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RESUME 

 
Le bon fonctionnement de l'organe osseux dépend de l'activité intégrée de trois tissus majeurs: le tissu 
osseux au sens strict, la moelle osseuse et les vaisseaux sanguins. Les facteurs qui coordonnent la mise 
en place concomitante de l'angiogenèse et de l'ostéogenèse nécessaires à la formation de l'os primaire, 
c'est-à-dire au développement embryonnaire du squelette ou à la formation des cals de réparation 
fracturaire, sont encore largement inconnus. Les cellules de l'os et les vaisseaux communiquent en 
particulier grâce à des molécules d'adhésion telles que les intégrines, qui lient des composantes de la 
matrice extracellulaire. Parmi ces dernières, les "Small Integrin Binding Ligand N-Linked 
Glycoproteins" ou SIBLING, constituent un groupe de protéines matricellulaires très fortement 
impliquées dans la formation et la minéralisation osseuse, et qui inclut la Sialoprotéine Osseuse (BSP) 
et l‟Ostéopontine (OPN), une protéine fortement angiogénique et qui est un puissant inhibiteur de la 
minéralisation. BSP et OPN sont coexprimées par les ostéoblastes et les ostéoclastes, et nous avons 
tenté d‟analyser dans ce travail les synergies et les régulations croisées entre ces deux facteurs et leur 
impact sur la biologie osseuse.  
Notre laboratoire a déjà bien caractérisé le phénotype de souris présentant une extinction génique de la 
BSP (BSP-/-). Celles-ci ont un squelette hypominéralisé, et sont dès la naissance plus petites que les 
souris sauvages, avec des os longs plus courts à l‟âge adulte. L‟analyse de leur développement s‟est 
trouvée compliquée par un trouble comportemental des femelles BSP-/-, qui ne forment pas de nid 
après la mise bas. Afin d‟établir si le retard de croissance des souris BSP-/- résulte du comportement 
des mères mutantes, nous avons d‟abord réalisé des séries de croisements entre souris -/-, +/+ et +/- 
qui ont établi que le phénotype osseux des souris déficientes en BSP est d‟origine purement génétique. 
L‟analyse des souris dans les jours suivant la naissance a montré une altération de la plaque de 
croissance. Les souriceaux BSP-/- montrent aussi un taux circulant d‟OPN plus élevé, qui pourrait 
expliquer l‟hypominéralisation observé chez les souris BSP-/-, et qui suggère une compensation de 
l‟absence de la BSP par l‟OPN 
Pour tester cette hypothèse, nous avons développé un modèle d‟injection de PTH 1-84 sur la moitié 
droite de l‟os pariétal. La PTH induit localement une forte augmentation des paramètres histologiques, 
microtomographiques et moléculaires de formation osseuse dans les deux génotypes, et en particulier 
une expression accrue de l‟OPN. L‟injection in vivo de siARN antisens bloquant l‟expression d‟OPN 
ne change pas l‟effet anabolique de la PTH chez les souris sauvages. Au contraire, la PTH n‟a plus 
d‟effet anabolique sur les calvaria de souris BSP-/- lorsqu‟elle est co-injectée avec le siARN bloquant 
l‟OPN. Ces résultats suggèrent que l‟OPN pourrait remplacer la BSP dans certaines de ses fonctions, 
et que l‟absence ou la réduction simultanée de ces deux SIBLING bloque la réponse osseuse à la PTH. 
Sachant que l‟OPN est surexprimée en l‟absence de BSP et qu‟elle est fortement angiogénique, nous 
avons utilisé un modèle d‟ablation médullaire, qui permet d‟analyser sur un temps très court la 
revascularisation et la recolonisation hématopoïétique du conduit osseux. Trois jours après l‟ablation 
(J3), l‟os des souris BSP-/- présentait une densité vasculaire considérablement plus élevée que les 
BSP+/+, qui n‟était rejointe chez ces derniers qu‟à J8. La recolonisation hématopoïétique était 
également plus rapide chez les mutants. La qRT-PCR a montré en particulier une expression plus 
élevée d‟OPN et de VEGF-A dans les os ablatés de souris BSP-/-, suggérant l‟intervention de l‟un ou 
de ces deux facteurs dans la stimulation de l‟angiogenèse. 
En conclusion, la BSP est un facteur clé dans le développement osseux, dont l‟absence affecte 
l‟interaction entre l‟ostéogenèse, l‟angiogenèse et l‟hématopoïèse. L‟effet anabolique de la PTH 
nécessite, au moins dans le modèle d‟injection sur les calvaria, la coexpression de l‟OPN et la BSP. 
Ces résultats suggèrent que l‟OPN compense fonctionnellement l‟absence de BSP en réponse à ce défi 
hormonal. Un tel effet de « vicariance » contribue au phénotype des souris BSP-/-, et nos travaux 
constituent donc un début d‟analyse des interactions fonctionnelles existant entre ces deux protéines. 

 



 

 
 

ABSTRACT 
 
The bone organ integrates the activity of bone tissue, bone marrow and blood vessels and the 
factors ensuring this coordination remain still undefined. The SIBLING (Small Integrin Binding 
Ligand N-Linked Glycoproteins) family is involved in bone formation, hematopoiesis and 
angiogenesis, and it includes bone sialoprotein (BSP), and osteopontin (OPN), which is a 
highly angiogenic protein and a potent inhibitor of mineralization. These two factors are are 
coexpressed by osteoblasts and osteoclasts. In this work, we analyzed the synergies and cross 
regulation between these two factors and their impact on bone biology. 
Our laboratory has already characterized the phenotype of mice with a gene silencing of BSP 
(BSP-/-). These mice have a hypomineralised skeleton, and are therefore smaller than 
wildtype, presenting shorter long bone in adulhood. The analysis of their development has 
been complicated by a behavioral disorder of female BSP-/-, which do not form a nest after 
parturition. 
To determine whether the stunted growth of mouse BSP-/- results from the behavior of 
mutant mothers, we first performed a series of crossfoster breedings, which established that 
the bone phenotype of BSP-/- is of purely genetic origin. After birth, BSP-/- pups showed an 
altered growth plate, and a higher circulating level of OPN, which could explain the 
hypomineralization observed in BSP-/ - mice, and suggests a compensation of the lack of BSP 
by OPN. 
To test the latter hypothesis, we developed a model of intermittent injection of hPTH1-84 
over the periosteum of the right mouse hemicalvaria. PTH induced a local increase of 
histological, microtomographic and molecular bone formation parameters in both genotypes, 
in particular a higher OPN expression. Inhibition of this protein by in vivo injection of 
antisense siRNA did not change the anabolic effect of PTH in wild mice. In contrast, PTH had 
no anabolic effect on the calvaria of BSP-/- mice when it was co-injected with the siRNA 
blocking OPN. These results suggest that OPN could replace BSP in some of its functions, 
and that the simultaneous absence or reduction of both SIBLING blocks the bone response to 
PTH. 
Knowing that OPN is overexpressed in the absence of BSP and is highly angiogenic, we used 
a model of bone marrow ablation to analyze the revascularization and hematopoietic 
recolonization of bone shaft. Three days after ablation (d3), BSP-/- femurs showed higher 
vessel density than BSP+/+ mice, which reached BSP-/- values only by d8. Hematopoietic 
recolonization was also faster in the mutants. QRT-PCR showed particularly higher 
expression of both OPN and VEGF-A in ablated BSP-/- mice, suggesting the involvement of 
one or both of these factors in the stimulation of angiogenesis. 
In conclusion, BSP is a key factor in bone development; its absence affects the interplay 
between osteogenesis, angiogenesis and hematopoiesis. The anabolic effect of PTH requires, 
at least in the ectopic calvaria injection model, the coexpression of OPN and BSP. These 
results suggest that OPN functionally compensates the absence of BSP in response to an 
hormonal challenge.This compensation effect largely contributes to the phenotype of BSP-/- 
mice, and our work is but the beginning of the analysis of the functional interactions between 
these two proteins. 
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Introduction 

De nombreuses études mettent en avant la participation active des protéines de la famille des 

SIBLING (Small Integrin Binding N-Linked Glycoproteins) dans le modelage et remodelage 

osseux et vasculaire. Cette famille regroupe l‟OPN (Osteopontin), la BSP (Bone 

SialoProtein), la DSPP (Dentin SialoPhosphoProtein), la DMP1 (Dentin Matrix Protein-1) et 

MEPE (Matrix Extracellular Phosphoglycoprotein). Ces différentes protéines partagent de 

nombreuses caractéristiques biochimiques, structurales et génétiques communes. Cependant, 

l‟étude des extinctions géniques de ces protéines montre des phénotypes distincts, qui 

suggèrent l‟existence de spécificités fonctionnelles quant à leur action sur le développement, 

le remodelage, la minéralisation osseuse et l‟angiogenèse. 

Dans le présent travail, nous avons analysé l‟expression phénotypique des effets de l‟absence 

de la protéine BSP, en nous intéressant en particulier au rôle joué par une autre protéine 

SIBLING, l‟OPN. Ces investigations ont commencé par l‟analyse du développement des 

souris BSP-/-, puis se sont poursuivies dans un modèle d‟ostéogenèse ectopique sous injection 

d‟hormone parathyroïdienne, puis enfin dans un modèle de modelage osseux rapide après 

ablation médullaire dans un os long. 

L‟ensemble de nos résultats établit l‟existence de redondances, de mécanismes 

compensatoires et d‟actions croisées entre la BSP et l‟OPN, et confirme le rôle important joué 

par ces deux protéines dans le développement, le modelage et le remodelage osseux. 

La revue bibliographique qui suit détaillera les composants de la matrice osseuse en 

soulignant le rôle des SIBLING, et plus spécifiquement la BSP et l‟OPN, notamment dans la 

minéralisation de cette matrice, le remodelage et le développement osseux. Par la suite nous 

mettrons en avant le rôle des SIBLING dans l‟angiogenèse, et enfin nous traiterons du rôle de 

la PTH dans l‟homéostasie osseuse et de ses principaux effets sur les différentes SIBLING. 

Les résultats de nos travaux seront exposés sous forme de deux manuscrits (un soumis à la 

publication, et l‟autre en cours de préparation), accompagnés des résultats, encore incomplets, 

des expériences d‟ablation médullaire. 
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De l’os au vaisseau sanguin  

 (Rôle des SIBLING)
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A. Eléments de biologie du tissu osseux : 

développement, matrice extracellulaire  

Le tissu osseux est cet intriguant et complexe tissu conjonctif, qui possède des caractéristiques 

bien spécifiques : 

C‟est l‟unique organe dans le corps humain qui contient des cellules, les ostéoclastes, dont la 

fonction majeure est de détruire ou résorber leur propre tissu. Cette réaction pseudo-auto-

immune de résorption osseuse est nécessaire tout au long de la vie des vertébrés. Dans le 

modelage osseux, elle permet la croissance du squelette durant l‟enfance et sa réparation ;   

dans le remodelage osseux, elle est nécessaire à l‟entretien du capital osseux acquis chez 

l‟adulte.  

C‟est  l‟un des tissus les plus résistants de l‟organisme, capable de supporter d‟intenses 

contraintes mécaniques, donnant au squelette son rôle de soutien du corps et de protection des 

organes. 

C‟est un organe qui représente une grande surface d‟échanges dans l‟organisme, et dans 

lequel le tissu osseux au sens strict interagit avec de multiples autres types tissulaires et 

cellulaires. Il renferme ainsi dans son espace médullaire, des cellules souches stromales 

susceptibles de donner naissance aux  fibroblastes, chondrocytes, ostéoblastes et adipocytes, 

mais aussi des cellules souches hématopoïétiques génératrices des cellules sanguines. 

C‟est un tissu dynamique, constamment remodelé en particulier sous l‟effet des contraintes 

mécaniques, entraînant la libération ou le stockage de sels minéraux, et assurant 

(conjointement avec l‟intestin et les reins) le contrôle du métabolisme phosphocalcique. 

C‟est un tissu qui consomme de grandes quantités d‟énergie afin d‟assurer toutes les fonctions 

suscitées, ce qui implique que son activité doit être strictement coordonnée avec le 

métabolisme énergétique global et de fait, de récentes études ont démontré l‟implication de 

l‟os dans la régulation du métabolisme du glucose. 

C‟est un tissu très richement innervé. Des travaux récents montrent que le système nerveux 

autonome module le remodelage osseux via un ensemble de neurotransmetteurs dont les 

récepteurs adrénergiques sont exprimés, entre autres, par les ostéoblastes. 
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C‟est bien sûr un tissu sous multiples régulations hormonales, notamment par les hormones 

stéroïdes sexuelles comme le montre l‟existence de l‟ostéoporose, pathologie du remodelage 

qui survient suite à la ménopause. Des études récentes ont démontré que l‟os à son tour 

régulerait la fertilité. Globalement, toutes les fonctions, les régulations et les interactions 

assurées par le tissu osseux correspondent à la définition d‟une “glande endocrine”. 

A.1. Développement du tissu osseux ou modelage osseux 

Le squelette des vertébrés comprend : le squelette axial, qui englobe le crane, la colonne 

vertébrale, le sternum et les côtes, et le squelette appendiculaire qui comprend les membres 

antérieurs et postérieurs. L‟origine embryonnaire du tissu osseux est le mésoderme, exception 

faite pour le squelette carniofacial qui lui est issu en partie du neuro-ectoderme (Figure 1). 

Deux types d‟ossification, membranaire et endochondrale, contribuent au développement 

squelettique (Horton and Degnin, 2009; Zelzer and Olsen, 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Développement squelettique. Les cellules des crêtes neurales, 

les somites et le mésoderme des plaques latérales forment des 

condensations mésenchymateuses au niveau des sites des futurs os. Dans 

le cas de l’ossification membranaire, il y a différenciation des cellules 

mésenchymateuses en ostéoblastes et production de matrice osseuse. Par 

contre, dans le cas de la différenciation endochondrale, les cellules se 

différencient en chondrocytes et forment une trame cartilagineuse qui 

sera ensuite remplacée par de l’os (Zelzer et olsen.,2003) 
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Le point de départ de ces deux types d‟ossification est la condensation à partir de progéniteurs 

mésenchymateux. Ceux-ci sont à l‟origine de la formation du tissu osseux avec trois origines 

embryologiques différentes : les crêtes neurales, les somites et les plaques latérales du 

mésoderme (Day and Yang, 2008 ; Cohen, 2006; Figure 1). Ces progéniteurs communs aux 

ostéoblastes et chondrocytes sont parfois appelés progéniteurs ostéochondraux (Day and 

Yang, 2008; Zelzer and Olsen, 2003). 

A.1.1. Ossification endochondrale :  

A.1.1.1. Mécanismes généraux : 

Le processus d‟ossification endochondrale est responsable de la genèse et de la croissance en 

longueur des os longs,  mais aussi des vertèbres et des os de la base du crâne. Il repose sur la 

formation d‟une matrice cartilagineuse qui sera remplacée progressivement pendant le 

développement fœtal et après la naissance par de l‟os. Les matrices cartilagineuses sont issues 

de la condensation cellulaire des cellules mésenchymateuses (Figure 2a) qui se différencieront 

ensuite en chondrocytes. Le premier signe de l‟ossification endochondrale est l‟apparition du 

gène maître de la différentiation chondrocytaire (Figure 2b) : Sox9, dont l‟augmentation 

semble refléter l'influence décroissante des signaux FGF et Wnt sécrétés à partir de la crête 

apicale ectodermique et qui maintiendraient les cellules dans un état indifférencié (Ten Berge 

et al., 2008;Yang, 2009). 

