prélèvement des deux incisives inférieures sur des souris issues de 

mêmes, âgées de 2 mois. Pour se faire les hémi-mandibules sont séparées et l’incisive nettoyée 

au maximum des tissus adjacents, tout en conservant la cervicale loop, qui contient une grande 

partie des protéines. Elles sont ensuite plongées dans l’azote liquide et broyées à froid afin de se 

prémunir de toute dégradation protéique. 

Les échantillons sont transférés dans 100µl de tampon d'extraction glacé (2 incisives par 

individu poolées) contenant 50mM de Tris 50mM, 5mM de CaCl2, 0.9% de NaCl 0.9%, 0.2% de 

Triton et un cocktail d’inhibiteurs de protéases au 1/100 (Calbiochem, La Jolla, CA). Les broyats 

résultants sont ensuite brièvement soniquées sur la glace (3 fois 5 sec), puis centrifugés à 10000g 

pendant 15 min à 4 °C et stockés à -80 °C jusqu’à leur utilisation. Les échantillons sont ensuite 

dosés grâce à un au kit « Pierce BCA Protein Assay ». 

Western blot : 20µg de chaque échantillon sont soumis à SDS-PAGE par dépôt sur gels 

préfabriqués 4-20% (Mini-Protean TGX Precast Gels, BIO-RAD) en présence du marqueur de 

poids « Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards » (Biorad) et transférés sur une 

membrane de nitrocellulose 0.22µm (BIO-RAD) durant 2 heures à 100V. Les membranes sont 

incubées avec un anticorps anti-amélogénine (1/700) et anti-énaméline (1/500, Santa Cruz) 

durant une nuit à 4 °C. Les membranes sont incubées avec une dilution au 1/1000 d’un anticorps 

secondaire IgG anti-lapin (amelogenin) lié à une péroxydase ou un anticorps secondaire anti-

chèvre (énaméline) pendant 1 heure à température ambiante. La révélation se fait au moyen du 

kit BM de chimioluminescence (Roche Diagnostics, Meylan, France). Pour le témoin de charge, 

les membranes sont soigneusement lavées et débarrassées des anticorps préalablement fixés à 

l’aide d’un tampon de décapage (Pierce Chemical, Rockford, IL) et traités avec anticorps 

monoclonal de lapin anti-GAPDH pour Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase 

(Epitomics, Californie, USA). Ce témoin est très important car il permet, en plus d’indiquer si 

les échantillons ont été chargés de manière égale dans chacun de nos puits, de vérifier si les 

protéines ont été transférées de façon adéquate, et de normaliser la quantité de nos protéines. 

L’intensité relative des bandes est digitalisée et quantifiée en utilisant le logiciel image J. 
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3 Résultats 

3.1 Diagnostic d’AI chez des patients atteints de FHHNC 
C’est dans le cadre d’examen odontologique d'une patiente âgée de 16 ans, et envoyée par 

le centre de référence des maladies rares du métabolisme du phosphate et du calcium, qu’il nous 

a été possible d’identifier une pathologie dentaire associée à un syndrome FHHNC (Fig.31). 

 

Figure 31 : Patiente envoyée par le Centre de référence des maladies rares du métabolisme du phosphate et du 

calcium 

Nous avons pu diagnostiquer une AI avec une sévérité variable chez quatre autres patients 

non apparentés, avec hypomagnésémie familiale avec hypercalciurie et Néphrocalcinose 

(FHHNC) en raison de la mutation du gène Claudin-16 (Fig.32). 

Le patient 5 présente une perte l’émail essentiellement sur les incisives centrales inférieures 

exposant la dentine sous-jacente et plutôt associée à une forme hypomature de l’email (un défaut 

qualitatif). Alors que les autres patients présentent des formes d’hypoplasie (défaut quantitatif de 

l’email) ou des forme hypominéralisée (email mou friable, rugueux couleur jaune brun) avec 

pour certains, des dents permanentes non éruptées. 

Patient #4 
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Figure 32 : Autres patients envoyés par le Centre de référence des maladies rares du métabolisme du 

phosphate et du calcium  

 

3.2 Défauts de l’émail chez les souris Cldn16−/− et Cldn3−/− 

3.2.1 Identification des souris Cldn-16 et Cldn-3 par génotypage 
Se réferer en 2.1.4. 

3.2.2 Imagerie au micro CT de mandibules de souris sauvages comparées à celles 
des modèles Cldn16−/−et Cldn3−/− 

Nous avons étudié phénotype dentaire de nos souris, en imagerie 3D par micro CT, qui 

permet à la fois une analyse qualitative (défauts de l’émail) et quantitative (volume de l’émail) 

de nos échantillons. Les souris KO pour le gène Cldn16 montrent des fractures de l'émail et une 

exposition de la dentine coronale, particulièrement visible sur les cuspides linguales des molaires 

inférieures (Fig.33). Chez les souris sauvages, l’email est intact. Les analyses quantitatives de 

haute résolution montrent une diminution significative du volume de l'émail des molaires de 

Cldn16−/− souris par rapport avec des souris sauvages. Sur l’incisive, l’émail minéralisé 

(représenté en rose sur la coupe sagittale fig.33.A) est retrouvé au niveau de la première molaire 

(M1) chez les souris KO alors que chez les WT ce tissu est déjà bien minéralisé sous la deuxième 

molaire (M2). 
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La modification du phénotype de l’incisive inférieure, bien que moins évidente que dans 

les molaires, montre donc un retard de la minéralisation de l’émail, ce qui entraîne une légère 

diminution du volume d'émail (Fig.33 A). 

 

 

Figure 33 : Phénotype dentaire de souris âgées de 3 mois. 

A) Analyses quantitatives par micro CT de souris Cldn16−/− comparées aux souris sauvages : volume 3D de 

l’email sur molaire de souris et volume d’email par analyse quantitative haute résolution sur incisive. (Rose = 

émail minéralisé), p<0.001) (n =6 par groupe). B) Analyses quantitatives par micro CT de souris Cldn3−/− 

comparées aux souris sauvages : volume 3D de l’email sur molaire de souris et minéralisation de l’incisive.  

(Rouge = émail minéralisé), p<0.00001) (n =8). 
 

De plus, nous avons pu constater que le phénotype dentaire de notre modèle murin pouvait 

être d‘avantage associé au phénotype du patient n °5. En effet, tous deux présentent une forme 

hypomature de l’émail essentiellement sur les incisives inférieures. 

L’analyse au micro CT des souris KO pour le gène Cldn3 (Fig.33.B) montre une forte 

diminution du volume d’émail de la 1ère molaire M1 (on observe, en effet une perte de 83% du 

volume d’émail en mm3 sur les M1). Sur la reconstitution 3D, l'émail de la 1ère molaire 

mandibulaire est abrasé chez les KO sur la face occlusale au niveau de la zone la plus exposée 

aux contraintes liées à la mastication (Fig.33B) alors que chez les souris WT, l'émail est intact. 

De plus, un retard de la minéralisation de l’émail est constaté sur l’incisive à croissance 

continue chez la souris KO. En effet, de l’émail minéralisé (représenté en rouge sur la coupe 

sagittale fig.33B) est retrouvé sur l’incisive au niveau de la M1 chez les souris KO alors que chez 

les WT la minéralisation est observée jusque sous la M2. 
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Ces défauts d’émail suggèrent l’implication de la protéine Claudin-3 dans l’amélogenèse, 

ce qui concorde avec le rôle des protéines des jonctions serrées dans la formation de l’émail 

démontrée par les résultats obtenus pour Claudin-16. 

3.3 Cldn16 et Cldn3 sont exprimées dans tubules rénaux et font partie 
intégrante des améloblastes sécréteurs présents au niveau des jonctions 
serrées 

3.3.1 Analyse de l’expression des Claudines-16 et 3 par PCR après transcription 
inverse : RT-PCR 

J’ai voulu dans un premier temps confirmer l'expression de l'ARNm de Cldn16 et Cldn3 

dans les deux tissus impliqués dans le métabolisme phosphocalcique : le rein et la mandibule. 

Pour se faire, j’ai donc extrait les ARN totaux dans plusieurs tissus et réalisé à la suite une RT-

PCR. Les résultats obtenus confirment l’expression de ces deux gènes dans le rein ainsi que dans 

le germe dentaire des souris sauvages (Fig.34). 

 

 

 

Figure 34 : RT-PCR réalisée sur différents tissus de souris sauvage C57BL/6 

 

3.3.2 Localisation des protéines Claudin-16 et 3 par immunohistochimie 
Afin de confirmer la localisation des protéines Claudin-16 et 3 dans le rein et les 

améloblastes sécréteurs, nous avons réalisé une immunohistochimie sur les coupes de ces tissus. 

Le marquage nucléaire au dapi permet de mettre en évidence la polarisation des améloblastes au 

stade de sécrétion. La protéine Claudin-16 est localisée à l’extrémité apicale des améloblastes 

sécréteurs (Fig.35.A). Claudin-3 est également localisée dans les améloblastes (Fig.35.B) ce qui 

suggèrerait un rôle de ces deux protéines dans l’amélogenèse et pourrait expliquer les défauts 

d’émail chez les deux modèles de souris invalidées pour le gène Cldn16 et 3. Le rein de souris, 

qui sert de témoin positif pour la mise au point de l’immunofluorescence des Claudines, présente 
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bien un marquage membranaire des tubes contournés proximaux du cortex rénal par la protéine 

Claudin-3. 