Sox9 active des gènes cibles dans des cellules chondrogéniques, ce qui entraîne la sécrétion 

de protéines de la matrice du cartilage, tels que des collagène de types II, IX et XI, et le 

protéoglycane aggrécane. Par la suite, les chondrocytes cessent de proliférer et entament des 

phases de maturation et d‟hypertrophie (Kronenberg, 2003). Ce processus implique une 

diminution de Sox9 et d‟autres gènes spécifiques du cartilage, et une augmentation de 

l‟expression de Runx2 induite par Ihh («Indian hedgehog homolog» ; Mariani et al., 2008) et 

des gènes caractéristiques des phénotypes préhypertrophiques et hypertrophiques des 

chondrocytes, tels que le collagène de type X, l‟OPN, la BSP, la MMP 13 et le VEGF (Figure 

2c). Ces modifications de profil d‟expression sont accompagnées par un élargissement 

considérable des cellules et la minéralisation de la matrice entourant les chondrocytes 

hypertrophiques. (Chung, 2004). 
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Parallèlement à ces changements, les cellules mésenchymateuses entourant l'ébauche du 

cartilage se différencient en ostéoblastes formant un collier périchondral (Kronenberg, 2003 ; 

Long et al., 2004). Le VEGF et éventuellement d'autres facteurs angiogéniques sécrétés par  

 

les chondrocytes hypertrophiques dans l‟ébauche du cartilage vont induire une angiogenèse à 

partir du périchondre (Figure 2e, (Colnot et al., 2005). Tandis que les chondrocytes les plus 

différenciés meurent par apoptose, cette invasion vasculaire permet la pénétration 

d‟ostéoclastes, qui vont dégrader la matrice entourant les chondrocytes hypertrophiques 

laissant des fragments qui servent d'échafaudage pour le dépôt de la matrice osseuse par les 

ostéoblastes. Les précurseurs des ostéoblastes pénètrent à partir du périoste en suivant les 

Figure 2 : Stades de l’ossification endochondrale. (a, b) les cellules au centre de la 

condensation se différencient en chondrocytes (cartilage hyalin) (c, d) apparition du bone 

collar dans la partie centrale, où il y a hypertrophie chondrocytaire suivie par une 

invasion de cellules vasculaires et ostéoblastiques  (e) formation des centres d’ossification 

primaire (f) ; extension du processus vers l’extrémité des os formant éventuellement des 

plaques de croissance matures (i) formation des centres d’ossification secondaire dans le 

cartilage des épiphyses (Degnin et Horton.,2009) 
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vaisseaux sanguins (Kronenberg, 2003). La moelle osseuse s'installe dans les espaces entre les 

travées osseuses. Le résultat final de ces événements est la formation de centres d'ossification 

primaires (Figure 2f). Les centres d‟ossification secondaires se développent au détriment du 

cartilage epiphysaire (Figure 2i), et sont de même convertis par la suite en tissu osseux à 

l‟exception d‟une couche articulaire située aux extrémités. Durant la croissance, les 

chondrocytes du cartilage sont soumis à l‟influence d‟une multitude de composants de la 

matrice extracellulaire, ainsi que des facteurs extracellulaires, notamment des facteurs 

solubles systémiques et locaux tels que l‟IGF-1. 

A.1.1.2. Les effets de l’IGF-1 sur l’ossification 

endochondrale : 

L‟IGF-1 est en grande partie responsable de l'effet de la GH («Growth Hormone») sur la 

croissance du squelette. Une réduction des niveaux de circulation d‟IGF-1 chez la souris 

conduit à une réduction de la croissance longitudinale (Yakar et al., 2002). L'administration 

de l'IGF-1 compense les effets des mutations invalidantes du récepteur de GH chez la souris 

et chez l'homme (Sims et al., 2000 ; Guevara-Aguirre et al., 1997). Toutefois, la GH peut 

également stimuler la croissance longitudinale à travers une action locale sur le cartilage de 

Figure 3 : A gauche: Structure de la plaque de croissance et stades successifs de 

différenciation des chondrocytes. La plaque de croissance est une structure dynamique 

avec une zone de prolifération chondrocytaire (vert) et une zone où le cartilage est 

formé par les chondrocytes prolifératifs et différenciés (marron). Elle  est dégradée et 

envahie par un réseau vasculaire (rouge) et remplacé par un front d’ossification (bleu) 

(Horton and Degnin, 2009). A droite : Rôle des facteurs systémiques (rouge), 

localement sécrétés (bleu) et de transcription (vert) impliqués dans la régulation de la 

prolifération et de l’hypertrophie des chondrocytes au cours de l’ossification 

endochondrale (Mackie et al., 2008) 
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croissance qui semble être dépendante de la production locale d'IGF-1, mais peut également 

être partiellement indépendante (Nilsson et al., 2005). Le principal effet de la GH sur les 

chondrocytes dans le cartilage de croissance est de stimuler leur prolifération (Hunziker et al., 

1994 ; Figure 3). 

Les souris knock-out  pour l‟IGF-1 présentent une réduction de la croissance des os longs. Ce 

défaut de croissance est dû à la diminution du nombre des chondrocytes hypertrophiques, 

associé à une expression réduite des transporteurs de glucose, à une diminution de la synthèse 

du glycogène, et à une réduction des niveaux d‟expression d‟ARN ribosomal (Wang et al., 

1999a). Quant aux souris dépourvues du récepteur de l‟IGF-1 (IGFR1), responsable de 

l‟ensemble des effets de l‟IGF-1 et la plupart des effets IGF-2 sur la croissance, elles 

présentent un déficit de croissance plus sévère que les souris KO IGF-1 ou IGF-2, indiquant 

que les rôles des deux IGFs ne se chevauchent pas complètement (Baker et al., 1993). 

L‟importance de l‟IGF-1 dans la régulation des fonctions du cartilage de croissance est 

illustrée par le fait que la présence d‟une variante allélique spécifique du gène de l‟IGF-1 est 

commune à toutes les races de chiens de petites tailles, tandis qu‟elle est presque absente chez 

les grandes races (Sutter et al., 2007). 

A.1.2. Mécanismes généraux de l’ossification membranaire :  

L‟ossification membranaire concerne les os plats tels que la calvaria et la partie distale de la 

clavicule (Cohen, 2006). Elle débute par la condensation des tissus mésenchymateux, où les 

cellules mésenchymateuses se différencient directement en ostéoblastes, qui déposent une 

matrice osseuse. La différenciation ostéoblastique est sous le contrôle de la β-caténine, Runx2 

et Osx (Hartmann, 2006). En effet la famille des protéines Wnt, notamment Wnt4 et Wnt9a, 

Figure 4 : Stades de l’ossification membranaire (Hartmann, 2006) 
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influence les cellules mésenchymateuses vers la formation de tissu osseux membranaire,     

avec une augmentation de l‟expression de Runx2 et une diminution de l‟expression de Sox9 

(Day and Yang, 2008). Le facteur de transcription Osx est indispensable à la différenciation 

ostéoblastique, les souris déficientes en Osx présentent un arrêt total de la différenciation 

ostéoblastique, mais aucune anomalie de différenciation ou de maturation chondrocytaire 

(Zelzer and Olsen, 2003). Ensuite, l‟ossification va progresser à partir de centres 

d‟ossification primaires¸ formant un réseau trabéculaire. Cet os primaire sera ensuite 

totalement résorbé et remplacé par de l‟os lamellaire compact. Le tissu conjonctif qui entoure 

l‟os de membrane se transforme en périoste (Figure 4). L‟ossification membranaire est 

associée avec l‟expression de marqueurs ostéogeniques : L‟OPN, la BSP, l‟OC, le Cola 1a et 

les BMPs, et certaines cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α et l‟interleukine (IL)-

1α. Le VEGF est présent précocement dans l‟os membranaire (Cohen, 2006). 
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A.2. Le remodelage osseux 

Les deux compartiments du tissu osseux ; l‟os compact ou l‟os trabéculaire sont en constant 

renouvellement. Ce processus appelait remodelage, permet au tissu osseux de s‟adapter aux 

contraintes mécaniques, de réparer les dommages structuraux qu‟il subit, et de survenir aux 

demandes internes de l‟organisme (Calcium, Phosphate). Un cycle de remodelage dure 

environ quatre mois chez les adultes, la phase de formation étant plus longue que celle de la 

résorption. Ce processus comporte cinq phases, il débute par une phase d‟initiation 

caractérisée par une survenue des micro-fractures (micro-cracks) qui induit une rupture du 

réseau ostéocytaire (Hazenberg et al., 2006). Les ostéocytes apoptotiques envoient des 

signaux aux cellules bordantes, considérées comme candidates potentielles pour former la 

canopée, qui limitent le processus de remodelage aux zones à remplacer en évitant d‟entamer 

l‟os normal. 

Suit la phase d‟activation, caractérisée par une résorption qui précède la formation. La 

présence dans cette phase de progéniteurs ostéoblastiques qui expriment RANKL est requise 

pour la différenciation des précurseurs ostéoclastiques. Ces ostéoblastes peuvent provenir des 

cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse situées à proximité du BRC (Bone 

Remodeling compartment). La résorption se fait en deux étapes successives, d‟abord la 

dégradation de la fraction minérale par acidification, puis celle de la fraction organique sous 

l‟action d‟enzymes protéolytiques lysosomiales. La résorption de la matière organique 

apparaît sous forme de lacune de Howship. Dès lors l‟élimination des  résidus de matrice non 

résorbée est assurée par les cellules d‟aspect macrophagique, qui préparent ainsi les lacunes 

de résorption à accueillir les ostéoblastes. Enfin les ostéoblastes synthétisent une nouvelle 

matrice non minéralisée (ostéoïde). La minéralisation s‟effectue dans un second temps. Le 

processus de remodelage est soumis à l‟influence de facteurs hormonaux notamment les 

œstrogènes, les androgènes, la vitamine D et la PTH qui stimulent la production de la matrice 

osseuse.    

A.3. Des composants cruciaux de la matrice osseuse, les 

SIBLING : 

La matrice du tissu osseux ne contient presque pas de composant qui lui soit propre. Elle est 

la  combinaison de trois caractéristiques qui lui donne sa spécificité : (A) les particularités de 

sa composition, (B) le caractère très ordonné de son organisation (du moins dans l‟os 

lamellaire) et (C) sa minéralisation. Au-delà de son organisation structurale et de ses 
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propriétés mécaniques, la matrice osseuse doit être considérée comme un élément dynamique, 

qui évolue en permanence et qui est impliqué dans de multiples interactions régulatrices avec 

les composantes cellulaires du tissu osseux.   

A.3.1. Composition générale des matrices extracellulaires 

osseuses : 

La matrice extracellulaire (MEC) des tissus minéralisés, notamment l‟os et la dentine chez les 

vertébrés comprend des éléments organiques et des éléments minéraux composés 

essentiellement des sels de calcium et de phosphates présents sous forme d‟hydroxyapatite. La 

fraction organique est composée principalement de collagène de type I, ce qui correspond à 

environ 80 - 90% (en poids), de la substance organique dans l‟os déminéralisé et la dentine. 

En plus du collagène, la MEC est également constituée de différentes protéines non 

collagèniques (PNC), qui jouent un rôle dans l‟initiation et la modulation de la minéralisation 

des fibres de collagènes via la formation et la croissance de cristaux de minéraux (Murshed et 

al., 2004). La famille des PNC, comprend des Small Leucine Rich Protéoglycanes (SRLP), 

tels que la  chondroïtine-sulfate-riche décorine et des glycoprotéines qui sont souvent 

phosphorylées et sulfatées comme la BSP et l‟OPN (Young et al., 1992 ; Embery et al., 2001). 

Ces deux protéines appartiennent à la famille des  SIBLING. 

A.3.2. Les Small Integrin Binding Ligand N-Linked Glycoproteins :  

A.3.2.1. Structure et origine évolutive : 

Les SIBLING sont des Phospho-glyco-proteines matricellulaires, faisant partie des protéines 

non collagéniques de l‟os, qui regroupent l‟OPN, la BSP, la DSPP, DMP-1, et MEPE. Elles 

dérivent probablement par de multiples duplications géniques d‟un ancêtre unique : la 

protéine « SPARC-like 1 » (SPARCL1 : « Secreted Protein Acidic Cysteine-Rich Like1 »), 

ou plus exactement son domain N-terminal très acide, qui aurait donné naissance à l‟ensemble 

de la famille des « Secreted Calcium-binding Phosphoproteins » (SCPP, Kawasaki and Weiss, 

2006, Kawasaki et al., 2007), dont les SIBLING font partie, et qui inclut aussi la caséine du 

lait et des protéines de la salive (Figure 5).  
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Certaines SCPPs sont riches en Proline et en glutamine déposées par les améloblastes, elles 

participent à la formation de la surface dentaire. Les SIBLING sont exceptionnellement acides 

(>25 % Asp, Glu, ou phospho-Ser) ; elles sont secrétées par les ostéoblastes, les ostéocytes et 

les odontoblastes, et elles participeraient à la minéralisation de l‟os et la dentine (Kawasaki, 

2011, Fisher et al., 2001). 

Cette origine commune explique que les gènes des SIBLING soient juxtaposés dans les 

génomes de tous les vertébrés sur le chromosome 4 (4q13.21) chez l‟homme, et le 

chromosome 5 chez la souris. Malgré le peu d‟homologie dans leurs séquences intrinsèques 

les 5 SIBLING présentent des structures d‟exons similaires, et partagent plusieurs domaines 

fonctionnels comme des sites de liaison au calcium et un motif RDG (Arg-Gly-Asp), qui sert 

de médiateur à l‟attachement et à la signalisation cellulaire via sa fixation aux intégrines 

(Fisher et al., 2001). Un autre domaine fonctionnel, appelé ASARM pour (« acidic serine and 

aspartate-rich motif ») est également très conservé entre les espèces et représente un puissant 

inhibiteur de la minéralisation (Figure 6). 

 

Figure 5 : Phylogénie et duplication génique de SPARC, SPARCL1 et des SCPP 

(Kawazaki et al.,2004). Evolution et localisation chromosomique des gènes des 

SIBLING et SCPP à partir de la SPARC/Ostéonectine (Kawasaki et al., 2004 ; 

Malaval.,2008, modifié). 
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Les SIBLING apparaissent exprimées par de très nombreux organes en dehors du squelette, 

en particulier le rein (Ogbureke and Fisher, 2005) et les organes sécrétoires (glandes 

salivaires, Ogbureke and Fisher, 2004). Dans l‟os, qui est l‟organe où la plupart d‟entre elles 

ont été découvertes, les SIBLING sont (à l‟exception de la DSPP) abondamment sécrétées 

dans la matrice extracellulaire durant la formation de l‟ostéoïde et sa minéralisation 

(Bellahcène et al., 2008, Fisher and Fedarko, 2003, Huq et al., 2005, Fisher et al., 2001).  

Figure 6 : Mise en évidence des principaux domaines structuraux et des 

modifications post-traductionnelles des SIBLING. (A) Les gènes des SIBLING sont 

regroupés dans le Bone Gene Cluster d’une manière similaire dans tous les génomes 

des mammifères connus à ce jour (b) leurs transcrits sont constitués exclusivement 

d’acides aminés hydrophiles. Leurs exons ont souvent des motifs et des propriétés 

similaires et sont séparés par des introns de type 0. Le premier exon est non 

codant. Le second exon contient le codon d’initiation, le peptide signal hydrophobe, 

et les deux premiers acides aminés de la protéine mature (A1A2). Les Exons 3 et 5 

contiennent souvent des séquences consensus pour  la phosphorylation de la sérine 

(PO4). L'exon 4 peut être relativement riche en proline. Le tripeptide de liaison à 

l’intégrine, Arg-Gly-Asp (RGD), se trouve à l'intérieur du dernier ou des deux 

derniers exons (qui codent plus de 80 % de la protéine). Toutes les SIBLING 

contiennent des oligosaccharides N et/ou O liés,  différemment situées (GAG 

Orange indique les chaînes de chondroïtine ou de dermatane sulfate et GAG vert 

indique  les chaînes de kératane sulfate. Les ciseaux indiquent des sites de clivage 

par des protéases spécifiques (Comme la BMP1, la thrombine, les 

métalloprotéinases, Bellahcène., 2008) 
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En dépit des similitudes structurales existantes entre les SIBLING, nous nous concentrons 

dans ce qui suit sur les rôles de chacune dans le développement, la minéralisation de la 

matrice et son remodelage, rôles dont nous verrons qu‟ils sont spécifiques. 

A.3.2.2. La Dentin Matrix Protein-1 (DMP1) : 

La « Dentin matrix protein 1 » est un membre de la famille des SIBLING qui est exprimé 

dans la dent, l‟os, mais aussi les tissus non minéralisés tel que les glandes salivaires et le rein 

(Ogbureke and Fisher, 2004, Ogbureke and Fisher, 2005) et dans le cerveau et les tumeurs 

(Terasawa et al., 2004). Sur le plan cellulaire, cette protéine est exprimée dans les 

odontoblastes, avec une expression transitoire dans les améloblastes (George et al., 1995). 

Elle est également faiblement exprimée par les ostéoblastes, mais très fortement par les 

ostéocytes (Hirst et al., 1997, Fen et al., 2002, Feng et al., 2003). On retrouve DMP1 aussi 

dans le cartilage, exprimée par les chondrocytes hypertrophiques. 

Cette glycoprotéine est principalement impliquée dans la régulation de la minéralisation de la 

matrice extracellulaire (Ling et al., 2005, Schiavi, 2006, Figure 7). La surexpression de DMP1 

in vitro induit une différenciation des cellules mésenchymateuses embryonnaires en 

odontoblastes et augmente la minéralisation (Narayanan et al., 2001). En se liant au Ca2+, 

DMP1 initie le dépôt des minéraux (Narayanan et al., 2001). Bien que les souris déficientes 

en DMP1 semblent normales à la naissance, elles développent ensuite de sévères anomalies 

Figure 7: Rôle de DMP1 dans la minéralisation, la maturation des ostéocytes et 

l’homéostasie du phosphate (Schiavi., 2006) 
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du phénotype osseux, qui incluent une ostéomalacie avec un défaut de croissance et de 

remodelage, associés à une diminution de l‟ossification endochondrale (Ye et al., 2005), ainsi 

qu‟une altération de la structure ostéocytaire (Feng et al., 2006), avec une augmentation 

considérable du niveau de FGF23 (« Fibroblast Growth Factor 23 ») circulant (Farrow et al., 

2009), et de son expression par les ostéocytes. En effet la fraction entière de DMP1 est clivée 

par la BMP1 (« Bone Morphogenic Protein1 ») ou une « substilisin-like proprotein 

convertase » en un fragment N-terminal de 37 kDa et un fragment C-terminal de 57 kDa, qui 

est le fragment fonctionnel dans le contrôle de la minéralisation, la maturation ostéocytaire 

via la diminution de l‟expression des gènes ostéoblastiques, et l‟homéostasie du phosphate  en 

régulant l‟expression de FGF23 dans l‟os (Lu et al., 2011). 

A.3.2.3. La Dentin SialoPhosphoProtein (DSPP) : 

La DSPP, localisée principalement dans la matrice extracellulaire de la dentine, est divisée 

suite à un clivage par une peptidase en deux fragments possédant un rôle important dans la 

minéralisation : la dentine phosphoprotéine (DPP) et la dentine sialoprotéine (DSP). Un 

troisième fragment clivé par la métalloprotéinase matricielle 2 (MMP2) et la MMP 20 au 

niveau de l‟extrémité C-terminale de la DSP, est appelée la dentine glycoprotéine 

(DGP,Yamakoshi et al., 2005). 

Le fragement DPP contenant le peptide ASARM (Tsuchiya et al., 2011), est clivé à partir de 

la DSPP par la BMP1. Diverses études ont démontré son rôle important dans la maturation de 

la minéralisation de la dentine, vu sa forte affinité au Ca2+ (Suzuki et al., 2009). La DSP est 

impliquée dans la régulation de l‟initiation de la minéralisation (Suzuki et al., 2009). 

Les souris déficientes en DSPP montrent une minéralisation accélérée à cinq semaines avec 

une angmentation de la cristallinité et de la maturation du collagène  au niveau trabéculaire, 

suivie d‟une altération des propriétés structurales osseuses à neuf mois, avec des fémurs plus 

petits, hypominéralisés, associés à une réduction, cette fois-ci de la maturation et de la 

cristallinité du collagène au niveau cortical et trabéculaire (Verdelis et al., 2008). Cette 

hypominéralisation est associée à des défauts de minéralisation de la dentine (Sreenath et al., 

2003). Toutes ces différences démontrent que la DSPP régule à la fois la minéralisation et le 

remodelage osseux. La relation entre la DSPP et les ostéoclastes n‟a pas été étudiée, il y aurait 

une augmentation (2.6x) du nombre d‟ostéoclastes en absence de DSPP (Gao, 2011). 
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A.3.2.4. La Matrix Extracellular PhosphoglycoprotEin 

(MEPE) : 

MEPE est une glycoprotéine de 56-58 Kda, composée de 525 acides aminés chez l‟être 

humain, et exprimée dans l‟os principalement par les ostéocytes (Nampei et al., 2004). 

L‟expression de MEPE est augmentée dans les ostéoblastes durant la minéralisation (Petersen 

et al., 2000). 

A l‟instar des autres SIBLING, l‟activité de MEPE est dépendante de son état de clivage et de 

sa phosphorylation. Des travaux récents ont identifié le peptide ASARM (2.2 kDa), situé 

immédiatement en aval du site de clivage par la cathepsine B (Rowe et al., 2000a). Ce motif 

est responsable du défaut de minéralisation, observé dans le rachitisme hypophosphatémique 

dominant lié à l‟X, la forme la plus commune des rachitismes d‟origine génétique (Martin et 

al., 2008).   

PHEX (« Phosphate-regulating gene with homology to endopeptidases on X-chromosome »), 

une Zn-metallo-endopeptidase, joue un rôle central dans la protection des clivages 

protéolytiques de MEPE par la cathepsine B. En effet PHEX peut se lier à MEPE et empêcher 

ainsi la libération du peptide ASARM (Guo et al., 2002, Figure 8). Les souris HYP, qui 

n‟expriment pas PHEX et ont des taux sériques élevés du peptides ASARM, présentent une 

expression accrue de la cathepsine D, un activateur en amont de cathepsine B (Rowe et al., 

2006), ce qui suggère que PHEX participe à la réduction de l‟activation de  la cathepsine B. 

 

 

 

. 

 

 

 

 

Durant le processus d'ossification endochondrale, MEPE possède un rôle fonctionnel dans la 

minéralisation de la plaque de croissance par les chondrocytes,  qui est dépendante de son état 

Figure 8: Schéma illustrant le mécanisme moléculaire et le rôle de PHEX, MEPE 

et le peptide ASARM dans la minéralisation. PHEX protège MEPE de son clivage 

spécifique par la cathepsine B, empêchant ainsi la libération du peptide ASARM, 

qui possède un rôle inhibiteur de la minéralisation. (Rowe et al., 2004) 
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de phosphorylation et de son clivage. MEPE et son produit de clivage ASARM sont localisés 

au niveau de la zone hypertrophique de la plaque de croissance (Staines et al., 2012). L‟ajout 

de [20 µM] peptide ASARM phosphorylé, ainsi que la surexpression de MEPE dans une 

lignée de cellules chondrocytaires inhibent la minéralisation de la matrice (Staines et al., 

2012). Dans un modèle pertinent d‟ossification endochondrale, basé sur la culture de 

métatarses embryonnaires, l‟ajout de pASARM inhibe à son tour la minéralisation de la 

matrice cartilagineuse, en entrainant une réduction de l‟expression en ARNm du VEGF 

(«Vascular Endothelial Growth Factor») et celle des marqueurs des cellules endothéliales, 

nécessaire  lors de l‟invasion vasculaire de l‟ébauche cartilagineuse (Staines et al., 2012). 

Durant la croissance, l‟absence de MEPE conduit à une masse osseuse augmentée en raison 

de l‟augmentation du nombre et de l‟activité des ostéoblastes. Aucun effet sur le nombre des 

ostéoclastes n‟est observé (Gowen et al., 2003). Cependant, la surexpression de MEPE 

entraîne une diminution significative du nombre et de l‟activité des ostéoclastes (David et al., 

2009). Par ailleurs la surexpression de MEPE (sous le contrôle du promoteur de Col1 ) 

entraîne un défaut de minéralisation et une augmentation de la quantité de peptides MEPE-

ASARM dans l‟os (David et al., 2009). Sur le plan osseux, les souris surexprimant MEPE 

(souris MEPE TGN) présentent des plaques de croissances plus larges et une diminution 

significative de la vitesse d‟apposition du minéral dans l‟os trabéculaire (David et al., 2009). 

A.3.3. L’ostéopontine (OPN) :  

A.3.3.1. Présentation générale : 

Cette protéine est probablement le membre de la famille des SIBLING le mieux étudié à ce 

jour et l‟une des protéines non collagénique les plus abondantes dans la matrice osseuse 

(Mark et al., 1987). Sa présence dans différents organes (l‟os, la dentine, les glandes 

mammaires, le rein, le cerveau, les ganglions de l‟oreille interne) et sa sécrétion par les 

cellules épithéliales dans de nombreux liquides biologiques (la bile, le sang, l‟urine, le lait et 

le liquide séminal) suggèrent qu‟elle est à la fois une molécule structurale, un facteur humoral 

et une cytokine (Nanci, 1999; Denhardt et al., 2001). 

L‟OPN, aussi connu sous le nom de SPP1 est formée de 300 acides aminés, dont un motif 

RGDS qui est localisé au niveau de la moitié de sa séquence (Sodek et al., 2000). La 

conservation des séquences entre espèces suggère que l‟OPN est apparue très tôt durant 

l‟évolution. Dans l‟os, cette protéine est produite par les ostéoblastes, les ostéoclastes et les 
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ostéocytes (Dodds et al., 1995; Zohar et al., 1998; Sodek et al., 1995) ; on retrouve aussi 

l‟OPN dans le cartilage hypertrophique de la plaque de croissance (Landis et al., 2003). 

L‟OPN subit des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation, 

sulfation) ; les niveaux de ces dernières dépendant de l‟organe et du temps suivant la synthèse 

de l‟OPN. La phosphorylation module les fonctions ostéoblastiques et ostéoclastiques, 

affectant l‟efficacité d‟adhésion de différents types cellulaires (Saavedra, 1994; Lasa et al., 

1997; Ashkar et al., 2000). Ainsi plusieurs études ont démontré que la PAL (« Phosphatase 

Alkaline») déphosphoryle l‟OPN, bloquant son activité inhibitrice sur la formation de 

l‟hydroxyapatite (HA) et sur la croissance (Boskey, 1995; Hunter et al., 1994; Jono et al., 

2000). La sulfation quant à elle peut affecter la formation des nodules de minéralisation 

(Nagata et al., 1989). Toutefois, ces résultats ont essentiellement été obtenus in vitro et la 

signification physiologique des changements de modification post-traductionnelles de l‟OPN 

n‟est pas encore élucidée. 

L‟OPN se lie d‟une manière covalente à la fibronectine, via une transglutamination, qui 

augmente sa liaison au collagène de type1 (Beninati et al., 1994; Kaartinen et al., 1999). 

L‟ostéocalcine (OCN) catalyse l‟action de cette transglutaminase, en bloquant le pontage de 

l‟OPN à la matrice (Kaartinen et al., 1999). Une autre propriété spécifique de l‟OPN, est la 

présence de 10 à 12 résidus d‟acide aspartique ; ce motif confère une haute charge négative 

localisée qui doit être importante pour la fixation de l‟OPN au minéral. Malgré l'absence d'un 

phénotype évident chez les souris déficientes en OPN, étant indétectable par les méthodes 

radiologiques et histologiques, l‟analyse FTIRM («Fourier Transform Infrared Microscopic 

Analysis») a révélé une quantité relative du minéral dans l‟os cortical et une maturité minérale 

significativement plus élevée chez les souris déficientes en OPN (Boskey et al., 2002). 

D‟autres études montrent que l‟absence d‟OPN entraine une diminution de 30 % de la 

résistance aux fractures, suggérant un rôle important de l‟OPN dans la prévention de la 

propagation des microfissures (Thurner et al., 2010). 

La première classe de récepteur de l‟OPN est la famille des intégrines, dont plusieurs se lient 

au motif RGD. L‟interaction de l‟OPN avec le récepteur αvβ3 est essentielle pour la 

résorption et la migration des ostéoclastes (Miyauchi et al., 1991, Ross et al., 1993), ainsi que 

l‟adhérence et la migration des cellules de muscle lisse (Liaw et  al., 1994). D‟autres 

intégrines, comme αvβ1 et avβ5 sont aussi des récepteurs de  l‟OPN (Hu et al., 1995a). La 

liaison de l‟OPN à ces trois intégrines est renforcée par les cations Mg2 + ou Mn2+, mais pas le 

Ca2+ qui bloque l‟interaction entre OPN et αvβ3 (Hu et al., 1995a ; Hu et al., 1995b).  
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Le CD 44, récepteur de l‟acide hyaluronique, a également été identifié comme un récepteur 

pour l‟OPN (Weber et al., 1996). Cette interaction est impliquée dans la migration des 

macrophages et des cellules tumorales. Plusieurs études mentionnent l‟existence d‟une boucle 

de rétroaction, où l‟OPN augmente l‟expression de CD44, principalement in vitro, comme 

l‟ont démontré les études sur les lignées cellulaires de cancer du sein (21NT (Khan et al., 

2005), de cellules de mélanomes (Gao et al., 2003) ou de carcinome du foie (HepG2, 

Samanna et al., 2006). 

A.3.3.2. Rôle de l’OPN dans l’os :  

Localisée dans les interfaces matrice-cellules et matrice-matrice (McKee et Nanci., 1996), 

l‟OPN sert à l‟attachement des cellules à l‟hydroxyapatite de la partie minérale de l‟os, 

adhérant au minéral par sa région poly-aspartate et aux intégrines et CD44 du côté cellulaire. 