 

Figure 35 : Immunohistochimie des protéines Claudin-16 et 3 sur coupe cryostat de dent de souris sauvages 

C57BL/6 trois jours après la naissance et de rein de souris sauvage adulte C57 : 

A) Immunohistochimie Cldn16 sur incisive de souris sauvage trois jours après la naissance. En bleu marquage 

nucléaire au dapi. En vert marquage de la Cldn16. Fleche rouge : localisation de la Cldn 16 au niveau des 

prolongements de Tomes. am = ameloblastes. e = émail. B) Immunohistochimie Cldn-3 sur incisive de souris 

J3PN sauvage Vs Ko. En bleu marquage nucléaire au dapi. En rouge marquage de la Cldn3 au niveau apicale 

des améloblastes. C) Immunohistochimie Cldn3 sur coupe de rein de souris adulte sauvage. 

3.3.3 Analyse western blot 
Nous avons voulu confirmer par Western blot l’absence de synthèse des protéines Claudin-

16 et Claudin-3, chez les souris mutées pour ces gènes, au niveau de nos deux tissus d’intérêt 

(rein et incisives) et valider par cette technique les anticorps utilisés en immunohistochimie.  

A ce jour, l’anticorps anti-Claudin-3 a été validé en western blot sur des extraits protéiques 

de rein uniquement (Fig.36). En effet, les Claudines sont présentes en très faible quantité dans 

l’incisive et ne nous permettent pas leur détection par cette technique. Il serait nécessaire de tester 

de nouveau cette technique en augmentant la quantité de d’extraits protéiques d’incisives dans le 

gel et en optimisant les conditions d’utilisation des anticorps utilisés. 
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Figure 36 : Western blot sur échantillon protéines totales extraites à partir de rein chez les souris Cldn-3 

adultes WT vs KO 

(selon Will et al., 2010) 

3.3.4 Localisation de l’expression de l’ARNm des gènes Cldn16 et 3 par hybridation 
in situ 

Ce projet a nécessité la mise en place en routine au laboratoire la technique d’hybridation 

in situ (HIS), ce que j’ai fait, pour nous permettre une localisation fine des ARNm codants pour 

les protéines potentiellement impliquées dans ces pathologies.  

Cependant la technique d’hybridation in situ a ses limites. En effet, pour des protéines 

faiblement exprimées telles que les Claudines, dans les tissus étudiés, il ne nous a pas été possible 

de les mettre en évidence dans l’incisive. Cette technique est en effet basée sur l’utilisation de 

sondes froides, moins sensible que dans l’étude d’Ohazama & Sharpe (2007) où les sondes 

utilisées étaient radioactives. En effet, nous ne disposons pas des locaux adaptés à l’utilisation 

de la radioactivité au sein de notre laboratoire, qui nécessite un agrément délivré par décision de 

l'Autorité de sûreté nucléaire répondant aux exigences de la norme NF EN ISO/CEI 17025. 

Ainsi, pour ce projet de nombreuse tentatives d’optimisation de la technique ont été 

réalisées afin d’augmenter la sensibilité de cette technique. 

Afin d’optimiser la qualité de nos hybridations in situ il était possible de jouer sur plusieurs 

paramètres. 

Dans un premier temps j’ai tenté d’améliorer la qualité de nos ARN dans nos échantillons 

en incluant les tissus frais dans l’OCT, un cryoconservateur (Park and Cunningham, 2007), en 

vue de la réalisation de coupe au cryostat.  

J’ai également augmenté l’épaisseur des coupes de 7µm (standard) à des coupes de 12 à 

14µm, ce afin d’augmenter le signal. Cette épaisseur de coupe est réalisable pour un tissu mou 

tel que le rein, mais reste difficile pour un tissu plus rigide tel que la mandibule notamment en 

cryostat.  
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Le rein reste un tissu particulièrement difficile à fixer, ceci étant dû à la capsule rénale en 

périphérie. Nous avons donc du envisager de travailler sur des tissus fixés au PFA 4% par 

perfusion intracardiaque pour une meilleure préservation des tissus et donc des ARNm (Gage et 

al., 2012). De plus le rein est un tissu particulièrement auto fluorescent. L’utilisation du système 

HNPP risquait donc être difficile et si nous souhaitions augmenter notre sensibilité. J’ai donc 

testé l’utilisation de Sudan Black B. (Sun et al., 2011), en plus du PFA mais qui n’a donné aucun 

résultat probant pour diminuer les problèmes d’autofluorescence du rein. 

Pour finir, afin d’augmenter la sensibilité de la technique je me suis orientée vers 

l’utilisation d’un Anticorps secondaire dirigé contre l’Anticorps anti DIG UTP lui-même couplé 

à la phosphatase alkaline afin augmenter le niveau du signal après révélation soit par le système 

BCIP/NBT : méthode dite « sandwich ».Ce qui a effectivement porté ses fruit notamment pour 

la mise en évidence de Npt2A sur coupe de rein (fig.38), cotransporteur du sodium phosphate 

particulièrement impliqué dans la réabsorption rénale. Ce gène jouerait également un rôle dans 

la minéralisation osseuse ce qui en fait un témoin positif de choix (Segawa et al., 2009).  

L’utilisation de cet anticorps secondaire n’a néanmoins pas rendu la technique 

suffisamment sensible pour permettre la détection des Claudines que ce soit dans l’incisive ou le 

rein. 

En effet, pour tenter de palier à une faible quantité d’ARN recherché, j’ai décidé de tester 

la révélation en fluorescence. La fluorescence est connue pour être plus rapide et la détection par 

microscopie peut se révéler plus sensible que par colorimétrie (Roche D., 2008).  De plus, notre 

système de détection nous permet d’utiliser le système de révélation en fluorescence HNPP. J’ai 

donc testé dans un premier temps, la sonde col1 et obtenu un marquage bien spécifique des 

ostéoblastes et odontoblastes (Fig.37).  

 

Figure 37 : Hybridation in situ sur mandibule de souris C57BL/6 sauvages trois jours après la naissance 

(inclusion paraffine) 

(A)Fluorescence sonde antisens Col1 Contre coloration DAPI grossissement x 10; (B) Fluorescence sonde 

antisens Col1 HNPP/ fast red grossissement x 10 ; (c) Fluorescence sonde antisens col1 HNPP/ fast red 

grossissement x 20. 
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J’ai ensuite testé la sonde cldn16 sur des coupes de rein et de mandibule mais je n’ai pas 

obtenu de marquage concluant. 

 

J’ai également cherché à développer une sonde témoin positif pour le rein. 

En effet, Claudin-16 est une protéine connue pour être exprimée dans le rein. Dans le cadre 

de notre projet nous recherchons son expression dans les améloblastes (cellules synthétisant 

l’émail). L’expression au niveau des améloblastes est probablement plus faible que dans le rein 

au vu d’une présence restreinte des jonctions serrées au niveau du pôle sécréteur des 

ameloblastes. J’ai donc décidé de me focaliser d’abord sur l’expression de Cldn16 dans le rein.  

N’ayant encore pas obtenu de résultat probant sur le rein, il m’a donc été nécessaire de valider la 

technique de préparation de nos échantillons en testant une nouvelle sonde comme témoin positif 

du rein. 

Le Collagen de type 1 ne s’exprimant pas dans le rein sain (Stokes et al., 2000), je me suis 

par conséquent tournée vers un autre gène fortement exprimé dans le rein, Npt2A (transporteur 

rénal de phosphate sodium-dépendent A). 

Il a été possible de mettre en évidence une expression des ARNm de Npt2A au niveau du 

rein (fig.38) mais pas au niveau de l’incisive. 

 

Figure 38 : Hybridation in situ sur coupe de rein de souris sauvage adulte perfusé PBS1X intracardiaque avec 

la sonde du transporteur rénal de phosphate sodium-dépendent A (Npt2A). 

a) sonde antisens. b) sonde sens 

 

J’ai enfin, cherché à vérifier l’intégration de la Dig UTP dans nos sondes synthétisées. 

Ce que j’ai fait par estimation du niveau de marquage à la DIG d’une partie des sondes 

ARN synthétisées, par Dot Blot. Cette technique permet de réaliser un test colorimétrique par 

comparaison d’intensité spots de dilution en série de l’échantillon (sonde ARN) par rapport au 
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standard DIG-labeled Control RNA (ARN standard de concentration connue fournie dans le Kit 

Roche) sur membrane de nylon (Roche D., 2008).  

Ce test nous a permis de mettre en évidence une très bonne incorporation de la dig-UTP 

dans notre sonde. En effet, le signal de notre sonde Cldn16 est équivalent au signal témoin 

(fig.39). 

        

Figure 39 : Estimation du niveau de marquage à la DIG par test colorimétrique après 2 heures de révélation au 

BCIP/NBT par fixation aux UV durant 5 min 
 

J’ai donc pu en déduire que notre problème résidait bien dans la limite de sensibilité de 

cette technique, ou dans la préparation des échantillons, et non dans la synthèse des sondes dont 

nous disposons. 