Les souris déficientes en cette SIBLING ne présentent aucune altération morphologique ou 

ultrastructurale détectable au niveau osseux (Rittling et al., 1998). Par contre, le rôle de l‟OPN 

dans la fonction et l‟activité des ostéoclastes est bien établi. En effet, les souris OPN-/- 

présentent une accélération de la production des ostéoclastes, ce qui pourrait être un 

mécanisme compensatoire de la diminution de la motilité et de l‟activité de résorption 

ostéoclastique en absence d‟OPN (Rittling et al., 1998; Chellaiah et al., 2003). Les 

ostéoclastes se fixent à l‟OPN et l‟utilisent pour assurer leurs déplacements via le récepteur 

αvβ3 (Figure 9 ; Reinholt et al., 1990; Miyauchi et al., 1991; Faccio et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Schéma illustrant le rôle de l’ostéopontine dans le 

remodelage et la biominéralisation des tissus calcifiés. (Giachelli 

et al., 2000) 



Revue Bibliographique  

  

37 

 

  

D'autres études ont tenté d‟élucider le rôle précis de l'OPN dans la résorption osseuse et ont 

impliqué le CD44, un récepteur cellulaire de surface pour l‟OPN (Chellaiah et al., 2003) 

(Suzuki et al., 2002). L‟interaction de l‟OPN au récepteur αvβ3 présent à la surface des 

ostéoclastes stimule l‟activité de la 3-kinase phosphatidyl inositol (PI3K) hydroxyle (Hruska 

et al., 1995). Cette interaction est inhibée par le Ca2+ (Hu et al., 1995b), suggérant un 

mécanisme de régulation, car la résorption ostéoclastique augmente considérablement la 

concentration locale des ions de calcium. In vitro, les ostéoclastes isolés à partir des souris 

déficientes en OPN, présentent une hypomotilité résultant en partie de la diminution de 

l‟expression du CD44 (Chellaiah and Hruska, 2003). L‟ajout d‟OPN exogène stimule 

l‟expression du CD44 et restaure partiellement la résorption osseuse (Chellaiah et al., 2003). 

Plusieurs effets de l‟OPN sur la fonction ostéoclastique requièrent la phosphorylation de la 

protéine. La phosphorylation de l‟OPN par la caséine kinase II augmente l‟adhésion des 

ostéoclastes, mais pas celle des ostéoblastes (Katayama et al., 1998). En contrepartie, la 

déphosphorylation de l‟OPN par la Tartrate Résistante Acide Phosphate (TRAP) induit un 

détachement des ostéoclastes in vitro (Ek-Rylander et al., 1994). 

Contrairement aux effets de l‟OPN sur les fonctions des ostéoclastes, les effets de la protéine 

sur la différenciation et la fonction des ostéoblastes ne sont pas aussi clairs. Il a été suggéré 

que la majorité de l‟OPN dans l'os est synthétisé par ostéoblastes au cours du remodelage 

osseux (McKee and Nanci, 1996b). Ceci est appuyé par une expression biphasique de l‟OPN 

au cours de la différenciation des ostéoblastes in vitro. En effet l‟OPN est exprimée fortement 

à des stades précoces de prolifération des progéniteurs/préostéoblastes, puis à nouveau de 

manière intense par les ostéoblastes différenciés (Owen et al., 1990). Chez le rat au moins, le 

premier pic correspond à une protéine d‟un poids moléculaire de 55 kDa, contenant peu de 

sites de sulfatation et de phosphorylation, tandis que les ostéoblastes 

différenciés/minéralisants secrètent une OPN d‟un poids moléculaire de 44 kDa et hautement 

phosphorylée et sulfatée (Sodek et al., 1995 ; Boskey, 1995). 

Les études utilisant les souris OPN-/-, suggèrent un rôle de cette protéine dans la régulation de 

la fonction ostéoblastique. En effet la diminution de la formation osseuse observée après la 

suspension de la queue des souris sauvages n‟est pas observée chez les souris déficientes en 

OPN (Ishijima et al., 2002). Des études in vitro sur des cultures d‟ostéoblastes, ont monté que 

l‟OPN recombinante augmente leur prolifération et leur différenciation (Jang and Kim, 2005), 

et la surexpression d‟OPN dans la lignée pré-ostéoblastique MC3T3-E1 diminue à la fois la 

prolifération et le dépôt de minéraux (Huang et al., 2004).   
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Comme indiqué plus haut, l‟OPN est également un régulateur de la formation et de la 

croissance des cristaux d‟hydroxyapatite. En accord avec l‟hyperminéralisation des souris 

OPN-/-, l‟OPN apparaît dans les expériences in vitro comme un inhibiteur de la formation de 

l‟hydroxyapatite et sa déphosphorylation enzymatique réduit cette activité inhibitrice (Boskey 

et al., 1993; Hunter et al., 1996). Une récente étude a démontré que la forme phsophorylée du 

peptide ASARM de l‟OPN inhibe la minéralisation de la matrice extracellulaire dans des 

cultures de cellules MC3T3-E1 in vitro. Cette inhibition peut être levée par une digestion 

protéolytique du peptide ASARM par PHEX (Addison et al., 2010).  

A.3.4. La SialoProtéine Osseuse (BSP) : 

A.3.4.1. Présentation générale : 

Cette glycoprotéine non collagénique a été initialement isolée, sous forme de fragments de 

l‟os cortical bovin et décrite par la suite sous sa forme entière. C‟est une protéine de 70-80 

kDa, composée de 303 acides aminés, très abondante dans l‟os, la dentine et le cartilage 

minéralisé. Elle est exprimée en abondance dans les ostéoblastes, les ostéoclastes, les 

ostéocytes et les chondrocytes hypertrophiques (Bianco et al., 1991; Chen et al., 1991). La 

BSP a également été détectée dans les poumons, la thyroïde, le placenta (Bianco et al., 1991; 

Ogata, 2008) et le rein et les glandes salivaires (Ogbureke and Fisher, 2004). Par ailleurs elle 

est impliquée dans la physiopathologie des processus tumoraux et des métastases (Bellahcène 

et al., 2008). 

La séquence de la BSP contient principalement des résidus glycine (GLY), glutamate (GLU) 

qui constituent 33 % des acides aminés (Ganss et al., 1999). A l‟instar des autres SIBLING, la 

BSP présente une séquence RGD, localisée dans la partie carboxy-terminale de la molécule 

(Oldberg et al., 1988). Sa région polyglutamique est impliquée dans l‟interaction avec les 

cristaux d‟hydroxyapatite, alors que le motif  RGD joue un rôle prépondérant dans 

l‟attachement cellulaire. 

Cette protéine hautement acide (PKa~3.9) présente différentes modifications post-

traductionnelles, dont des phosphorylations sur des tyrosines, serines et thréonines (Oldberg et 

al., 1988), la plupart étant situées dans la moitié amino-terminale. Après sa sécrétion, la BSP 

subit des phosphorylations supplémentaires par des ectokinases (Caséine Kinase II), situées à 

la surface des ostéoblastes (Zhu et al., 1997). D‟autres modifications par sulfation sur les 

résidus Tyr (Hunter et al., 1988), et par glycosylation sur les motifs Asparagine-X-

Serine/Thréonine affectent la BSP (Oldberg et al., 1988). 
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L‟expression de la BSP est régulée par de multiples facteurs. Elle est stimulée par la 

dexaméthasone dans les préostéoblastes en phase de réplication et au contraire inhibée par la 

vitamine D3 (Oldberg et al., 1989). Par ailleurs la PTH augmente l‟expression de la BSP chez 

le rat (Ogata et al., 2000) et chez l‟humain (Araki et al., 2009) ; ce volet sera traité 

ultérieurement. 

Les œstrogènes (E2) à leur tour stimulent l‟expression de la BSP dans les cellules 

ostéogéniques des rats (Shimizu and Ogata, 2002). Kim et Sodek ont proposé que la liaison de 

la BSP à la surface des ostéoblastes et ostéoclastes puisse être régulée par les œstrogènes 

(Kim and Sodek, 1999). La BSP constitue un marqueur dont la réponse à la carence en E2 est 

parmi les plus précoces. En effet, son expression est inhibée dès le premier jour après 

l‟ovariectomie chez la rate (Bonnelye et al., 2002), ce qui suggère que E2 joue un rôle dans la 

régulation de l‟expression de la BSP au cours du remodelage. D‟autres études in vitro ont 

démontré que des dérivés d‟isoflavones, caractérisés par leurs propriétés pseudo-

oestrogéniques, augmentent la transcription de la BSP des cellules ROS17/2.8 (Shimizu and 

Ogata, 2002), alors que le TNF-α («Tumor Necrosis Factor-α») l‟inhibe (Samoto et al., 2002). 

Cette même équipe a monté que l‟expression de la BSP est stimulée par les 

lipopolysaccharides (LPS ; (Kato et al., 2006; Li et al., 2012), par l‟application d‟un champ 

magnétique statique (Shimizu et al., 2004) et par l‟irradiation laser (Sasaki et al., 2011). 

Des facteurs de croissance et des cytokines régulent également l‟expression de la BSP. L‟effet 

du FGF2 («Fibroblast Growth Factor») dépend fortement du type cellulaire ; il diminue 

l‟expression de la BSP par les MC3T3-E1, alors qu‟il l‟augmente dans les ROS17/2.8 

(Shimizu-Sasaki et al., 2003; Shimizu-Sasaki et al., 2001), ainsi que dans les MCF7, des 

cellules humaines de cancer du sein (Li et al., 2010). D‟autres molécules telles que l‟IGF-1 

(«Insulin Growth Factor») (Nakayama et al., 2006), les PGE2 (Prostaglandines 2 ; Samoto et 

al., 2003), le PDGF («Platelet-Derived-Growth-Factor» ; (Mezawa et al., 2009), l‟interleukine 

11 (IL-11; Wang et al., 2011) stimulent l‟expression du gène de la BSP. Une récente étude a 

montré que les protamines, de petites protéines nucléaires impliquées dans la spermatogenèse 

induisaient la transcription du gène de la BSP (Zhou et al., 2013). 

A.3.4.2. Rôle de la BSP : 

 Grâce à ses propriétés structurales, la BSP est capable de se lier à différentes composantes de 

la matrice extracellulaire ainsi qu‟aux cellules, par les intégrines αvβ3 ou αvβ5 (Ganss et al., 

1999). Dans la matrice, elle se lie au collagène (Fujisawa and Kuboki, 1992), à 
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l‟hydroxyapatite (Goldberg et al., 2001) et aux métalloprotéinases matricielles (Jain et al., 

2008). Ces interactions sont en accord avec un rôle primordial de la BSP dans la 

minéralisation.  

Le processus de la minéralisation des tissus conjonctifs implique, des mécanismes complexes, 

qui comprennent deux étapes essentielles : la nucléation du cristal, puis la croissance, 

l‟expansion et la maturation du cristal, sous une forme qui dans l‟os est voisine de 

l‟hydroxyapatite. 

La BSP apparaît impliquée dès l‟étape d‟initiation de la minéralisation, de par sa localisation 

dans les sites de formation des cristaux de minéraux (Gorski et al., 2004), et sa grande 

capacité à nucléer les cristaux d‟hydroxyapatite (Hunter et al., 1994). In vivo, 

l‟hypominéralisation des souris BSP-/-, surtout sensible chez les souriceaux et qui disparaît 

avec l‟âge, confirme son implication dans les processus de minéralisation primaire (Malaval 

et al., 2008). 

Gorski et collaborateurs ont décrit sur des bases immunologiques une protéine, la BAG-75,  

qui jouerait un rôle crucial dans cette première étape et qui est co-localisée avec la BSP 

(Gorski et al., 2004). La BAG-75 définirait les limites de la zone de minéralisation et 

empêcherait l‟accès des inhibiteurs de la minéralisation tels que l‟OPN ou la Gla-protéine 

matricielle (MGP) (Gorski et al., 2004). Aucun gène pour la BAG-75 n‟a pu être identifié 

après séquençage du génome murin qui pourrait en fait être un complexe incluant des 

SIBLING, dont la DMP1.  

Les différents isoformes obtenus suite aux différentes modifications post-traductionnelles de 

la BSP pourraient jouer des rôles distincts dans la minéralisation, car elles sont distribuées de 

manière différente durant ce processus (Zhu et al., 2001). Ainsi les molécules de BSP 

hautement sulfatées sont retrouvées dans les sites de nucléation des cristaux d‟hydroxyapatite, 

alors que les molécules plus faiblement sulfatées et plus fortement phosphorylées sont 

retrouvées plus tard, lors de la croissance du minéral. Cependant, les variantes de BSP 

hautement phosphorylées sont retrouvées dans la matrice ostéoïde. Ceci confirme des résultats 

d‟études anciennes qui montraient que les modifications post-traductionnelles de type 

sulfation joueraient un rôle dans la capacité de la BSP et l‟OPN à nucléer et réguler la 

croissance des cristaux d‟hydroxyapatite pendant la formation d‟os lamellaire (Hunter et al., 

1994). 
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Durant le développement embryonnaire, l'induction de l'expression BSP coïncide avec la 

formation initiale de l'os membraneux et endochondral et son niveau maximal d‟expression 

est atteint au cours de l‟embryogenèse dans les sites de formation osseuse primaire (Chen et 

al., 1992 ; Shen et al., 1995). Au cours de la croissance osseuse et tout au long du processus 

de développement, les souris déficientes en BSP sont plus petites que leurs homologues de 

type sauvage (Malaval et al., 2008, Figure 11). Ce retard de croissance est associé à une 

corticale plus mince chez les jeunes souris mutantes, dont l‟épaisseur se normalise 

progressivement avec l‟âge, tandis que le volume trabéculaire est plus élevé en absence de 

BSP (Malaval et al., 2008, Figure 11). Dans le cas d‟une surexpression de BSP, les souris 

présentent au contraire une réduction du volume trabéculaire dans le fémur et les vertèbres 

(Valverde et al., 2008). Il apparaît que l‟absence de BSP affecte à la fois le cartilage de 

croissance et les ostéoblastes en réduisant leur nombre et leur activité, et donc la formation 

osseuse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Phénotype osseux des souris BSP-/-. (A) 

Morphologie des souris BSP+/+ et BSP-/-, (B) images 

en µ-CT de fémurs entiers (C) imagerie en µ-CT de l’os 

cortical (D) Evaluation du BV/TV de l’os trabéculaire 

(Malaval et al., 2008) 
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Au niveau cellulaire, des travaux in vitro déjà 

anciens avaient montré que la BSP était 

mitogénique pour les pré-ostéoblastes dans la 

matrice collagénique (Xu et al., 2007), et que 

son expression coïncidait avec le schéma 

d‟expression de l‟intégrine αvβ3 dans des 

cultures cellulaires de MC3T3-E1 (Schneider et 

al., 1999). La surexpression de la BSP dans les 

préostéoblastes induit leur différenciation en 

ostéoblastes, tout en augmentant l‟expression 

des marqueurs ostéoblastiques précoces 

(Runx2, Osterix :Osx) et tardifs (OCN) et le 

taux de minéralisation matricielle (Gordon et 

al., 2007). Ces effets apparaissent médiés par la 

voie de signalisation de l‟intégrine αvβ3 (Gordon et al., 2009; Figure 11). Ces études in vitro 

sont en accord avec les phénotypes osseux des souris surexprimant la BSP (Valverde et al., 

2008) et des BSP-/- (Malaval et al., 2008). 

La BSP stimule la résorption ostéoclastique (Chenu et al., 1994) de par sa liaison avec 

l‟intégrine αvβ3 qui induit une réponse calcique dans les ostéoclastes (Paniccia et al., 1993). 

L‟ajout de BSP exogène à des monocytes extraits de rates de souris BSP-/- restaure la 

formation d‟ostéoclastes multinucléés et leur activité (Boudiffa et al., 2010). Les souris 

transgéniques surexprimant la BSP de façon globale ou restreinte aux ostéoclastes présentent 

de fait un nombre d‟ostéoclastes et une capacité de résorption plus élevés (Valverde et al., 

2008), expliquant le plus faible volume osseux. Au contraire, ils sont moins nombreux dans 

les os des souris BSP-/-, et la trop faible résorption entraîne l‟accumulation d‟os trabéculaire 

en dépit de la formation osseuse diminuée (Malaval et al., 2008). D‟autres travaux ont par 

ailleurs montré une synergie d‟action entre la BSP et le RANKL («Receptor Activating NF 

Kappa B Ligand»), entrainant l‟activation du facteur régulateur de l‟ostéoclastogénèse 

(NFATC-2 :Nuclear Factor of activated T-cells cytoplasmic 2 ; Valverde et al., 2005). Par 

contre, la forme déphosphorylée de la BSP inhibe la résorption osseuse, entrainant la 

diminution de la production de RANKL par les ostéoblastes (Curtin et al., 2009). Par ailleurs 

la déphosphorylation de la BSP et de l‟OPN module l‟adhésion des ostéoclastes in vitro (Ek-

Rylander et al., 1994). 

Figure 11 : Schéma de la voie de 

signalisation impliquant la BSP dans 

l’augmentation de la différenciation 

ostéoblastique (Gordon et al., 2009) 
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Les protéines composantes de la famille des SIBLING 

partagent de nombreuses caractéristiques communes, 

mais affichent des distributions différentes et des 

fonctions distinctes, fortement tributaires de leurs 

modifications post-traductionnelles. Toutes interviennent 

cependant dans la biominéralisation. 
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A.4. Vascularisation du tissu osseux 

L‟os est un organe très vascularisé. Il existe un lien étroit entre vascularisation et remodelage 

osseux, cependant l‟interaction entre ces deux phénomènes, reste encore mal connue. Une 

vascularisation adéquate de l‟os dès les premiers stades du développement embryonnaire  est 

une exigence absolue pour le développement osseux, la croissance, l'homéostasie et la 

réparation osseuse.  

A.4.1. Méchanisme de la vascularisation durant l’ossification 

endochondrale : 

Durant l‟ossification endochondrale, la mise en place de la vascularisation est un processus 

extrêmement crucial pour la conversion de l‟ébauche cartilagineuse en tissu osseux. En effet, 

au niveau cellulaire les chondrocytes, les ostéoclastes et les ostéoblastes ont une étroite 

interaction fonctionnelle avec le système vasculaire et moléculaire avec l‟endothélium. 

L‟importance de la vascularisation durant la croissance osseuse a été prouvée dès les années 

1960 avec des expériences qui consistaient à bloquer physiquement l‟approvisionnement de 

l‟os en sang (Trueta et Amato, 1960; Trueta et Morgan, 1960).  

La formation de vaisseaux sanguins matures durant le développement fœtal se produit en 

différentes étapes. Dans un premier temps les progéniteurs mésodermiques et les angioblastes 

donnent naissance à des cellules endothéliales qui se regroupent et s‟assemblent pour former 

un labyrinthe vasculaire primitif. Ce processus est appelé ''vasculogenèse''.  Ce lit vasculaire 

nouvellement constitué, se dilate et se remodèle par ''angiogenèse'' (bourgeonnement de 

vaisseaux sanguins préexistants), pour former des conduits extrêmement ramifiés permettant 

d‟assurer aux tissus embryonnaires les apports en oxygène et en nutriments (Carmeliet and 

Jain, 2011; Potente et al., 2011). 

Différentes cellules endothéliales spécialisées (''tip'', '' stalk'', '' phalanx'') sont impliquées dans 

le processus de bourgeonnement (sprouting) et de croissance de nouveaux vaisseaux. La mise 

en place d‟un réseau vasculaire fonctionnel nécessite la maturation des vaisseaux 

nouvellement formés et leur différenciation en artères, veines et capillaires : le processus 

''d‟artériogénèse'' repose sur le recrutement de cellules péri-endothéliales qui s'organisent 

autour de la paroi vasculaire, impliquant généralement des péricytes pour les petits vaisseaux 

et des cellules musculaires lisses pour les gros vaisseaux (Figure 12). 
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Figure 12: Processus de vascularisation durant l’ossification endochondrale. 
A GAUCHE: Au cours de l’embryogenèse, l’initiation de la néovascularisation du cartilage est 

coordonnée par: (1) la prolifération et la différenciation des chondroncytes dans une ébauche 

cartilagineuse avascularisée. (2) l’ostéoblastogenèse et la formation du « bone colar » (BC), (4) la 

formation du périchondre (Pch) (5) et l’expression de niveaux élevés de VEGF par les chondrocytes 

hypertrophiques. L’invasion vasculaire est accompagnée par l’apopotose des chondrocytes, la 

résorption du cartilage par les ostéoclastes et la Co-invasion par les ostéoprogéniteurs se déplaçant 

au niveau des centres d’ossification primaire (POC).    aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa   

AU CENTRE : la croissance osseuse en longueur est initiée par le remplacement progressif des 

chondrocytes hypertrophiques (HC) par de l’os trabéculaire. Ce processus repose sur la vascularisation 

métaphysaire, qui est médiée par la liaison de l’héparine au VEGF. Ce dernier est libéré sous l’action 

des MMP9 sur la matrice durant le remodelage du cartilage. Le VEGF stimule le recrutement des 

précurseurs ostéoclastiques qui atteignent le réseau vasculaire en formation et sécrètent aussi des 

MMPs, dégradant ainsi la matrice, ce qui permet l’expansion du réseau vasculaire (angiogénèse) et la 

migration des cellules endothéliales. Le VEGF coordonne ainsi la vascularisation, le remodelage du 

cartilage et l’ossification en stimulant les ostéoblastes. (AC) aricular chondrocytes (RC) round 

chondrocytes (CC) columnar chondrocytes (pHC) pré-hypertrophiques chondrocytes.aaaaaaaaaaaaaaaaa  

A DROITE : Au cours de la croissance, lorsque le cartilage avasculaire dépasse une taille critique, 

l’environnement hypoxique entraîne la stabilisation de HIF-1, ce qui va induire l’expression du VEGF 

dans les chondrocytes. Certains isoformes du VEGF diffusent à la surface du cartilage et stimulent la 

croissance du réseau vasculaire épiphysaire. Durant le début du développement post natal, les 

vaisseaux sanguins épiphysaires envahissent le cartilage avasculaire et initient la formation des 

centres secondaires d’ossification (SOC).(Maes, 2013) 
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La stabilisation du réseau vasculaire est complétée par le dépôt de matrice extracellulaire, 

l‟induction de la quiescence des cellules endothéliales et l‟augmentation de la concentration 

de la VE-cadhérine qui induit la réduction des jonctions cellulaires (Carmeliet and Jain, 2011; 

Potente et al., 2011). 

A.4.2. Vascularisation des os long :  

A.4.2.1. Anatomie de la circulation intraosseuse: 

L‟anatomie de la vascularisation intraosseuse est en fonction du type d‟os (long ou plat). Chez 

l‟homme adulte, la vascularisation des os longs, se compose d'artères de calibre moyen qui 

pénètrent les corticales osseuses au niveau de trous nourriciers et se ramifient en artérioles 

puis en capillaires (Laroche, 2002; Figure 13).  

Six groupes d‟artères amènent le sang oxygéné dans l‟os : 1 ou 2 artères diaphysaires, 1 ou 2 

artères métaphysaires et épiphysaires supérieures et inférieures et les vaisseaux périostés, qui 

Figure 13: Schéma de la vascularisation d’un os long. A gauche : la vascularisation 

artérielle. A droite : la vascularisation veineuse. (Laroche et al.,2002)  
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constituent un réseau d‟anneaux vasculaires autour de la diaphyse et de la métaphyse 

(Laroche, 2002). Le retour veineux est assuré par un sinus veineux central, occupant le centre 

de la diaphyse, et formé d‟une seule tunique endothéliale (Pooley et al., 1990; Figure 12). Ce 

sinus se draine dans des veines parallèles aux artères : les veines épiphysaires, métaphysaires 

et centromédullaires.(Pooley et al., 1990; Oni and Gregg, 1990; Figure12). De nombreux 

capillaires sinusoïdes se ramifient dans la moelle osseuse pour permettre les échanges entre 

les cellules et le sang. (Pugsley and Tabrizchi, 2000). Au niveau cortical, les vaisseaux 

intracorticaux cheminent essentiellement dans les canaux de Havers et secondairement dans 

les canaux de Volkman. La plupart des canaux contiennent un seul capillaire. Ce réseau 

vasculaire subit un remodelage continu, de même que l‟os cortical. Un réseau artériel 

identique à celui des os longs caractérise la vascularisation des os plats, à l‟exception du 

retour veineux qui est assuré par de multiples sinusoïdes anastomosés, qui se drainent 

directement dans les veines corticales. 

A.4.2.2. Vascularisation et croissance osseuse :  

 

Les chondrocytes qui composent les plaques de croissance des extrémités distales des os longs 

sont responsables de leur croissance longitudinale. On distingue histologiquement quatre 

couches différentes de chondrocytes (Figure 14). La zone des chondrocytes au repos constitue 

Figure 14: Représentation schématique des effets de l’administration d’un récepteur 

soluble du VEGF-récepteur (mFlt [1-3]-IgG) sur la différenciation et la maturation 

chondrocytaire dans la plaque de croissance (Gerber et Ferrara al.,2010) 
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la partie la plus distale ; elle est suivie par une zone de chondrocytes aplatis et proliférants. 

Ces derniers se transforment en cellules rondes matures, les chondrocytes hypertrophiques, 

qui expriment des niveaux élevés de PAL et des niveaux bas de collagène de types II et IX en 

comparaison avec les chondrocytes prolifératifs, ainsi qu‟un marqueur spécifique de ce stade, 

le collagène de type X. Les chondrocytes hypertrophiques situés au niveau de la jonction 

chondro-osseuse sont prédisposés à subir une mort cellulaire par apoptose (Gerber and 

Ferrara, 2000). Divers facteurs angiogéniques et anti-angiogéniques ont été identifiés pour 

être secrétés par les chondrocytes présents dans la plaque de croissance. Une expression 

élevée de VEGF (inducteur de l‟angiogenèse) a été détectée dans les chondrocytes 

hypertrophiques (Horner et al., 1999) tandis que ceux des zones de repos ou de prolifération 

ne l‟expriment pas (Gerber et al., 1999). L‟administration du mFlt (1-3)-IgG, un récepteur 

soluble du VEGF qui piège ce facteur et l‟empêche de se lier aux récepteurs cellulaires, inhibe 

la formation de nouveaux vaisseaux sanguins au niveau de la plaque de croissance, entrainant 

une diminution de la formation de l‟os trabéculaire et une expansion de la zone 

chondrocytaire hypertrophique (Gerber and Ferrara, 2000; Figure13). Un résultat similaire a 

été observé dans un modèle de souris CRE-lox n‟exprimant pas le VEGF au niveau de la 

plaque de croissance (Haigh et al., 2000). Ces études confirment le rôle du VEGF en tant que 

régulateur clé de la morphogenèse, de l‟invasion capillaire et du remodelage de la plaque de 

croissance pendant le développement post natal. 

Deux autres facteurs sont aussi exprimés par les chondrocytes hypertrophiques de la plaque : 

les facteurs de croissance fibroblastique bFGF et aFGF. La sécrétion du bFGF par la plaque 

de croissance tibiale du lapin accélère l‟invasion vasculaire, l‟ossification du cartilage de 

conjugaison, ainsi que la différenciation des chondrocytes (Baron et al., 1994). Par ailleurs les 

chondrocytes de la plaque de croissance des os longs sécrètent un certain nombre 

d‟inhibiteurs de l'angiogenèse, comme le TGF- 1 («transforming growth factor beta1» ; Tada 

et al., 1994), hCHIAMP (« Chondrocyte Inhibitor of Angiogenesis and metalloproteinase 

activity », Moses et al., 1990; Moses, 1993), TIMP-1 (Moses et al., 1992), TIMP-2 (Ohba et 

al., 1995), CHM-I («Chondromoduline-I»; Hiraki et al., 1997; Gerber and Ferrara, 2000; 

Tableau 1). 

Les vaisseaux sanguins de la métaphyse envahissent le cartilage à la base de la zone 

hypertrophique. L‟invasion des cellules endothéliales induit la formation de canaux 

vasculaires au sein des chondrocytes apoptotiques. Ces vaisseaux sanguins néoformés 

fournissent l‟accès aux ostéoblastes, qui remplacent les chondrocytes apoptotiques et déposent 
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une matrice osseuse et aux ostéoclastes qui sont impliqués dans l‟élimination de la matrice 

cartilagineuse et qui vont remodeler l‟os néoformé. Au cours de la croissance, la taille de la 

zone des chondrocytes hypertrophiques est maintenue constante par un processus dynamique 

de renouvellement de la plaque. A la fin de la puberté, stade final de la croissance 

physiologique osseuse, les différentes zones de la plaque de croissance cessent leur activité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Liste des facteurs angiogéniques et anti-angiogéniques exprimés par les 

chondrocytes dans la plaque de croissance (Gerber et Ferrara.,2000)  
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A.4.3. L’angiogenèse - définition et mécanisme - : 

L'angiogenèse se définit comme un processus complexe, multi-étapes qui mène à la formation 

de nouveaux capillaires sanguins par l'excroissance ou le bourgeonnement de vaisseaux 

préexistants, capillaires ou veinules (Folkman and Shing, 1992). Au cours du développement, 

elle permet l'extension et le remodelage du réseau vasculaire primitif afin d'établir un système 

circulatoire mature et fonctionnel et d'assurer un apport nutritionnel et une expansion 

tissulaire. Chez l'adulte, où le réseau vasculaire est déjà en place, l'angiogenèse est un 

mécanisme plus rare qui survient de façon sporadique tout au long de la vie notamment lors 

de l‟inflammation, de la cicatrisation, de la réparation osseuse.  