3.4 Effets de la mutation des Claudines sur la structure des jonctions 
serrées 
Afin d’étudier si l’ultrastructure des jonctions serrées était modifiée par la mutation des 

Claudines nous avons réalisé des analyses en microscopie éléctronique à transmission sur 

incisive de souris J3 post natal sauvage comparé à nos modèles Cldn16−/−  et Cldn3−/−. Les analyse 

ont montré une structure des jonctions serrées aux membranes attenantes des améloblastes 

comme formant une ligne mince à l’extrémité distales des cellules, donnant un aspect matelassé 

au complexe de jonction intercellulaire (Figure 40). La structure des jonctions serrées des 

améloblastes sécréteurs chez les souris Cldn16−/−est irrégulière, plus épaisse et non linéaire. En 

outre, la coloration à la phalloïdine des filaments d'actine, connus pour être associés aux jonctions 

serrées rend plus aisée la visualisation de l’aspect irrégulier des jonctions serrées chez les souris 

mutées. Ces données viennent donc confirmer que le déficit en Cldn16 et Cldn3 altère bien la 

structure des jonctions serrées situées à l'extrémité apicale des améloblastes sécréteurs. 
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Figure 40 : Microscopie électronique en transmission 

A) Image de l’extrémité apicale des améloblastes sécrétoires de souris Cldn16- /- et sauvages. B) Coloration à la 

phalloïdine des filaments d'actine des améloblastes sécrétoires de souris Cldn16- /- et sauvages. C) Image de 

l’extrémité apicale des améloblastes sécrétoires de souris Cldn3- /- et sauvages. (flèche rouge = jonctions 

serrées), am = améloblastes. e = email 

3.5 Conséquences de la mutation de Cldn16 sur la matrice de l’émail 

3.5.1 Les analyses en microscopie à balayage 
L’émail présente une structure en SEM très caractéristique bien décrite dans la littérature 

(ref Khaddam et al…à vérifier), nous avons donc voulu examiner si l’émail de nos souris 

Cldn16−/−  et Cldn3−/− présentait des défauts visibles en surface. 

Ici on observe que les prismes sont différemment sectionnés selon l’orientation de la coupe 

qui est difficilement reproductible étant donné la petite taille de l’incisive (fig.41). On peut 

néanmoins constater que les souris sauvages présentent un email de structure caractéristique. 

L’émail est en effet organisé en prismes, constitués d’un empilement de cristaux 

d’hydroxyapatite en forme de bâtonnets séparés entre eux par la substance inter prismatique 
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(composés de cristallite), structure similaire retrouvée chez les souris invalidées pour les deux 

claudines. 

Les images obtenues en SEM, montrent par conséquent que le déficit en claudines ne 

modifie en rien l’organisation prismatique de l’émail. 

  

 

Figure 41 : Microscopie électronique à balayage d’émail d’incisive de souris 

A) structure des prismes d’émail chez les souris Cldn16−/− par rapport aux souris sauvages. B) structure des 

prismes d’émail chez les souris Cldn3−/− par rapport aux souris sauvages 

 

3.5.2 Analyse de l'activité protéolytique de la MMP-20 par zymographie 
Nous nous sommes intéressés à l’activité protéolytique des MMPs.  

Ces métalloprotéases matricielles constituent une famille multigénique (près de 25 

membres à ce jour) de protéases dépendantes du zinc, sécrétées ou membranaires. Les MMPs 

contrôlent par clivage protéolytique l’activité de composants de la matrice extracellulaire, des 

molécules membranaires ou solubles impliquées dans la transmission des signaux 

intercellulaires. En effet, nous avons vu notamment que la MMP20, métalloprotéase matricielle 

(caséinase), est connue comme étant une protéase spécifique de l’email. 
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L’analyse par zymographie in situ de la caséine montre une intensité de fluorescence, donc 

une activité enzymatique, significativement diminuée pour les souris Cldn16-/- par rapport aux 

souris sauvages (Fig.42). En effet, plus la caséine (couplée à la fluorescéine et utilisée comme 

substrat sur la coupe), est dégradée par l’activité protéolytique des MMPs, et plus l’intensité du 

signal fluorescent est forte.   

Nous pouvons donc en conclure que la perte de fonction de Claudine-16 altère l'activité 

protéolytique de la MMP-20. 

Cependant, des quantités similaires de cette enzyme ont été révélés dans les extraits de 

germe par zymographie de caséine sur gel de Polyacrylamide, un procédé biochimique qui 

permet de d’évaluer les niveaux totaux de la protéase et son état d'activation. Ceci indique que la 

réduction de l'activité observée par une zymographie in situ serait plutôt due à un changement 

dans l'environnement de la matrice qui inhiberait l’activité de la MMP-20. 

Ces investigations n’ont pour le moment pas été réalisées sur le modèle invalidé pour le 

gène Cldn3. 

 

Figure 42 : Zymographie in-situ de la caséine sur coupe cryostat frontale d’incisive de souris Cldn16−/− par 

rapport aux souris sauvages J3 post natal. 

A) Sur souris sauvage. B) Sur souris Cld16 - /-. p = pulpe. am = ameloblastes. En vert la fluorescence de la 

fluoresceine. En bleu : marquage nucléaire au dapi. 

 

3.5.3 Effet de la perte de fonction de Claudine-16 sur le pH dans l’incisive 
L’activité des protéinases type MMP20 étant dépendante du pH, nous nous sommes donc 

intéressés à mesurer le pH dans la matrice de l’email en formation. Nous savons que la matrice 

de l'émail, pendant la phase sécrétoire, est maintenue à un pH proche des conditions neutres 

(Lacruz et al., 2010). Nous pouvons constater que tel est le cas pour les souris sauvages pour 

lesquelles le pH se situe aux alentours de 7 (Fig.43), alors qu’il est possible d’observer une 

diminution significative du pH chez les souris invalidées pour le gène Cldn16. En effet, pour les 

souris Cldn16−/−, le pH se situe plutôt aux alentours de 6.8 donc plus acide. 
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Nous pouvons donc en conclure que la perte de fonction de claudine-16 entrainerait la une 

diminution de la valeur de pH au cours de la sécrétion de l’émail  

Ces investigations n’ont pour le moment pas été réalisées sur le modèle invalidé pour le 

gène Cldn3. 

 

 

Figure 43 : Mesure du pH dans la matrice de l’email en formation sur coupe d’incisive J3PN de souris Cldn16-

/-  comparées au souris sauvage. 

(Valeurs de pH = 6.79+/- 0.05 versus 7.0+/-0.05, p<0.001) (n=9 par groupe). 

 

3.5.4 Conséquences de la mutation sur l'expression des protéines de la matrice de 
l'émail 

3.5.4.1 Par hybridation in situ 
L’amélogénine et l’énameline font parties des protéines majeures impliquées dans la 

minéralisation de l’émail. Nous avons voulu vérifier si l’expression au niveau des transcrits était 

modifiée par l’invalidation des claudines. Nous pouvons constater que l’expression de l’ARNm 

de ces deux gènes, localisée au niveau des améloblastes sécréteurs ne semble pas modifiée chez 

les souris KO par rapport aux souris sauvages (Fig.44). Suggérant peut-être qu’il pourrait y avoir 

une différence non pas au niveau de l’expression de ces gènes, mais plutôt que les processus 

contrôlant la synthèse de ces protéines pourraient être différents. 
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A)  

 

Figure 44 : Hybridation in situ sur coupe d’incisive de souris deux jours après la naissance. 

A) Coupe frontale d’incisive de souris sauvage J2 post natal réalisée avec la sonde col1a utilisée comme témoin 

positif.  B) Sur coupes longitudinales d’incisive de souris Cldn16 -/- et sauvage de même portée, et réalisées avec 

la sonde Amelx et Enam C) Sur coupes frontales d’incisive de souris Cld3 -/- et sauvage de même portée, et 

réalisées avec la sonde Amelx et Enam. Fleche noire : marquage HIS. p = pulpe. am = ameloblastes. 

 

3.5.4.2 Par analyses en Western Blot 
Nous avons voulu vérifier de façon semi quantitative, si l’expression des protéines majeurs 

de l’émail Enamélin et Amelogénine, était modifiée par l’invalidation des claudines. Les analyses 

par western blot ont montré une expression de la protéine Enamélin (ENAM) significativement 

supérieure chez les souris Cldn16-/- par rapport aux souris sauvages (Fig.45). L’expression 

d’Amelogénine semble également augmentée chez les souris invalidées pour le gène Claudine-

16 par rapport aux souris sauvages mais ces résultats restent le reflet d’une tendance puisqu’ils 

ne sont pas considérés comme statistiquement significatifs. 
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Ces investigations ont également été réalisées sur le modèle invalidé pour le gène Cldn-3 

et montre une expression d’Amelogénine supérieure chez les chez les souris invalidées pour le 

gène Cldn-3 par rapport aux souris sauvages. Ces résultats suggèrent donc une accumulation de 

ces protéines dans la matrice de l’émail suite à la perte de fonction des claudines.  

  

 

Figure 45 : Western blot réalisé sur extraits protéiques d’incisive de souris adultes Cldn16-/- comparé au souris 

sauvage avec anticorps. 

A) anti-Amelogenine. B) anti-enameline. p = 005 ;  n = 10 par groupe. C) Souris adultes Cldn-3-/- comparé aux 

souris sauvages avec anticorps anti-Amelogenine (n= 3 par groupe). 

 

3.5.4.3 Par immunohistochimie 
Nous avons voulu vérifier de façon qualitative, si la localisation des protéines majeures de 

l’émail Enamélin et Amelogénine, était modifiée par l’invalidation des claudines en 

immunohistochimie. 

Les résultats obtenus confirment que l’expression des protéines Enam et Amel, est bien 

localisée au niveau apicale des améloblastes sécréteurs. Cependant, bien que cette technique ne 

soit en aucun cas quantitative, leur expression ne semble cependant pas modifiée chez les souris 

KO par rapport aux souris sauvages. Il est cependant intéressant de noter, dans le compartiment 

supranucléaire des améloblastes, la présence plus importante pour le Ko, de ce qui semble être 

des vésicules renfermant les protéines de l’email. Ainsi, que ce soit pour la protéine ENAM ou 

AMEL, ce marquage spécifique n’est pratiquement pas retrouvé chez l’individu sauvage 

(Fig.46).  
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Figure 46 : Immunohistochimie des protéines Amelogenin et Enamelin sur coupe cryostat d’incisive de souris 

des souris C57BL/6 sauvages comparée à des Cldn-3 Ko trois jours après la naissance. 

A) Avec anticorps anti_Amelogenine (en rouge). B). Avec anticorps anti-Enameline (en vert). En bleu 

coloration des noyaux par le Dapi. Fleche rouge : zone de marquage. am = ameloblastes. 
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4 Discussion 
L’hypomagnésémie familiale avec hypercalciurie et néphrocalcinose (FHHNC) est une 

maladie héréditaire autosomique récessive rare qui a été investigué pour la première fois en 1999 

(Simon et al., 1999).  

Jusqu’ici il est communément admis que la FHHNC est associée à des mutations dans 

CLDN16 et CLDN19. Claudin-16 interagirait avec Claudine-19 pour former des 

hétéromultimères dans les jonctions serrées dans le tube ascendant de Henle dans le rein et 

forment des pores impliqués dans la réabsorption paracellulaire du calcium et du magnésium 

(Hou et al., 2009). 

Dans cette étude, l’examen dentaire de 5 patients sans lien de parenté, et présentant une 

FHHNC due à des mutations du gène CLDN16 a mis en évidence une AI chez tous ces patients. 

Alors que l’expression de claudin16 était principalement décrite dans le rein, nous avons 

recherché et identifié pour la première fois l’expression de Cldn16 dans les jonctions serrées des 

améloblastes sécréteurs de germe dentaire par RT-PCR (Fig.34) et immunohistochimie (Fig.46). 

Les dents de souris étant de bons modèles pour étudier les mécanismes impliqués dans des 

pathologies dentaires humaines, nous avons utilisé le modèle murin de la pathologie, la souris 

KO Cldn16, afin étudier les effets de la perte de fonction de la protéine.  

Nos observations dentaires ont montré un phénotype similaire à celui observé chez les 

patients. Les souris KO Cldn16 présentaient une perte sévère d'émail révélant sur les molaires la 

dentine sous-jacente, et un retard de minéralisation de l’émail sur les incisives inférieures 

(Fig.32).  

La souris Cldn16 -/- reproduisant bien le phénotype humain, nous avons donc recherché les 

mécanismes à l’origine des défauts de l’émail. 

L’analyse par microscopie à transmission des jonctions serrées d’améloblastes sécréteurs 

montre une altération de la structure de ces jonctions chez les souris KO (Fig.40). Nos résultats 

suggèrent que les anomalies de l'émail observées chez les patients présentant une FHHNC et les 

souris Cldn16 -/- souris ne peuvent pas être attribuées uniquement aux conséquences de la maladie 

rénale et aux troubles métaboliques qui ont suivi, mais seraient directement liées à la perte de 

fonction de CLDN16 au sein de l'émail en formation. 

Les jonctions serrées ou étanches/imperméables/occlusives (dites zonula occludens) sont 

impliquées dans le maintien des propriétés des milieux au sein de compartiments donnés, comme 

par exemple la grande acidité (pH de 1 à 2) de l'intérieur de l'estomac. La structure de la jonction 

étant altérée dans les améloblastes Cldn16 -/- nous nous sommes intéressé à l’impact de cette 

altération sur le pH de la matrice de l’émail en formation. Nous avons mis en évidence que la 
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mutation de Cldn16 conduisait à une diminution de 0.3 unité de pH dans la matrice de l’email en 

formation (Fig.43). Nous savons que la croissance des cristaux d’émail implique une balance 

entre l’acidification et la neutralisation du pH de l’émail immature, ainsi que l’élimination des 

fragments protéiques.  

Le traitement des protéines de matrice de l'émail par MMP20 et KLK4 est essentielle au 

processus normal d’amélogenèse. Or l’activité de la MMP-20, qui permet la dégradation des 

protéines de l’émail est sensible au pH (Fukae et al., 1998). Nous avons mis en évidence par 

zymographie in situ chez nos souris mutées pour le gène Cldn16 une diminution significative de 

l’activité de la MMP20 (Fig.42). La diminution du pH dans la matrice amélaire en cours de 

formation altérerait donc directement l’activité protéolytique de la MMP20 des souris KO 

Cldn16 -/-. 

Dans notre étude, nous avons constaté en Western blot (Fig.45), que synthèse de protéines 

telles que l’amélogénines et l’énaméline était augmentée. L’expression d’Amelogénin et 

d’enamelin par hybridation in situ (Fig.44) n’a pas montré de différence entre les individus 

sauvages et mutés, suggérant donc une accumulation des protéines de la matrice de l’email 

caractéristique de l’AI. 

 

Grace au modèle KO Claudin-16, nous avons mis en évidence que la perte de la fonction 

de la proteine affectait la structure et avait un effet sur l’environnement local de l’émail en 

formation. Afin de mieux comprendre le rôle des claudines au cours de l’amélogenèse, nous 

avons étudier un deuxième modèle de souris invalidé pour un gène codant pour une autre protéine 

Claudine, la claudine-3, dont une fonction de barrière et non de pore est décrite dans la 

perméabilité paracellulaire au niveau de la jonction serrée (Günzel, D. et al; 2013). 

L’imagerie obtenue grâce au micro CT m’a permis de mettre en évidence la présence de 

défauts de l’émail chez la souris KO pour le gène Cldn3. J’ai pu mettre en évidence une 

expression de cette protéine au niveau rénal et mais également à l’extrémité apicale des 

améloblastes sécréteurs, tout comme pour Cldn16. L’imagerie en TEM (Fig.40) et SEM (Fig.41) 

montre des résultats très similaires à ceux obtenus avec les souris ko pour le gène Cldn16, et 

soutiendrait l’hypothèse du rôle crucial des Claudines dans l’amélogenèse. Nous avons 

également pu confirmer sur ce modèle invalidé pour le gène Cldn-3, que la perte de fonction des 

Claudines entrainait une accumulation des protéines de l’email dans la matrice par analyses 

Western blot. 
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À ce jour, aucune maladie humaine n'a été signalée comme étant associée à la mutation 

CLDN3. Il est cependant intéressant de noter que la micro délétion chromosomique sur la région 

q11.23 d’un des chromosomes 7 humain, observée dans le syndrome de Williams-Beuren, 

entraine la suppression de plusieurs gènes dont Cldn3 (Dutra et al., 2011). Etonnamment, cette 

maladie génétique rare, identifiable dès l’enfance, associe des anomalies dentaires et des 

désordres rénaux, en plus de malformations cardiaques, retard psychomoteur, dysmorphie du 

visage, hypercalcémie néonatale (Campos-Lara et al., 2012).   

 

De façon intéressante, en utilisant ces deux modèles, nous avons mis en évidence que la 

structure des jonctions serrées était affectée par la déficience d’une claudine quelle que soit son 

rôle (barrière ou pore).  

Les claudines sont associées à des protéines telles que ZO1 qui interagit avec la spectrine 

qui est reliée aux microfilaments d’actine du cytosquelette. 

Les jonctions serrées sont requises dans l’établissement et le maintien de la polarité 

cellulaire. Des études ont émis l’hypothèse que les jonctions intercellulaires constituent un 

domaine préférentiel d’arrimage des vésicules de transport (Louvard, 1980). De plus, les 

protéines Rho et de Rac impliquées dans le maintien de l’intégrité des jonctions serrées jouent 

également un rôle crucial dans la dynamique du cytosquelette d’actine. Ainsi, la présence de ce 

qui semblerait être des vésicules renfermant des protéines de l’email observée récemment pour 

les immunohistochimies chez nos souris invalidées pour les Claudins-16 et 3, pourrait confirmer 

ces observations. Ce qui mettrait en évidence une éventuelle perturbation du trafic des protéines 

de l’émail lorsque la structure des jonctions serrées est affectée par la perte de fonction des 

claudines. 
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CHAPITRE 3 : IDENTIFICATION D’UN 
NOUVEAU GENE, TRIP10, IMPLIQUE 
DANS LA DYSPLASIE DENTINAIRE 

1 Introduction 

1.1 Le gène Trip 10 
Le gène Trip 10 (Thyroid hormone receptor interactor 10) code pour la protéine CIP4 

(CDC42-interacting protein 4). Elle est un membre de la famille des protéines à domaine F-BAR 

(Fes / CIP4 homologie-Bin / Amphiphysin / Rvs), qui fait elle-même partie de la super famille 

du domaine BAR (Bin / Amphiphysin / Rvs). 