A.4.3.1. Les étapes de l’angiogenèse :  

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est un processus complexe multifactoriel qui se 

déroule en plusieurs étapes (Figure 15) : 

A.4.3.1.1. Activation endothéliale, vasodilatation et perméabilité endothéliale: 

Une étape essentielle pour l‟initiation de l‟angiogenèse est l‟activation de la cellule 

endothéliale. Lors de cette première étape, plusieurs facteurs angiogéniques provenant de 

diverses sources (cellules endothéliales, fibroblastes, cellules musculaires lisses, plaquettes, 

cellules inflammatoires) sont secrétés dans l‟environnement, tels que le VEGF, qui induit une 

augmentation de l‟activité NO synthase (NO: monoxyde d‟azote) dans les cellules 

endothéliales (Griffioen and Molema, 2000). Le VEGF augmente aussi la perméabilité 

vasculaire, ce qui permet l‟extravasation des protéines plasmatiques. Celles-ci forment ainsi 

un réseau provisoire riche en fibrine pour aider à la migration des cellules endothéliales 

(Griffioen and Molema, 2000; Carmeliet, 2000)  suite au détachement des péricytes (Lakka et 

al., 2003). Le FGF entreposé dans la lame basale vasculaire est augmenté durant 

l‟angiogenèse (Ucuzian et al., 2010). Les angiopoïétines (Ang-1 et 2)  régulent le remodelage 

vasculaire et l‟angiogenèse en se fixant sur leur récepteurs Tie (« Tyrosine Kinase with 

Immunoglobulin and EGF Homology Domains » ; Ucuzian et al., 2010). L‟Ang-1 et l‟Ang-2 

se lient au même récepteur, mais ont des réponses biologiques différentes. 

A.4.3.1.2. Dégradation de la matrice extracellulaire : 

Suite à la sécrétion et à l‟activation d'enzymes protéolytiques, comme l'activateur du 

plasminogène (uPa) et des métalloprotéases (MMPs ; Freedman and Isner, 2001) par les 

cellules endothéliales et les cellules lymphoïdes, il y a dégradation de la matrice 
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extracellulaire, ce qui perturbe les jonctions serrées, adhérentes et gap qui existent entre les 

cellules endothéliales et les cellules périvasculaires, permettant à ces dernières de se détacher 

(Lakka et al., 2003). 

A.4.3.1.3. Prolifération et Migration des cellules endothéliales : 

Suite à la digestion de la matrice extracellulaire, l‟Ang-2 va participer au détachement des 

cellules musculaires lisses de la paroi de la structure tubulaire endothéliale et faciliter la 

migration des cellules endothéliales. Plusieurs molécules sont impliquées dans ce processus, 

dont le FGF, qui augmente la motilité et la prolifération des cellules endothéliales ainsi que 

l‟activité des protéases (Griffioen and Molema, 2000), et favorise la production du VEGF 

(Ucuzian et al., 2010). Ce dernier augmente aussi la prolifération des cellules endothéliales en 

partie via l‟activation MAPK (« Mitogen-Activated Protein Kinases ») en se fixant sur son 

récepteur VEGFR2 (Griffioen and Molema, 2000) ; et agit sur la migration cellulaire en 

augmentant l‟expression des intégrines, de la collagénase interstitielle et du uPA (Ucuzian et 

al., 2010). Le TGF-β augmente à son tour la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales (Ucuzian et al., 2010). D‟autres facteurs tels que l‟angiogénine, l‟EGF 

(« Epidermal Growth Factor »), et l‟IGF-1 sont aussi impliqués (Serini et al., 2006). La 

migration des cellules endothéliales est permise grâce à l‟expression de nombreuses 

intégrines ; l‟intégrine αvβ3 est augmentée sur les cellules endothéliales activées et permet 

leur adhésion à la vitronectine, au fibrinogène, à la laminine, au collagène, au facteur von 

Willebrand et à l‟OPN (Griffioen and Molema, 2000). Ainsi, les cellules endothéliales 

migrent à travers la MEC vers la source angiogénique en formant un capillaire encore 

dépourvu de cellules péri-vasculaires.  

A.4.3.1.4. Formation de la lumière vasculaire et des tubules et maturation des 

néovaisseaux : 

 Au sein des cellules endothéliales migrantes, on observe une augmentation des transcrits de 

la fibronectine, du récepteur EDG-1 (« Endothelial Differentiation Gene-1 »), de Jagged 

(ligand du récepteur Notch), et d‟EDF-1 (« Endothelial Differentiation related Factor-1 »), 

une protéine liant la calmoduline qui agit aussi comme un co-activateur de la transcription. 

Une fois ce programme génétique de maturation, activé les cellules endothéliales s‟alignent, 

s‟organisent, forment des tiges et des structures de vaisseaux en réseau (Mariotti and Maier, 

2006). La polarisation des cellules endothéliales est essentielle pour la formation de la lumière 

vasculaire, leur surface apicale sera le site du développement de la lumière, leur surface 

basale permettra l‟interaction des vaisseaux sanguins avec la matrice extracellulaire et les 
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cellules murales (Zeeb et al., 2010). Une des principales molécules impliquée dans la 

polarisation cellulaire est la VE-cadhérine, qui est localisée au début de la formation de la 

lumière vasculaire, sur toute la surface de contact entre deux cellules. Par la suite, cette 

molécule d‟adhésion se retrouve à des positions latérales voisines des cellules endothéliales, 

sur le côté apical ou celui de la lumière des membranes plasmatiques (Zeeb et al., 2010).  

Une autre molécule d‟adhésion importante durant les premiers stades de formation vasculaire 

est PECAM (« Patelet Endothelial Cell Adhesion Molecule »), qui contribue au maintien de 

l‟intégrité de la barrière endothéliale et régule la perméabilité vasculaire (Mariotti and Maier, 

2006). 

Le VEGF-A induirait un changement dans la morphologie des cellules endothéliales 

polarisées pour entraîner la formation de la lumière extracellulaire, il se lie à son récepteur 

VEGFR2 qui active ROCK 1 et 2 (« Rho-associated Kinase »). ROCK est important pour le 

réarrangement du cytosquelette (Zeeb et al., 2010). 

Suite à la formation de la lumière vasculaire, les nouveaux vaisseaux entament une phase de  

maturation qui nécessite le recrutement des péricytes, cellules murales des capillaires, par 

différentiation de précurseurs au sein des cellules mésenchymateuses. Le PDGF-β, un facteur 

chimio-attractant impliqué dans le recrutement des péricytes, est synthétisé par les cellules 

endothéliales (Griffioen and Molema, 2000). D‟autres facteurs sont impliqués dans ce 

processus, comme le TGF-β1, le VEGF et le NO. 
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Par la suite, les péricytes recrutés vont entourer le vaisseau en formation et limiter la 

prolifération des cellules endothéliales qui entreront dans une phase de quiescence cellulaire, 

sous l‟action du TGF-β1 (Lebrin et al., 2005). Les péricytes en contact avec les cellules 

endothéliales produisent aussi des facteurs de survie comme le VEGF et Ang1. Ang1, en se 

fixant sur son récepteur Tie2 active la voie de signalisation AKT qui inhibe l‟apoptose 

(Mariotti and Maier, 2006). Le complexe formé par VEGF-VEGFR-VE-cadhérine sur la 

cellule endothéliale active la voie de signalisation PI3K-AKT (Mariotti and Maier, 2006). 

Cette voie augmente Bcl2 (« B-cell lymphoma 2 »), une protéine anti-apoptotique. Le VEGF 

(isoformes 165 et 121) et l‟Ang1 sont aussi impliqués dans l‟augmentation du diamètre des 

vaisseaux. 

La pression sanguine et les forces de cisaillement sont impliquées dans la phase de maturation 

des vaisseaux, en induisant l‟expression de plusieurs gènes par les cellules endothéliales et 

mésenchymateuses comme c-Fos, Egr-1 (« Early growth response protein-1 »), ACE 

(« Angiotensin-Converting Enzyme »), eNOS, PDGF-A et B, TGF-β et  les intégrines, et en 

inhibant le TNF-α, un facteur pro-apoptotique, et en diminuant le renouvellement des cellules 

endothéliales (Mariotti and Maier, 2006). Tous les facteurs énumérés sont nécessaires à la 

stabilisation et la maturation des vaisseaux sanguins. 

 

 

 

Figure 15: Les dix principales étapes cellulaires et moléculaires de l’angiogenèse (Wong et 

al.,2006) 
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A.4.3.2. Rôle des SIBLING dans la vascularisation :   

Alors que l‟OPN est la protéine SIBLING la mieux étudiée, les études sur les autres protéines 

connaissent un regain d‟intérêt, surtout après la mise en évidence de leur localisation 

ectopique en dehors des tissus minéralisés et leur rôle essentiel dans la vascularisation des 

processus tumoraux malins. L‟objet de cette partie est de décrire les propriétés et les 

implications des SIBLING lors de la formation physiologique des vaisseaux sanguins.   

A.4.3.2.1. DMP1 : 

Très peu de travaux ont étudié l‟effet de DMP1 sur l‟angiogenèse. Une récente étude vient 

cependant de démontrer qu„elle aurait une activité anti-angiogénique, ce qui lui confère une 

propriété insoupçonnée qui pourrait être utilisée pour le développement de nouveaux 

traitements contre le cancer, mais aussi contre les maladies dans lesquelles l'angiogenèse joue 

un rôle majeur, comme le psoriasis, la polyarthrite rhumatoïde ou la rétinopathie diabétique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Rôle de la DMP1 dans le blocage de la signalisation du VEGF. En présence du VEGF, le 

récepteur VEGFR-2 est activé (phsophorylé : P rouge). Ensuite, Src est phosphorylé à son tour sur 

la Tyr416, et déphosphorylé sur la Tyr527, ce qui induit son activation. Src active va inactiver la 

VE-Cadhérine via la phosphorylation de son domaine tyrosine intracytoplasmique, en particulier la 

Tyr 685. En présence du VEGF et de la DMP1 liée à CD44, l’expression de la VE-Cadhérine est 

augmentée, ce qui induit  d’une part l’expression de p27Kip1 et ainsi l’arrêt du cycle cellulaire et de 

la croissance, imitant le phénomène d’inhibition de contact. D’autre part la VE-cadhérine va 

séquestrer le récepteur VEGFR-2 et empêche ainsi son activation, en inhibant sa phosphorylation. 

Un prétraitement avec la DMP1 altère partiellement la phosphorylation de la VE-cadhérine sur sa 

Tyr685 (Trait rouge), permettant le recrutement des Csk. Le VEGFR-2 inactivé par la DMP1 n’est 

plus capable de phosphoryler Src au niveau de sa Tyr 416, cependant Src est phosphorylé au niveau 

de sa Tyr527 par Csk, dont l’expression est induite en présence de DMP1 (Pirotte et al., 2011). 
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L‟effet antiangiogénique de la DMP1 passe par l‟augmentation de l‟expression de la VE-

Cadhérine. La VE-Cadhérine induit d‟une part l‟expression de p27kip1, qui entraine l‟arrêt de 

la croissance et  du cycle cellulaire et va séquestrer d‟autre part le récepteur VEGFR2 et ainsi 

empêcher son activation (Pirotte et al., 2011; Figure 16). 

A.4.3.2.2. MEPE : 

MEPE est exprimée dans les conditions 

physiologiques dans le tissu osseux et les 

reins, entre autres sites (Ogbureke and 

Fisher, 2005; Addison et al., 2008). Une 

étude (David et al., 2009) a établi que la 

surexpression de MEPE (souris MEPE 

TGN) induit une angiogenèse accrue dans 

l‟os et dans le rein, en stimulant 

l‟expression du VEGF (Figure 17). Une 

augmentation de l‟excrétion urinaire de 

l‟aldostérone a été observée également 

chez ces souris. Celle-ci augmente la 

néovascularisation en activant la voie 

angiotensine-II, qui induit l‟augmentation 

de l‟expression du VEGF (Schiffrin, 

2006). D‟autres études seront nécessaires pour confirmer l‟effet angiogénique de MEPE. 

A.4.3.2.3. DSPP : 

L‟accumulation des données commencent à impliquer la DSPP dans des étapes spécifiques de 

progression tumorale (croissance, adhésion et métastases). Ogbureke et al ont montré dans 

une étude l‟augmentation de l‟expression de la BSP, DSPP et OPN dans les carcinomes 

épidermoïdes humains de la cavité buccale (Ogbureke et al., 2007) et dans certaines 

dysplasies épithéliales humaines de la cavité buccale (Ogbureke et al., 2010). L‟extinction de 

l‟expression de DSPP in vitro dans une lignée cellulaire du cancer de la bouche, OSC2, est 

associée à une altération significative des caractéristiques tumorigènes de cette lignée et 

entraîne la diminution de l‟expression des protéines clés impliquées dans la prolifération et la 

progression des cellules tumorales (KI67,MMP-2, MMP-3, MMP9, P53) mais aussi de 

l‟angiogenèse (VEGF ; (Joshi et al., 2010). In vivo, l‟extinction de l‟expression de la DSPP 

montre une tendance à la réduction des tumeurs, qui reste à  confirmer, car l‟étude n‟a porté 

Figure 17: Analyse des images 3D obtenues 

par microtomographie du réseau vasculaire 

rénal. Augmentation du nombre de petits 

vaisseaux sanguins dans le rein lors de la 

surexpression de MEPE (David et al., 2009) 
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que sur deux souris (Joshi et al., 2010). Dans une autre étude, la coculture de cellules souches 

de la pulpe dentaire (DPSC) et de cellules endothéliales (HUVEC) a induit une différenciation 

ostéo/odontogénique avec une forte expression de DSPP. L‟ajout des cellules DPSC a 

entraîné une stabilisation du réseau vasculaire formé par les cellules endothéliales sur un 

matrigel (Dissanayaka et al., 2012). Ensemble, ces études suggèrent un potentiel angiogénique 

pour la DSPP et son implication dans la physiopathologie des cancers de la cavité buccale. 

A.4.3.2.4. OPN : 

La paroi des vaisseaux sanguins est composée de cellules musculaires lisses qui expriment 

l‟OPN. Il a été démontré que l‟OPN augmenterait leur prolifération, leur adhésion, ainsi que 

leur chimiotactisme (Gadeau et al., 1993; Liaw et al., 1994). Ces effets semblent être médiés 

par l‟intégrine αvβ3 (Yue et al., 1994; Liaw et al., 1995). L'OPN joue également un rôle dans 

l'angiogenèse et les réparations des lésions vasculaires en inhibant l‟apoptose des cellules 

endothéliales (Scatena et al., 1998; Khan et al., 2002), en leur conférant une cytoprotection 

via l‟activation de la voie PI3K/AKT, ce qui induit l‟augmentation de Bcl-xL (”B-cell 

lymphoma-extra large”) et l‟activation de la voie NF-κB (« Nuclear Factor-kappa B » ; Dai et 

al., 2009). L‟OPN augmente aussi l‟expression du VEGF et l‟activation du récepteur KDR par 

la phosphorylation de AKT et ERK (« Extracellular signal-Regulated Kinase» ; Dai et al., 

2009). En coopération avec le VEGF, l‟OPN stimule l‟adhérence et la migration des cellules 

endothéliales ; cette stimulation est augmentée avec l‟activation du site de clivage de l‟OPN 

par la thrombine (Senger et al., 1996). De même le peptide SVVYGLR, dérivé de l‟OPN, 

augmente non seulement la migration et l‟activité des cellules endothéliales, mais il stimule la 

formation de tube en trois dimensions sur un gel de collagène (Hamada et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Effet de l’absence de l’ostéopontine sur la 

vascularisation (A : disque  et hôte WT, B : disque et hote : 

KO) (Asou et al.,2001) 
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Une étude in vivo, qui  consistait à implanter des disques osseux en intra-musculaire dans des 

souris OPN-/-, a montré une vascularisation réduite des disques osseux, entraînant une 

diminution de l‟accumulation des ostéoclastes et ainsi de leur résorption (Asou et al., 2001, 

Figure 18). Dans un autre modèle, l‟augmentation de l‟expression de l‟OPN par le FGF2 

stimule l'angiogenèse de la membrane chorio-allantoïde, en induisant le recrutement des 

monocytes proangiogéniques (Leali et al., 2003). Les effets angiogéniques de l‟OPN, ont été 

également établis dans la croissance des tumeurs. En effet, l‟implantation chez des souris de 

cellules murines de neublastome transfectées avec un vecteur d‟expression de l‟OPN, montre 

une augmentation de la néovascularisation de la tumeur par rapport aux cellules non 

transfectées (Takahashi et al., 2002; Hirama et al., 2003). 