La localisation subcellulaire de CIP4 est la suivante : membrane cellulaire (Liu et al., 

2015), cloche de phagocytose (Dombrosky-Ferlan et al., 2003), cytosquelette (Aspenström, 

1997), cortex cellulaire (Leibfried et al., 2008), lysosome (Hu et al., 2009), appareil de Golgi 

(Larocca et al., 2004). Cette protéine serait requise dans de nombreux processus, notamment pour 

la translocation de GLUT4 vers la membrane plasmatique en réponse à la signalisation de 

l'insuline. Sa translocation vers la membrane plasmique en réponse à la stimulation par l'insuline, 

pourrait nécessiter l’activation de RHOQ « Ras Homolog Family Member Q » (Cheng et al., 

2005) (Saltiel and Pessin, 2003). 

CIP4 favoriserait l'invagination de la membrane et la formation de tubules (Itoh et al., 

2005). Elle coordonnerait la polymérisation de l'actine qui entrainerait la fission des tubules 

membranaires pour former des vésicules d'endocytose. En effet, cette protéine possède un 

domaine F-BAR (Bin–Amphiphysin–Rvs F). C’est ce domaine hautement conservé, constituant 

un dimère (Figure 47.A). Frost et al. (2008) ont montré que seulement 10 acides aminées sont 

localisé dans les sites de liaison entre le domaine F-BAR et la membrane cytoplasmique 

(Fig.47.B). 
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Figure 47 : TRIP10 

(A) Représentation de la structure quaternaire du TRIP10 (homodimère), (B) Image de microscopie cryo-

électronique du domaine F-BAR et de la membrane cytoplasmique. Les acides aminés qui sont responsables de 

cette liaison sont présentés en couleur bleu dans la représentation schématique en bas (Frost et al. 2008). 

 

Ce domaine se lie avec la membrane cytoplasmique, ce qui initierait la courbure de la 

membrane (Liu et al., 2015) et la scission de la vésicule d’endocytose dépendante de la clathrine, 

par le domaine d’interaction entre SH3 (pour SRC Homology 3 Domain) et des protéines 

partenaires (Fig.48). 

 

 

 

Figure 48 : F-BAR 

a) Structure du domaine F-BAR. b) Courbure de la membrane causée par les protéines du domaine F-BAR 
(D'après Liu et al., 2015). 

 

Ce processus entraînerait des changements dynamiques de la membrane et serait impliqué 

dans diverses fonctions biologiques cellulaires importantes (Fig.49.B), comprenant l'endocytose, 

mais également la phagocytose, la formation de filopodes, lamélipodes, la cytokinèse, 

l’adhérence, et la formation de podosomes, par l'intermédiaire de voies de signalisation distinctes 
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déterminées par des domaines de liaison spécifiques aux protéines partenaires (Fig.49.A). 

 

Figure 49 : Fonctions biologiques F-BAR 

A) Les différents intervenants dans le mécanisme de changement dynamique des membranes. B) L’accrochage 

de Cip4, protéine du domaine F-BAR, à la membrane cellulaire participerait à d’endocytose et la formation des 

lamellipodes (D'après Liu et al., 2015) 
 

La protéine WASP (pour protéine du syndrome de « Wiskott-Aldrich ») serait recrutée, via 

le domaine SH3 à l'extrémité C-terminale pour se lier à la dynamine GTPase et lancer la scission 

de la vésicule d’endocytose dépendante de la clathrine (Figure 57). En outre, il a été montré que 

Cdc42 interviendrait, avec Par6 et des protéines contrôlant la polymérisation de l’actine comme 

Wasp et Arp2/3, son partenaire Cip4 et la dynamine, dans la scission des vésicules lors de 

l’endocytose d’E-cadherin (Leibfried et al., 2008 ; Georgiou al., 2008). Grâce à ce domaine SH3, 
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CIP4 interagirait également avec ces protéines riches en proline tels que WASP, neural (N) –

WASP, WAVE (pour WASP-family verprolin-homologous protein), afin d’entrainer des 

changements de conformation de ces protéines, conduisant à la polymérisation de l'actine. Cette 

polymérisation provoquerait diverses courbures de la membrane cellulaire, induisant alors le 

trafic endosomal, et la formation de filopodes. 

1.2 Implication du gène Trip 10 dans la forme autosomique récessive de la 
DD-I 
Cherkaoui J. et al., (2013) rapporte qu’une famille marocaine présentant une dysplasie 

dentinaire de type I avec microdontie qui touche les racines est clairement transmis sous un mode 

autosomique récessif (Fig.50). Quatre des membres de la famille, nés de parents apparentés sains, 

sont porteurs de caractéristiques typiques de la dysplasie dentinaire de type I. Les auteurs ont 

exclus le principal gène causal DSPP, tout comme le gène SMOC2 qui a récemment été identifié 

(Bloch-Zupan et al., 2011b) comme un gène responsable de cette maladie avec une microdontie 

et déformation des dents. 

 

 

Figure 50 : Arbre généalogique de la famille dont certains membres sont atteints par la dysplasie dentinaire de 

type I avec les radios panoramiques et le génotypage du variant c.415C>G du gène TRIP10. 

 

Cette famille représente une nouvelle description du mode autosomique récessif de la 

dysplasie dentinaire de type I, décrite pour la première fois.  
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Deux membres de la famille qui appartiennent à deux fratries différentes (ESaa et ERan, 

Figure 1) ont fait l’objet d’une approche de cartographie par homozygotie en utilisant une puce 

SNP.  

Dans le but de déterminer la variation responsable de la maladie, un patient atteint de la 

première fratrie (ESaa) a été sélectionné pour un séquençage de l’exome (Cherkaoui Jaouad et 

al., 2013). L’analyse des résultats a abouti à mettre en évidence la variation c.415C>G du gène 

TRIP10 qui se trouve dans un acide aminé conservé (Arg139). Les patients atteints sont 

homozygotes G/G et les patients sains sont hétérozygotes C>G sauf pour la patiente EKha qui 

est homozygote G/G avec un phénotype qui ressemble au patients non atteints (Fig.50). Cela 

nous permet de proposer une pénétrance incomplète de cette maladie chez la famille étudiée. 

Cette variation se trouve sur l’Arg 139, acide aminé substitué en Gly chez les patients atteints de 

la famille étudiée dans le domaine F-BAR de la protéine TRIP10 (Fig. 47). 

Notre hypothèse vise à déterminer si le variant pArg139Gly altère la liaison du domaine F-

BAR de la protéine TRIP10 avec la membrane cytoplasmique dans le but de proposer une piste 

permettant d’expliquer les manifestations dentaires.  

2 Matériel et méthodes 

2.1 Les patients 
L’arbre généalogique (Fig.51) et l’histoire de la famille suggère une transmission 

autosomique récessive de cette forme de dysplasie. 

L’examen clinique du patient III.1 (Fig.52.A), complété par une radiographie panoramique 

(Fig.52.B) révèle les traits caractéristiques d’une DDI, avec un aspect normal de la couronne, une 

perte précoce des dents primaires conduisant à une édentation et des racines courtes et une 

mobilité sévère pour les dents résiduelles. 
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Figure 32 : Représentation généalogique de la famille étudiée. 

 

 

 

Figure 52 : Phénotype dentaire du patient III.1 âgé de 10 ans. 

A) Photographie orale. B) Radiographie panoramique 

 

2.2 Les techniques utilisées 

2.2.1 Analyse micro CT d’une dent d’un des patients 
La molaire d’un patient est recueillie après extraction au cours du traitement orthodontique 

avec son consentement selon les directives éthiques fixées par la loi française et avec une 

autorisation spécifique pour notre équipe (n°DC- 2009-927, Cellule Bioéthique DGRI / A5, Paris, 

France). 

La dent a été numérisée à l'aide d'un dispositif à rayons X Micro -CT- haute résolution 

(Quantum FX Caliper Life Sciences, Perkin Elmer, Waltham, MA). Les acquisitions sont 

réalisées avec une taille de voxel de 20 µm (90 kV, 160 mA, 180s). Le rendu Tridimensionnel 

est ensuite réalisé en utilisant le logiciel open-source OsiriX imagerie (v3.7.1, distribué sous 

licence LGPL, Dr A. Rosset, Genève, Suisse). 
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2.2.2 Extraction des ARN totaux et RT-PCR 
Se référer au chapitre 2 (2.2 p43). 

L’estomac, le cœur ainsi que les germes de molaires de souris sauvages J3PN (n=3) sont 

récupérés et les ARN totaux extraits. 

Pour l’amplification par PCR, des amorces sont définies afin d’amplifier les régions 

spécifiques du gène Trip10 humain et murin recherchés (Tableau 7). Les cycles de PCR 

consistent en une étape de pré-incubation initiale (94°C pendant 5 min), suivi par 28 cycles 

d'amplification (94°C pendant 30 s, 55°C pendant 45 s, 72°C pendant 30 s).  

 

Nom 

gene 

N° Sequence reference 

NCBI 

Primer Sens 

 

Primer Antisens 

 

Taille 

amplicon 

Trip10m Variant 1 : NM_001242389.1 

Variant 2 : NM_001242390.1 

Variant 3 : NM_134125.4 

Variant 4 : NM_001242391.1 

5’AGCAGAGAAAGC

GACTTCAG3’ 

5’TTGTCCTGGGAT

CCACTGTT  3’ 

380pb 

Trip10h Variant 1 : NM_001288962.1  

Variant 2 : NM_004240.3 

Variant 3 : NM_001288963.1 

5’GTCCAAATTCAGC

CAGCAAC 3’ 

5’TTGGCTATTATG

GGCACCAC 3’ 

549pb 

Tableau 7 : Séquences des amorces utilisees pour amplifier l’ADNc. 

 

2.2.3 Analyse de l’expression des ARNm Trip10 par Hybridation in situ 
Se référer au chapitre 2 (2.3.3 p47). 

Les extractions d'ARN sont effectuées à partir de germe de molaire J3PN de souris 

sauvages C57. 

Les sondes d'ARN sont synthétisées par amplification par PCR de l’ADNc en utilisant des 

primers spécifiques de la séquence du gène Trip10 murin auxquels j’ajoute à chaque extrémité 

les séquences du promoteur (Tableau 8) :  

Sp6 pour le primer Forward afin de générer la sonde sens 5’ → 3’. 

T7 pour le primer Forward afin de générer la sonde antisens 3’ → 5’ 

Nom gene Expression Primer For  

Sens 5’ → 3’ 

Primer Rev  

Sens 3’ → 5’ 

Taille 

amplicon 

Trip10m germe Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur Sp6 

5’ATTTAGGTGACACTATAG

AGCAGAGAAAGCGACTTC

AG3’ 

Primers pour amplification du 

cDNA par PCR avec primers 

contenant le promoteur T7 

5’TAATACGACTCACTATAGG

GTTGTCCTGGGATCCACTGT

T3’ 

380pb  

Tableau 8 : Récapitulatif des sondes synthétisées. 
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Dans le but d’augmenter le niveau du signal en hybridation in situ, un Ac secondaire, dirigé 

contre l’Anticorps anti DIG UTP lui-même couplé à la phosphatase alkaline est ajouté dilué au 

1/4000ème dans MABT et 2% Blocking Reagent (sans sérum de chèvre ni BSA) puis incubé 

durant une heure à température ambiante. 

2.2.4 Culture de cellules souche de pulpe dentaire humaine (hDPSC) 
Les cultures de cellules souches pulpaires humaines sont issues de la mise en culture de la 

troisième molaire d’un patient sain. Ces cellules m’ont été fournies au 3ème passage (au-delà du 

5ème passage elles perdent leur potentiel de différenciation et dérivent vers un phénotype 

fibroblastique) à 37°C avec 5 % de CO2 dans du milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) 

avec 1 g de glucose / litre, supplémenté de 10% de sérum fœtal bovin et 1% de 

pénicilline/streptomycine. 

2.2.5 Transfection transitoire sur cellules hDPCS d’un plasmide contenant le gène 
Trip10 muté 

La construction du vecteur plasmidique GFP-TRIP10 (Fig.53) a été fournie par le Pr. James 

R. Goldenring (École de médecine de l'Université Vanderbilt, Nashville, États-Unis). Cette 

construction a été élaborée de la manière suivante : la séquence complète du cDNA de TRIP10 

qui avait été clonée dans le plasmide pRK5, comme décrit dans l’article de (Tian L. et al. 2000), 

a été utilisée comme matrice pour cloner TRIP10 dans le vecteur pEGFP-N1 (Clontech) en 

utilisant les sites de restriction enzymatiques EcoR1 et SalI fusionné à l'extrémité N-terminale de 

la GFP (green fluorescent protein). Par la suite, à partir de cette construction, une mutation sur 

le gène Trip 10 sauvage (415C> G) a été introduite par la technique de mutagenèse dirigée par 

PCR classique. Les constructions contenant la version sauvage et mutante de GFP-TRIP10 m’ont 

été fournies amplifiées et purifiées.  

Elles sont exprimées chez les cellules DPSC humaines par transfection transitoire de 20,5 

µg d'ADN plasmidique en utilisant 8μl Lipofectamine LTX (Invitrogen par Life Technologies) 

en suivant les instructions du fabricant (fig.54) après optimisation des conditions de transfections. 

Les cellules sont transfectées à 70% de confluence dans des puits de 35mm puits et la 

fluorescence est détectée 24 heures après en utilisant un microscope confocal « IX 81 Spinning 

disque microscope confocal » (OlympusZeiss) à l'objectif 63X. Les acquisitions sont faites avec 

ORCA R2 (HAMAMATSU). Des paramètres d'imagerie identiques sont utilisés pour toutes les 

acquisitions. L’analyse de l’intensité de fluorescence est réalisée à l'aide de «ImageJ homemade 

routines « (http://imagej.nih.gov/ij/). Des niveaux de seuil identiques sont utilisés pour les images 

réalisées sur les transfections de plasmide sauvages et mutants. 
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Figure 53 : Représentation schématique du vecteur plasmidique Plasmide : pEGFP-N1-TRIP10. 

(Pr James Goldenring (Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN, USA) transfécté dans les cellules 

DPSC humaines 

 

 

 
Figure 54 : Représentation schématique du protocole de transfection avec la lipofectamine LTX. 

 

2.2.6 L’immunohistochimie sur cellules hDPCS 
L’immunofluorescence est réalisée sur dDPSC humaine afin de détecter la protéine Trip 

10.  

Pour cela les cellules sont cultivées sur des lamelles. Après rinçage au PBS1X, elles sont 

fixées avec 4 % de formaldéhyde 15 minutes. 

Après rinçage dans du PBS, je bloque ensuite la fixation non spécifique des anticorps aux 

tissus par incubation à température ambiante pendant 60 min dans 10% de sérum de chèvre et 

1% d'albumine de sérum bovin (BSA) dans du PBS. Je procède ensuite à l’incubation avec 
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l’anticorps monoclonal de lapin Trip10 (anti-cip4 réf. ab108313 Abcam) à 1/100, une nuit dans 

une chambre humide à 4°C. Après rinçage au PBS, les lames sont ensuite incubées pendant 60 

min en chambre humide à l’obscurité avec anticorps secondaire de chèvre anti - Ig G de lapin 

couplé à l’Alexa Fluor (réf. A21429 Invitrogen) au 1/500 PBS contenant 1% de BSA. 

 

Pour exclure une liaison non spécifique, les contrôles sont effectués en omettant l'anticorps 

primaire. Enfin, après rinçage au PBS 1X et coloration DAPI pour marquer les noyaux par une 

incubation 10min à température ambiante, les coupes sont ensuite montées entre lame et lamelle 

au Mowiol (permet conserver la fluorescence dans le temps). 
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3 Résultats 

3.1 Analyse de la dentine de patients par imagerie en micro tomographie à 
rayon X 
Afin vérifier si des modifications anatomiques de la dentine et des racines étaient induites 

par la mutation, nous avons caractérisé par analyse micro CT la structure dentinaire de dents de 

patients atteints par la mutation Trip10   

L’analyse micro CT révèle une dentine fortement endommagée au niveau de la couronne 

et des racines anormalement courtes (Fig.55). Ces données suggèrent que la dentine et l'ancrage 

de la dent dans le parodonte ont été modifiés chez les patients homozygotes pour la mutation 

TRIP10 Arg139Gly. 

 

 

 
Figure 33 : Phénotype dentaire de la molaire de patients Trip10 par imagerie au micro CT. 

A) Patient sain B) Atteint par la mutation Trip10 par imagerie au micro CT. e = émail ; d = dentine ; p = 

pulpe ; r = racine. 

3.2 Analyse de l’expression de TRIP10 dans la dent 

3.2.1 Analyse de l’expression Trip10 par RT- PCR 
J’ai voulu vérifier l’expression de Trip 10, que ce soit pour la dent humaine ou chez la 

souris (puisque ce modèle est ensuite utilisé pour l’analyse en hybridation in situ. En effet, les 

coupes en cryostat seront plus aisées sur des dents de souris non décalcifiées plutôt que des dents 

humaines nécessitant une décalcification et par conséquent des risques de décollement des tissus 

augmentés en hybridation in situ, avec les nombreuses étapes d’incubation en bain à des 

températures élevées).  

Trip 10 est connu être fortement exprimé dans le cœur chez la souris, je l’utilise donc 

comme témoin positif. 

Il n’est pas exprimé dans l’estomac, qui me sert de contrôle négatif. 

L’expression de l'ARNm de Trip10 par RT-PCR est confirmée aussi bien dans la dent 

humaine, (au niveau de la pulpe et de la racine), que sur le germe dentaire murin (Fig.56). 
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Figure 56 : Expression de Trip10 par RT-PCR réalisée sur différents tissus. 

A) humains (dent patient sain) B) De souris sauvage C57. 

3.2.2 Analyse de l’expression par Hybridation in situ 
J’ai voulu étudier la localisation de l’expression de Trip10, au niveau du transcrit, par 

hybridation in situ. L’ARN messager de Trip10 a été localisée dans les odontoblastes et la gaine 

épithéliale de Hertwig dans le germe de souris sauvage C57 (Fig.57). Trip 10 est donc bien 

exprimé pendant la formation de la racine dentaire. 