A.4.3.2.5. BSP : 

Plusieurs études ont démontré le rôle primordial des intégrines αvβ3 et αvβ5, récepteurs 

présents sur la surface des cellules endothéliales dans l‟angiogenèse (Brooks, 1996). 

L‟expression du récepteur αvβ3, absent dans les vaisseaux sanguins quiescents, est augmentée 

durant l‟angiogenèse (Brooks et al., 1994). Le VEGF augmente l‟adhésion et la migration 

cellulaires et active le récepteur αvβ3 ainsi que d‟autres intégrines impliquées dans 

l‟angiogenèse (Byzova et al., 2000). Il est connu que la BSP est un ligand pour le récepteur 

αvβ3. Une étude a montré que le PDGF-BB, un facteur qui induit la prolifération des cellules 

endothéliales et la formation des tubes durant l‟angiogenèse in vitro via son récepteur β 

(Battegay et al., 1994), augmente la transcription de la BSP humaine (Mezawa et al., 2009), 

montrant ainsi un lien possible entre la BSP et l‟angiogenèse. Dans l‟une des rares études sur 

le sujet, l‟équipe de A. Bellahcène a démontré que la migration et l‟adhésion des cellules 

HUVEC in vitro est dépendante de l‟interaction du récepteur αvβ3 des cellules endothéliales 

avec le motif RGD de la BSP (Bellahcène et al., 2000). La BSP stimule ainsi la réponse 

angiogénique d‟une manière comparable à celle obtenue avec bFGF, un inducteur puissant de 

l'angiogenèse, dans le modèle de membrane chorio-allantoïde (Bellahcène et al., 2000).  
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Les protéines composantes de la famille des SIBLING 

jouent un rôle crucial dans le développement de l’os, ainsi 

que dans son remodelage par leurs actions sur les cellules 

osseuses. Par ailleurs, ces protéines sont très impliquées 

dans les processus d’angiogenèse durant le développement 

ou lors du remodelage vasculaire. 
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B. L’hormone parathyroïdienne (PTH) : action sur la 

physiologie osseuse 

B.1. Régulation de l’homéostasie osseuse : 

Le squelette mature est un organe métaboliquement actif qui subit un remodelage continu par 

un procédé remplaçant l‟os ancien par de l'os nouveau.  Ce remodelage osseux est nécessaire 

pour maintenir l'intégrité de la structure du squelette et pour accomplir ses fonctions 

métaboliques de réserve de calcium et de phosphore. Cette double fonction est souvent 

perturbée dans des conditions de variation des contraintes mécaniques ou dans le cas d‟un 

stress nutritionnel et métabolique. Les ostéoblastes qui assurent la formation osseuse 

proviennent des cellules souches mésenchymateuses qui ensuite se différencient en 

ostéoblastes matures. Les ostéoclastes qui sont responsables de la résorption osseuse 

proviennent de cellules souches hématopoïétiques. 

La formation osseuse et la résorption sont généralement équilibrées, entraînant le maintien 

d‟un niveau constant de la masse osseuse. Ce cycle de remodelage est finement régulé par une 

variété de facteurs systémiques et locaux tels que : la vitamine D active (1,25 (OH)2D3 ou 

calcitriol), les œstrogènes, des facteurs de croissance et des cytokines, mais aussi bien sûr 

l‟hormone parathyroïdienne ou PTH.  

Nous allons nous concentrer dans ce qui suit sur l‟effet de la PTH sur l‟homéostasie 

phosphocalcique et le maintien de la masse osseuse, et son action sur les différentes 

SIBLING. 

B.1.1. La PTH  et la régulation de l’homéostasie calcique : 

La PTH est un polypeptide de 84 acides aminés et d‟une masse moléculaire de 95 kDa qui est 

synthétisée par les cellules principales des glandes parathyroïdes. Le gène de la PTH est situé 

sur le chromosome 11 et code pour une protéine de 115 aa, la prépro-PTH, qui après 

hydrolyses successives donne naissance à la pro-PTH (90 aa) puis à la PTH active formée de 

84 acides aminés. 
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Par le passé, la définition du rôle physiologique de la PTH a été le maintien constant de la 

calcémie (taux de calcium ionisé sanguin), sans pour autant contrôler la phosphatémie. Le 

mode d‟action de la PTH et sa sécrétion dépendent de l‟activation d‟un récepteur de calcium 

(CaSR : « Calcium Sensing Receptor ») exprimé à la surface des cellules parathyroïdiennes 

(Tfelt-Hansen and Brown, 2005). Lors d‟une hypocalcémie, la PTH agit en quelques minutes 

en stimulant dans le rein la réabsorption 

du calcium au niveau du tubule rénal, et 

l‟excrétion du phosphore. La PTH 

augmente de plus la libération de calcium 

et de phosphate à partir de l‟os en une à 

deux heures (Gennero et al., 2004). Dans 

le cas d‟une hypocalcémie prolongée, la 

PTH active la 1α-hydroxylase augmentant 

ainsi la production du calcitriol. Ce 

dernier va induire l‟augmentation de 

l‟absorption du calcium au niveau de 

l‟intestin grêle. Toutes ces réponses sont 

médiées par  le récepteur 1 de la PTH,  le 

PTHR1 (« parathyroid hormone 1 

receptor »), qui est couplé à une protéine 

G. PTHR1 lie également le PTHrP 

(« Parathyroid-hormone-related peptide ») 

avec une affinité similaire à celle de la PTH.  

Sur le plan osseux, l‟effet initial (survenant en quelques minutes) de la PTH sur l‟os est de 

stimuler via les ostéoblastes le relargage rapide d‟un pool de Ca2+ localisé dans la matrice près 

de la surface osseuse et disponible pour assurer des échanges rapides avec le fluide 

extracellulaire (ECF ; Figure 19). 

A plus long terme, la stimulation des ostéoblastes qui expriment le récepteur PTHR1 par la 

PTH, va activer l‟activité des ostéoclastes présents et la différenciation des précurseurs 

ostéoclastiques. Le couplage entre les ostéoblastes et les ostéoclastes dépend, de la 

modification de synthèse et de production de protéines produites par les ostéoblastes et 

induites par la PTH, principalement le facteur RANKL.   

Figure 19: Schéma illustrant l’homéostasie 

calcique. (ECF : fluide extracellulaire) 

http://courses.washington.edu/conj/bess/calci

um/calcium.html  
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B.1.2. La PTH et la régulation de l’homéostasie du phosphate :  

Le phosphate est apporté à l‟organisme par le contenu alimentaire et il est uniquement 

absorbé au niveau de l‟intestin. Son transport s‟effectue par un double mécanisme : un 

transport paracellulaire non régulé dépendant du gradient de concentration entre le liquide 

interstitiel et la lumière intestinale, et un transport transcellulaire régulé par un système de co-

transport Sodium-Phosphate (Npt2b), exprimé dans la membrane apicale des entérocytes. Une 

fois dans la circulation, le phosphate parvient à différents tissus dont l‟os, en partie grâce à 

l‟activité du co-transporteur Sodium-Posphate III (Forster et al., 2006a; Werner and Kinne, 

2001). Le phosphate est filtré par le glomérule rénal et réabsorbé dans le tubule proximal par 

le co-transporteur sodium-phosphate de type Iia (Forster et al., 2006b). 

De nombreux facteurs modulent la complexe régulation du phosphate, en particulier l‟action 

de la PTH et de la vitamine D. A côté de son rôle de « caliostat » (stabilisateur du taux 

calcium circulant), la PTH est en effet impliquée, dans la régulation du phosphate (Figure 20), 

élément nécessaire à la minéralisation matricielle. Dans le tubule rénal proximal, la PTH se 

fixe sur le PTHR1 exprimé par la membrane basolatérale et apicale, et y active respectivement 

les deux voies de signalisation Gsα/PKA et Gq/PLC/PKC. L‟activation de ces deux voies 

conduit à l'internalisation des cotransporteurs du sodium-phosphate NaPi-IIa et NaPi-IIc, 

augmentant l‟excrétion du phosphate rénal et générant une hypophosphatémie (Forster et al., 

2006b). A côté de l‟augmentation sérique du taux de calcium, la PTH induit donc une 

diminution de la concentration sérique en phosphore. 
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Pour résumer la régulation complexe du phosphate, la synthèse et la sécrétion de la PTH, sont 

augmentées par des faibles taux de Ca sérique et une augmentation sérique des niveaux de 

Phosphate. La PTH inhibe donc la réabsorption rénale du phosphate et stimule la synthèse de 

la vitamine D et du FGF23, qui a leur tour inhibent la synthèse de la PTH. Le FGF23 inhibe 

par l‟intermédiaire d‟un ou de plusieurs récepteurs de FGF, avec Klotho en tant que co-

récepteur, la réabsorption rénale du phosphate, et diminue les niveaux circulant de la vitamine 

D. L‟expression du FGF23 est inhibée par PHEX et DMP1 qui sont induit par la PTH (Martin 

et al., 2012; Figure 21). La diminution du niveau de vitamine D par le FGF23 peut entraîner 

une hypocalcémie. Enfin l‟hyperphosphatémie résultante stimule la PTH et le FGF23 qui 

augmentent l‟excrétion urinaire du phosphate. 

 

 

Figure 20: Régulation de l’homéostasie du phosphate. Le phosphate est apporté 

par l’alimentation, absorbé au niveau des intestins, stocké dans le squelette et 

excrété par les reins. La vitamine D active 1.25(OH) 2D stimule l’absorption du 

phosphate à partir de l’alimentation. Le FGF23 augmente la clairance rénale du 

phosphate et inhibe la synthèse de la 1.25(OH)2D3 (vitamine D) et peut 

diminuer la synthèse de la PTH. La PTH augmente la clairance rénale du 

phosphate et stimule la synthèse de la vitamine D (Juppner et al.,2010) 
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B.2. Régulation du métabolisme osseux par la PTH : 

Les régulations de l‟homéostasie phospho-calcique par la PTH et son action sur le tissu 

osseux suggèrent que cette hormone possède des effets sur les cellules osseuses. L‟effet 

anabolique (augmentation nette de la quantité d‟os) de la PTH suite à une administration 

intermittente est clairement établi. Ceci contraste bien sûr avec les cas sévères 

d‟hyperparathyroïdie, car l‟exposition continue à la PTH induit une perte osseuse. Alors 

même qu‟aujourd„hui la PTH en traitement intermittent (iPTH) est approuvée comme 

traitement de l‟ostéoporose, il reste à déterminer les mécanismes exacts par lesquels elle 

exerce ses effets anaboliques et à expliquer son effet catabolique dont le mécanisme est 

inconnu jusqu'à présent. 

D‟après les travaux récents de Jilka (Jilka, 2007), la iPTH inhibe l‟apoptose des ostéoblastes 

de l‟os trabéculaire, entraînant une augmentation de leur nombre et ainsi de la formation 

osseuse (Figure 22). 

Figure 21: Schéma illustrant l’hypothèse d'interaction DMP1 et PHEX 

dans la régulation de FGF23 et la minéralisation osseuse. Dans les 

conditions physiologiques, DMP1 se lie à PHEX par son domaine C-

terminal et aux intégrines par son domaine RGD, conduisant à 

l’inhibition de la transcription du FGF23 et l’augmentation de sa 

dégradation (Martin et al.,2012)  
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Dans des études in vitro de cultures de 

cellules ostéoblastiques, la iPTH active 

rapidement les voies de signalisation 

anti-apoptotique, qui impliquent 

l‟activation de l‟AMPc (« Adénosine 

Monophosphate Cyclique ») médiée par 

la phosphorylation de la PKA, entraînant 

l‟inactivation de la protéine 

proapoptotique BAD (« BCL2-

antagonist of cell death »), ainsi que 

l‟augmentation de l‟expression du gène 

de survie BCL-2 (Bellido et al., 2003; 

Figure 22). 

La PTH augmente d‟une manière transitoire le niveau d‟expression de Runx2 dans les 

ostéoblastes et semble diminuer leur prolifération tout en augmentant leur différenciation (Qin 

et al., 2005). Ces effets pourraient être dûs à la diminution de l'expression de la cycline D1, 

nécessaire pour la progression du cycle cellulaire, associée à l‟augmentation des inhibiteurs de 

CDK (cyclin-dependent kinase ; (Qin et al., 2005; Datta et al., 2005). 

Le contrôle de la formation osseuse nécessite la voie de signalisation Wnt/β-caténine 

(combinaison de Wingless, un gène de la drosophile et Int, son homologue humain ;  Krishnan 

et al., 2006). Wnt se lie au récepteur transmembranaire Frizzled associé à un co-récepteur 

LRP5/6 (« LDL-receptor-related protein 5/6 »), ce qui induit le recrutement d‟un complexe de 

protéines formé par l‟axine, Dishevelled et Frat-1 permettant ainsi l‟inhibition de la GSK3, ce 

qui bloque la phosphorylation de la β-caténine qui l‟adresse au protéasome. La  β-caténine va 

alors être transloquée dans le noyau et son interaction avec les facteurs de transcription 

TCF/LEF activera les promoteurs des gènes cibles. Les effets anaboliques de la PTH 

pourraient être induits en partie par cette voie de signalisation. 

Figure 22: Mécanismes de la stimulation de la 

survie ostéoblastique par la PTH (Jilka,2007)  

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_monophosphate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_monophosphate
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Trois études indépendantes effectuées sur des souris déficientes en LRP5, ont démontré que 

l‟augmentation de la masse corticale fémorale par la PTH ne nécessite pas la voie Wnt 

(Sawakami et al., 2006; Iwaniec et al., 2007). Toutefois, cette voie pourrait être impliquée 

dans la réponse anabolique à la PTH dans l‟os trabéculaire (Iwaniec et al., 2007). Par ailleurs, 

un traitement intermittent à la PTH des souris déficientes en Sfrp-1 (« Secreted frizzled-

related protein 1 »), un autre antagoniste de la voie Wnt, n‟induit pas un effet anabolique de la 

PTH (Bodine et al., 2007), démontrant ainsi une interaction de ces deux facteurs dans la 

modulation de la formation osseuse. D‟autres effets de la PTH sur les ostéoblastes sont dûs à 

la production accrue d‟IGF-1 et de FGF-2 (Bikle et al., 2002; Hurley et al., 1999). 