 

 

 

 

Figure 57 : HIS coupes frontales cryostats mandibule sur des souris C57BL/6 sauvages deux jours après la 

naissance. Fleche rouge : localisation des ARNm de Trip10. 

a = ameloblastes. o = odontoblastes. 
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3.3 Effet de la mutation p.Arg139Gly sur la protéine Trip10 

3.3.1 Localisation de la protéine Trip 10 sauvage par immunohistochimie sur 
cellules DPSCh sauvages 

Afin de confirmer la localisation de la protéine Trip10 sur notre modèle cellulaire, nous 

avons réalisé une immunohistochimie. Le marquage nucléaire au dapi permet de mettre en 

évidence les noyaux cellulaires.  

Localisation de la protéine est observée au niveau du cytosquelette et des filopodes des 

DPSCh (Fig.58). 

  

Figure 58 : Immunohistochimie sur cellules DPSCh sauvages (cellules souches de la pulpe dentaire humaine). 

Avec anticorps anti-Trip10 (en rouge). En bleu coloration des noyaux par le Dapi. Fleche blanche : zone de 

marquage. 

3.3.2 Localisation de la protéine Trip 10 après transfection de la version sauvage 
et mutée de Trip 10 sur cellules DPSCh  

Afin d’évaluer l’implication potentielle de la mutation sur la délocalisation de la protéine 

à la membrane, j’ai réalisé des transfections transitoires de la version mutée et sauvage de Trip 

10 dans les cellules souches de la pulpe dentaire. 

Pour les cellules DPSCh transfectées avec la forme sauvage, la localisation de la protéine 

est retrouvée au niveau du cytosquelette et des filopodes alors que pour la forme mutée la 

localisation est complétement perturbée et semble d’avantage nucléaire (Fig.59). Ce qui suggère 

donc que la surexpression de la forme mutée du gène Trip 10 après transfection transitoire sur 

des cellules DPSCh altère nettement la localisation de la protéine.  

Nous démontrons pour la première fois sur des cellules souches de la pulpe dentaire 

l’abolition de la localisation membranaire de la protéine liée à la mutation p.Arg139Gly. 

Résultats obtenus par Frost et al, en 2008, sur des cellules COS7 montrant cette même abolition 

liée à une mutation de la protéine Cip4. 
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               a)                                                                                           b)  

 

Figure 59 : Localisation de la protéine Trip 10 après transfection de la version sauvage et mutée de Trip 10 sur 

cellules DPSCh. 

a) Après transfection du plasmide contenant la forme sauvage du gène Trip 10 il y a formation tubulaire 

homogène et localisation membranaire de la protéine. b) Après transfection du plasmide contenant la forme 

mutée du gène Trip 10 il y a altération de la formation tubulaire et modification de la localisation de la 

protéine. 
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4 Discussion 
La DD-I est une maladie héréditaire autosomique dominante rare qui porte gravement 

atteinte à la formation de la dentine au niveau des racines dentaires, ce qui provoque la perte de 

dents. Jusqu’à présent seule des mutations sur la protéine SMOC2 (qui régulerait les interactions 

entre les cellules et la matrice extracellulaire et jouerait un rôle majeur dans le développement 

dentaire) avait été rapportée dans des cas de DD-I, selon un mode de transmission autosomique 

récessive inhabituelle associée à une microdontie et des dents difformes dans une famille 

hautement consanguine (A. Bloch-Zupan et al., 2011).  

 

Pour ce projet, nous avons identifié un nouveau gène impliqué dans la DD-I, le gène 

TRIP10, en identifiant une mutation homozygote 415C> G (p.Arg139Gly) dans une grande 

famille consanguine marocaine. Cette variation c.415C>G du gène TRIP10, se trouve dans un 

acide aminé conservé (Arg139) pour lequel 2 logiciels de prédiction in silico (SIFT et PolyPhen) 

suggère un effet délétère de la protéine. 

Afin d'élucider l’effet de cette substitution sur le gène TRIP10, j’ai donc comparé la 

localisation de la protéine TRIP10 mutée et fusionnée à la GFP, à la localisation de la protéine 

sauvage dans les cellules hDPSC. J’ai montré que la mutation Arg139Gly semblait abolir la 

localisation membranaire de la protéine TRIP10 (figure 58B). Il serait intéressant de confirmer 

ces observations, par des techniques de colocalisations par exemple, avec des anticorps 

spécifiques de la membrane cellulaire, tel qu’un anticorps anti_STRO1 ou CD146, sur nos 

cellules transfectées. Un fractionnement subcellulaire par centrifugation en gradient de densité 

(sucrose par exemple) sur nos cellules transfectées sauvages comparées aux mutées, nous 

permettrait de regarder si nous parvenons encore à détecter Trip 10 dans une fraction 

membranaire de nos cellules mutées. 

Nous avons vu que CIP4 jouerait un rôle clé dans la régulation la courbure de la membrane 

cellulaire (Liu et al., 2015) et que la capacité de la membrane cellulaire à atteindre ces 

dynamiques est serait fortement déterminée par la collaboration entre le cytosquelette d'actine et 

les protéines en interaction avec la membrane (figure 48). 

Nous avons pu démontrer par immunohistochimie sur cellules DPSCh sauvages la 

localisation de la protéine CIP4, au niveau du cytosquelette et des filopodes des DPSCh. 

Dans une étude de Tsuji E et al, en 2006, il a été rapporté que CIP4 pourrait jouer un rôle 

déterminant dans l’adhérence cellule-cellule médiée par la β-caténine.  En effet, un variant 

d'épissage alternatif de la protéine CIP4, a pu être identifié chez les patients atteints d'un 

carcinome à cellules rénales. Ce variant code pour un codon d'arrêt prématuré, qui entraînerait la 
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formation d’agrésomes ubiquitinylées et la perte du site de phosphorylation de la tyrosine de la 

β-caténine, proposée comme un mécanisme de régulation de la stabilité des jonctions adhérentes 

cellules – cellules. Il serait donc intéressant de regarder si le transport des β-caténine, de la 

membrane cellulaire vers les agrésomes cytoplasmiques (de Tsuji E et al, 2006), serait également 

endommagé dans le cas d’une mutation Arg139Gly de Trip 10, et pourrait avoir un impact sur la 

formation de la dentine au niveau des racines en induisant de ce fait une DDI.  

D’autant plus que dans la littérature, il a été montré que la  ß-Caténine serait impliquée 

dans la formation de la dentine (Kim et al. 2011; Bae et al. 2013) en particulier au niveau des 

racines (Kim et al. 2013). De façon intéressante, nos résultats mettent en évidence l’expression 

de Trip10 spécifiquement localisée dans les odontoblastes et la gaine de Hertwig par hybridation 

in situ. Nous avons également identifié l’expression de l'ARNm de TRIP10 dans la pulpe dentaire 

humaine ainsi que dans la racine dentaire humaine par RT-PCR. 

La formation des racines est liée à la gaine épithéliale de Hertwig, qui est un élément central 

de l'édification radiculaire. Il a été montré que la voie de signalisation Wnt / β-caténine dans le 

mésenchyme dentaire pourrait être essentielle pour la formation des racines et que l’inactivation 

de la β-caténine dans les odontoblastes en développement produit des molaires dépourvues de 

racines et incisives excessivement minces (Kim et al., 2013). De plus, d’autres études montrent 

que la stabilisation constitutive de la β-caténine dans le mésenchyme dentaire, liée à l'activation 

de la signalisation médiée par SMAD4 (Son of Mothers Against Decapentaplegic protein 4), 

conduit à la formation de racines anormalement courtes avec un cément épais associée à une 

différenciation des odontoblastes et une homéostasie du phosphate perturbées (Bae CH et al., 

2013). La signalisation épithéliale SMAD4 serait également essentielle pour l’élongation HERS 

et régulerait le sort du mésenchyme dentaire. Cette étude souligne la complexité de ce dialogue 

moléculaire entre la voie de signalisation Wnt / β-caténine et les autres voies mentionnées et leur 

rôle majeur dans la formation des racines. 

 

Nos résultats suggèrent ainsi un mécanisme potentiel de dérégulation la localisation 

membranaire de la protéine TRIP10 dans un cas DD-I récessive, induit par le variant de la 

protéine CIP4. Aujourd’hui afin d’investiguer plus avant sur l’implication de la mutation dans la 

dérégulation de la voie Wnt / β-caténine, il nous faudrait envisager par exemple de réaliser de la 

RT-PCR quantitative sur nos cellules transfectées et de regarder l’impact de la mutation sur 

l’expression de gènes tels que Ctnnb1 (Catenin Beta 1) gène codant pour la β-caténine, ou Axin2, 

Wnt10a tous deux intervenants dans la voie wnt et connus pour être impliquées dans la 

maturation des odontoblastes et la formation des racines (Bae et al. 2015). Il serait intéressant de 
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compléter nos données par de l’immunocytochimie en utilisant des anticorps dirigés contre la β-

caténine ou Wnt10a sur nos cellules transfectées, et en immunohistochime sur des coupes 

réalisées sur des souris mutées c.415C>G sur le gène TRIP10. 

Enfin, le modèle murin dont nous ne disposions pas pour cette étude, est une approche 

complémentaire, qu’il faudrait envisager pour la suite de ce travail.  
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION GENERALE 
ET PERSPECTIVES 

Ce travail a permis de mettre en évidence l'implication de deux gènes dans deux pathologies 

dentaires affectant la minéralisation de la dent, et cela, sur deux tissus différents : l’émail et la 

dentine. Ces tissus sont très complémentaires, puisqu’ils interagissent à la jonction email-dentine. 

Lors de l’odontogenèse les odontoblastes sécréteurs déclencheraient l’amelogenèse, 

l’améloblaste pré-sécréteur pouvant devenir sécréteur et sécréter la première couche d’émail au 

contact de la dentine.  

Mais du fait leur origine embryologique différente, l’épithélium odontogène (dérivé de 

l’ectoderme pour l’émail) et le mésenchyme (dérivé des crêtes neurales céphaliques) pour la 

dentine, les mécanismes de formation de l’émail et la dentine sont cependant spécifiques.  

Il était très intéressant pour moi de pouvoir travailler sur ces deux types de tissus dentaires 

minéralisés pour lesquels j’ai pu adapter différentes démarches expérimentales. 

 

La première démarche a associé une étude in vivo au diagnostic clinique, en bénéficiant 

d’un modèle murin de pathologie humaine pertinent, souris cldn16 -/-. Cette première partie de 

mon projet a permis d'étudier plus en profondeur les mécanismes impliqués dans des anomalies 

de formation de l’émail, afin de d’expliquer l’AI diagnostiquée chez des patients atteints de 

FHHNC dues à des mutations du gène CLDN16. De plus, c’est la première fois qu’une protéine 

de jonctions serrées est mise en cause dans une pathologie dentaire. Nos résultats suggèrent que 

la perte de fonction de Claudine-16, en modifiant des facteurs extracellulaires tels que le pH, 

altèrerait l'activité enzymatique de la MMP-20 affectant ainsi le traitement des protéines de la 

matrice de l'émail et la formation de l'émail. Ce mécanisme expliquerait les défauts observés à la 

fois chez les patients atteints de FHHNC et les souris Cldn16 - / -. Il serait intéressant de réaliser 

des analyses complémentaires et d’étudier plus en détail la perméabilité paracellulaire et le 

transport transcellulaire, en particulier les protéines impliquées dans le transport du bicarbonate 

et la régulation du pH, pour comprendre les mécanismes impliqués dans la diminution de pH 

chez la souris Cld16-/-.  

Afin d’étudier le transport transcellulaire de l’ion H + dans l’épithélium de l’émail des 

souris déficientes en claudines, nous sommes actuellement en train d’étudier en Western blot, le 

niveau d’expression de transporteurs ioniques telles que la V-ATPase. Cette enzyme est en effet 

connue pour intervenir dans l’acidification de la matrice extracellulaire en libérant des protons 
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au niveau du pole apical des améloblastes (Josephsen et al., 2010). De plus, nous  envisageons 

d‘étudier l’activité de cette pompe à proton en utilisant un inhibiteur de cette pompe, la 

vinblastine, qui a été montré comme dérégulant le pH de l’émail en surface durant la maturation 

dans les ameloblastes chez le rat  (Damkier et al., 2014). 

La microdissection laser, est également une technique envisagée afin de réaliser des 

transcriptomes et étudier l’expression des gènes impliqués dans la régulation du pH qui serait 

modifiée par l’invalidation du gène Cldn16. Ces résultats nous permettront d’identifier des 

nouvelles cibles impliquées dans ces mécanismes.  

 

D’un point de vue clinique, nos travaux ont permis d’associer l’AI à l’FHHNC, et de 

souligner l’importance d’un suivi dentaire précoce et rigoureux pour les enfants atteints de 

FHHNC mais aussi de toutes maladies génétiques affectant la fonction rénale. Suite à notre 

travail, Yamaguti et al. (2017) a mis en évidence une association de l’AI à la FHHNC chez des 

patients porteurs d’une mutation sur CLDN19. Ce travail va permettre aux praticiens une 

meilleure prise en charge du patient (réhabilitation esthétique, restauration de l’efficacité 

masticatoire, prise en charge de la douleur dû par exemple à une hypersensibilité dentaire liée à 

l’AI) et de mettre en place des moyens préventifs (scellement des sillons, apport de fluor pour 

prévenir des caries), améliorant ainsi la préservation du capital dentaire. De plus, cette prise en 

charge va avoir des répercussions psychosociales pour les patients. En effet, l’émail fait la beauté 

du sourire, qui au-delà de la santé joue un rôle important dans la construction et la stabilité de 

l’estime de soi.  

Enfin, l’analyse du phénotype dentaire d’un modèle de souris invalidé pour un second gène 

de la famille des claudines, le gène Claudin-3, nous a permis de montrer l’importance de du rôle 

des claudines dans l’amélogenèse. En effet la souris KO présente un phénotype dentaire similaire 

à celui observé chez les cldn16-/-  avec une diminution du volume de l’email, un retard de la 

minéralisation de l’émail sur l’incisive à croissance continue. 

Cependant, selon les Claudines, une fonction de barrière ou de canal ionique, est assurée 

au sein de la jonction serrée. Claudin-16 assure un rôle de canal (Bronckers, 2017), alors que 

Claudin-3, joue une fonction de barrière (Günzel, D. et al; 2013). Or dans les deux cas, le défaut 

de structure des jonctions serrées en TEM est associé à une accumulation des protéines de l’émail 

et à une amélogenèse imparfaite. De plus en TEM les amas denses suggèreraient une 

accumulation actine, or chez la souris claudin 16 -/- le réseau de filament d’actine est perturbé 

au pôle sécréteur (Bardet et al, 2015). Ce résultat suggère un rôle prépondérant de la structure de 
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la jonction serrée. Il serait intéressant de regarder comment la perturbation de l’organisation du 

cytosquelette impact la fonction de l’améloblaste en particulier le trafic cellulaire associé. 

La seconde démarche expérimentale a permis d’étudier les anomalies de minéralisation de 

la dentine en se basant sur une approche in vitro. Nous avons identifié un nouveau gène impliqué 

dans la dysplasie dentinaire de type 1, le gène TRIP10, alors que deux gènes seulement avaient 

été identifiés jusque-là. En effet dans notre étude, nous montrons qu’une mutation du gène Trip 

10 homozygote 415C> G (p.Arg139Gly) serait liée à une dysplasie dentinaire de type 1. Cette 

mutation interviendrait dans l’adressage de la protéine TRIP10 à la membrane cellulaire (Frost 

et al. 2008). Lorsque la protéine est mutée, la protéine n’est pas bien adressée à la membrane et 

se retrouve dans le cytoplasme des cellules.  

Cependant, outre une bonne reproductibilité des résultats et une facilité de mise en œuvre, 

l’approche in vitro présente des limites en particulier pour modéliser et être représentative de 

situations in vivo. Les régulations physiologiques ne sont pas prises en compte comme les 

conditions environnementales. Pour notre modèle expérimental, il aurait fallu prendre en compte 

l’environnement hypoxique de la dent qui influence le phénotype des cellules : pour cela 

envisager des cultures en incubateur à hypoxie. De plus, la culture des cellules a été réalisée en 

monocouche, alors qu’une culture en 3 dimensions aurait été essentielle, puisqu’elle permet de 

replacer les cellules dans des conditions proches des conditions physiologiques. 

De plus, dans cette étude, une seule famille a été étudiée. Afin de confirmer nos résultats il 

serait intéressant de tester en diagnostic génétique le gène TRIP10 sur d’autres familles de 

patients présentant une dysplasie dentinaire de type 1 n’impliquant ni DSPP ni SMOC. Il serait 

également intéressant d’envisager l’étude du phénotype dentaire d’un modèle murin, approche 

complémentaire qui permettrait de supporter le rôle de Trip10 dans la DD-I et d’investiguer 

d’avantage le lien possible entre la famille de protéine de TRIP10 et la voie β-caténine. En effet, 

la voie β-caténine jouerait un rôle important lors de la formation de la dentine (Kim et al. 2011; 

Bae et al. 2013) au niveau des racines (Kim et al. 2013).  Ainsi, pourrons-nous par la suite 

envisager de mettre en évidence l’impact potentiel de la perte du site de phosphorylation de la 

tyrosine de la β-caténine, dû à la mutation Arg139Gly de la protéine Trip10, sur la dentinogenèse 

radiculaire. 
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CONCLUSION 

Mon projet de recherche, en étudiant les mécanismes impliqués dans les défauts de la 

minéralisation de l’émail et de la dentine a permis 1) d’identifier des nouveaux gènes et/ou leur 

implication dans des pathologies dentaires 2) d’apporter des éléments permettant une meilleure 

compréhension des mécanismes impliqués dans ces pathologies et 3) un meilleur 

accompagnement du diagnostic associé à une meilleure prise en charge des patients. Les résultats 

obtenus au cours de ces deux projets, ouvrent de nombreuses perspectives de travail. 

 

D’un point de vue plus personnel, ce projet m’a donné l’opportunité de me former à de 

nouvelles techniques : l’hybridation in situ, technique que j’ai pérennisé au sein du laboratoire et 

dont des résultats utilisant cette technique sont présentés dans ce mémoire. 
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