Si la PTH induit la différenciation des ostéoblastes, elle ne semble pas agir ni sur la 

différenciation, ni sur la prolifération des cellules ostéoprogénitrices (Jilka et al., 1999), en 

effet ces cellules n‟exprimeront le récepteur à la PTH qu‟après leur différenciation en 

ostéoblastes (Gronthos et al., 1999). Cette hormone peut activer les cellules bordantes 

Figure 23: Schéma représentatif des cibles cellulaires potentielles de la PTH 

pour observer un effet anabolique. La PTH agit sur différents types 

cellulaires, en effet elle diminue l’apoptose et la prolifération des 

ostéoblastes (OB) mais augmente leur différenciation. Elle peut induire 

l’activation des cellules bordantes et leur différenciation en ostéoblastes 

fonctionnels et diminuer l’expression de la sclérostine,  inhibiteur de la 

minéralisation, par les ostéocytes, activant ainsi la voie de signalisation 

Wnt. Enfin la PTH stimule la différenciation des ostéoclastes (OC), et 

active la production de facteurs ostéoclastiques qui stimulent à leur tour la 

formation osseuse (Oursler et al.,2008) 
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(Dobnig and Turner, 1995, Murrills, 2006 ; Figure 24), ce qui pourrait expliquer l‟accélération 

de la formation osseuse induite par la PTH. Les cellules bordantes sont alignées à la surface 

de l‟os et maintenues en état inactif sous l‟effet de la sclérostine (Sost; van Bezooijen et al., 

2005) qui est sécrétée par les ostéocytes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

La PTH inhibe l‟expression de Sost par ces cellules (Bellido et al., 2005; Keller and Kneissel, 

2005; Silvestrini et al., 2007), laquelle inhibe à son tour la voie Wnt (Lories et al., 2013 ; 

Figure 24) et ainsi la formation osseuse. L‟inhibition de l‟expression de Sost est médiée par 

l‟activation de la voie de signalisation de l‟AMPc, qui induit une inhibition du facteur de 

transcription MEF2 (« Myocyte Enhancer Factor 2 » ; Kramer et al., 2010; Figure 25). 

L‟inhibition par la PTH de la production de Sost lèverait l‟inhibition de l‟activité des cellules 

bordantes (Poole and Reeve, 2005; Figure 24).  

Figure 24: Schéma explicatif de l’activation des cellules 

bordantes sous l’action de la PTH (Murrills. 2006) 
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Les effets de la PTH, sont multiples et nécessitent un contact direct entre plusieurs types de 

cellules osseuses spécialisées, dont les cellules de la lignée ostéoblastique, les cellules 

stromales de la moelle, les précurseurs hématopoïétiques des ostéoclastes et les ostéoclastes. 

Le traitement intermittent à la PTH entraîne une augmentation transitoire de l‟activité de 

résorption des ostéoclastes, due à une augmentation de production de RANKL (Ma et al., 

2001) et à une diminution de l‟OPG (« Osteoprotegerin »). Ces régulations ont été démontrées 

dans le fémur et le tibia chez le rat (Ma et al., 2001), dans des cultures de cellules stromales 

(Fu et al., 2002) et de moelle osseuse (Lee and Lorenzo, 1999).   

Les adipocytes sont des constituants du microenvironnement de la moelle osseuse. In vitro, le 

traitement des cellules souches mésenchymateuses humaines avec de la PTH pendant une 

heure par jour en présence d‟un cocktail d‟inducteur d‟adipogénèse empêche la formation 

d‟adipocytes (Rickard et al., 2006). La PTHrP, une hormone proche qui active aussi le PTH-

R1, induit l‟inhibition de PPARγ («Peroxisome proliferator-activated receptor γ») en 

provoquant sa phosphorylation (Chan et al., 2001) via la voie AMPc/PKA (Rickard et al., 

2006). In vivo chez des singes, l‟effet anabolique de la PTH, a été associé à une réduction du 

nombre d‟adipocytes dans la moelle osseuse (Sato et al., 2004). 

Figure 25: A gauche: Régulations de l’expression de la 

sclérostine ostéocytaire par la PTH. (Kramer et al., 2010). A 

droite: Sost inhibe la voie canonique de Wnt (Lories et al.,2013) 
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B.3. Action de la PTH sur les différentes SIBLING : 

B.3.1. Sur MEPE et DMP1 :  

Comme nous l‟avons déjà dit, la DMP1 

est exprimée par les ostéocytes, et 

localisée dans les structures 

canaliculaires de ces cellules. Comme 

on l‟a vu, cette protéine est fortement 

impliquée dans la régulation de la 

minéralisation, ainsi que dans le 

métabolisme du phosphate systémique. 

L‟effet de la PTH sur la DMP1 est très 

peu documenté. In vitro, le traitement 

des cellules humaines des papilles 

dentaires (HDCP) avec la PTH induit 

une augmentation de l‟expression de 

DMP1, ce qui suggère qu‟elle pourrait 

agir comme un médiateur de la 

différenciation des odontoblastes (Pang 

et al., 2003). Dans la régulation de l‟homéostasie du phosphate, la PTH stimule la DMP1 

(McWay et al., 2012; Figure 26). Bellido et al ont montré que la PTH induisait des effets 

différents sur l‟expression de DMP1 selon le mode d‟administration. En effet l‟iPTH  

augmente l‟expression de DMP1, alors que la cPTH la diminue durant les premières heures de 

traitement (Bellido et al., 2005).  

Aucune étude n‟a traité de l‟effet de la PTH sur l‟expression de MEPE. Les taux circulants de 

MEPE sont corrélés à ceux du phosphate et de la PTH chez les humains normaux (Jain et al., 

2004), tandis que MEPE est surexprimée dans les hypophosphatémies liées aux chromosomes 

X, caractérisées par des niveaux légèrement augmentés de PTH. Une étude du laboratoire 

(Wade-Gueye et al., 2010) a rapporté une augmentation de l‟expression de MEPE et de 

DMP1 sous iPTH (1-34) chez des souris sauvages et BSP-/-, mais qui n‟était statistiquement 

significative que pour DMP1 et chez les mutants. 

Figure 26: Régulation physiologique du 

phosphate et de la minéralisation osseuse 

(McWay et al., 2012) 
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B.3.2. Sur la DSPP : 

Bien qu‟il soit bien établi que la PTH est impliquée dans le dépôt de matrice extracellulaire et 

dans le processus de biominéralisation, l‟implication de cette hormone dans le contrôle de 

l‟activité des cellules associées à la dent et le processus de formation de la dentine ne semble 

pas encore avoir été étudiée, en partie en raison de l‟absence de modèles cellulaires appropriés 

in vitro. Il existe un travail récent qui traite du lien entre la PTH et les odontoblastes in vitro, 

mais aucune expression génique de DSPP n‟a pu être détectée dans la lignée d‟odontoblastes 

utilisée (MDPC-23 ; Guimarães et al., 2013). 

B.3.3. Sur l’OPN :  

Les expériences d‟ovariectomie ont montré que les souris déficientes en OPN sont résistantes 

à la perte osseuse induite par l‟OVX ou la mise en décharge (Yoshitake et al., 1999; Ishijima 

et al., 2002). L‟implantation d‟os ectopique a indiqué que ces souris présentent une réduction 

de l‟activité de résorption osseuse (Asou et al., 2001). La PTH est connue pour activer la 

formation et la résorption osseuse (Witty et al., 1996), et elle induit l‟expression de l‟OPN 

(Denhardt et Noda, 1998; Bilezikian et al., 2008). L‟élégante étude d‟Ihara et al. (Ihara et al., 

2001) a montré que l‟augmentation de résorption induite par la iPTH ne se produit pas en 

l‟absence d‟OPN, suggérant une anomalie dans la voie de signalisation RANKL, induite par 

la PTH, et responsable de l‟augmentation du nombre et de l‟activité des ostéoclastes. En ce 

qui concerne l‟action anabolique de l‟hormone, la iPTH,  augmente la masse osseuse corticale 

et trabéculaire de souris OPN-/-, sans pour autant altérer les paramètres ostéoclastiques, 

contrairement aux souris sauvages (Kitahara et al., 2003). In vitro, l‟absence d‟OPN 

potentialise l‟augmentation par l‟iPTH de la formation de nodules de minéralisation dans des 

cultures de moelles osseuses  (Kitahara et al., 2003). Cependant, dans d‟autres études la PTH 

a eu un effet inhibiteur de l‟expression de l‟OPN dans une lignée clonale de cellules 

ostéoblastiques (RCA11), ainsi qu‟une autre lignée de cellules d‟ostéosarcomes chez le rat 

(ROS 17/2.8 ; Kasugai et al., 1991; Noda and Rodan, 1989), suggérant l‟implication de 

l‟AMPc. Les réponses à la iPTH des modèles ostéoblastiques in vitro sont dépendants du type 

cellulaire, des doses et surtout des fenêtres de traitement choisies. 

Par ailleurs, l‟OPN jouerait également un rôle dans la signalisation par la PTH. En effet, il a 

été rapporté que les souris PPR-TG, dans lesquelles le récepteur PTHR1 est constitutivement 

actif spécifiquement dans les ostéoblastes, présentent une masse osseuse élevée et une 

coloration intense pour l‟OPN au niveau trabéculaire (Stier et al., 2005). Ces souris 

transgéniques ont été croisées avec des souris déficientes en OPN. Les souris PPR-TG/OPN-
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KO, qui n‟expriment pas l‟OPN, présentent une augmentation spectaculaire de la quantité 

d‟os trabéculaire par rapport aux PPR-TG (Ono et al., 2008; Figure 26). Cette augmentation 

n‟est pas exclusive du squelette appendiculaire, la calotte cranio-faciale ainsi que les vertèbres 

présentent les mêmes caractéristiques phénotypiques que le fémur (Figure 27). Les auteurs de 

cette étude ont conclu que l‟OPN a une action suppressive de la signalisation de la PTH sur 

les ostéoblastes (Ono et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L‟OPN est aussi exprimée dans le rein, où son expression est augmentée par la présence de 

niveau élevé de phosphate dans le milieu (Beck et al., 2000). Le rôle de l‟OPN a été étudié 

dans un modèle de perte osseuse induite par un taux élevé de phosphate, associé à une 

hyperparathyroïdie secondaire. L‟absence d‟OPN a bloqué la perte osseuse observée chez les 

souris sauvages du fait de taux élevés de PTH, tandis que l‟homéostasie du calcium et du 

phosphate était maintenue (Koyama et al., 2006). 

Enfin dans une étude clinique faite sur une cohorte de femmes présentant une ménopause 

sévère, soumises à un traitement intermittent par le teriparatide (hPTH1-34), la diminution du 

taux d‟OPN plasmatique était concomitante de l‟amélioration de la densité minérale osseuse 

après le traitement. La réduction de la production d‟OPN reflèterait la diminution de la perte 

osseuse, et augmenterait en contrepartie l‟effet anabolique de la PTH sur la formation osseuse 

(Chiang et al., 2011). Ces résultats encourageants suggèrent que le niveau plasmatique d‟OPN 

pourrait être utilisé comme biomarqueur de la réponse précoce au traitement à la PTH. 

Figure 27: Images en trois dimensions obtenues en 

micro-CT, de la partie distale du fémur et du 

calvarium (ono et al., 2008)  
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B.3.4. Sur la BSP : 

 A l‟instar des autres SIBLING, l‟expression de la BSP est aussi régulée par la PTH. Elle est 

augmentée dans la lignée cellulaire ROS17/2.8 (Ogata et al., 2000), ainsi que dans la lignée 

d‟ostéosarcomes humains (Saos2 ; Araki et al., 2009), sous l‟effet de la hPTH 1-34 qui agit 

via la voie de signalisation de la protéine Kinase A/AMPc qui stimule la transcription de la 

BSP en bloquant l‟action inhibitrice du complexe Pit-1 (« pituitary-specific transcription 

factor-1 » ; Figure 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La régulation de la BSP est cependant différente selon les types de cellules squelettiques. 

Dans les cémentoblastes, le PTHrP inhibe l‟expression de la BSP (Ouyang et al., 2000) à 

nouveau par la voie PKA/AMPc et non la voie PKC qu‟il active aussi (Partridge et al., 1994). 

In vivo, les souris BSP-/- matures (4 mois) présentent une discrète hypocalcémie associée à 

une légère hyperparathyroïdie (Wade-Gueye et al., 2010). A l‟inverse, la surexpression de la 

BSP induit une augmentation du taux sérique de calcium et une diminution de celui de la PTH 

(Valverde et al., 2008). Ces phénotypes reflètent probablement les effets respectifs et opposés 

des deux mutations sur la résorption ostéoclastique, le taux de PTH répondant aux variations 

de la calcémie (voir discussion dans Wade-Gueye et al., 2010). Chez les souris BSP-/-, un 

traitement intermittent avec de la PTH 1-34 induit une augmentation de la formation et de la 

résorption osseuse au niveau de l‟os trabéculaire du fémur, associée à une augmentation de la 

Figure 28: Voies de signalisation de l’expression de la BSP dans les 

ostéoblastes (Ogata et al., 2000) 
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formation de l‟os periostéal, alors que l‟effet de l‟hormone sur les souris sauvages est 

endostéal (Wade-Gueye et al., 2010). Ces modifications du remodelage osseux sont 

accompagnées d‟une augmentation de l‟expression de l‟OPN qui est significative uniquement 

chez les souris BSP-/- (Wade-Gueye et al., 2010). 
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La PTH induit donc l’expression des SIBLING, protéines clés de 

la minéralisation et du remodelage osseux. 
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Comme nous l‟avons détaillé plus haut, les membres de la famille des SIBLING sont très 

fortement impliqués dans la formation osseuse et la minéralisation. Ces protéines 

matricellulaires présentent également des ressemblances structurales qui suggéreraient de 

grandes similitudes fonctionnelles. Or, les études portant sur des souris déficientes en un des 

membres de la famille des SIBLING montrent au contraire des phénotypes osseux  largement 

différents (Tableau 2), révélant ainsi une grande spécificité d‟action de chacun de ces facteurs. 

Tableau 2 : Phénotype osseux dans les modèles murins d’extinction ou de surexpression des 

SIBLING. 

Protéine  
Expression 
Cellulaire  

Phénotype osseux (souris) 
Références 

Déficience  Surexpression 

MEPE 
Ostéoblastes/ 

Ostéocytes 

Augmentation de la masse 
osseuse, MAR, nombre et 

épaisseur des travées 

Diminution de la MAR, 
remodelage osseux, 

masse osseuse, 
augmentation de la 

largeur de la plaque de 
croissance 

David et al.,2009 
Martin et al., 2008 
Nampei et al., 2004 
Gowen et al., 2003 

 

DMP1 

Ostéoblastes/ 
Ostéoclastes 
/Ostéocytes/ 
Chondrocytes 

hypertrophiques/ 
Dentine 

Diminution de la BMC, 
défaut de formation du 

cartilage, nanisme et 
chondroplasie, 

hypophosphatémie, 
augmentation du taux du 

FGF23 

Accélération de la 
minéralisation, du 

remodelage osseux, 
plaque de croissance 

étroite 

 
Martin et al.,2008 
Feng et al.,2006 

Ye et al.,2005 
Feng et al., 2003 
Fen et al.,2002 

 
 

OPN  

Ostéoblastes/ 
Ostéoclastes 
/Ostéocytes/ 
Chondrocytes 

hypertrophiques 

Hyperminéralisation et 
hyperproduction des 

ostéoclastes dont l'activité 
est déficiente  

Phénotype non étudié  

Landis et al.,2003 
Boskey et al.,2002 
Sodek et al.,1995 
Dodds et al.,1995 

BSP 

Ostéoblastes/ 
Ostéoclastes 
/Ostéocytes/ 

Chondrocytes / 
Dentine 

Os longs plus courts, 
hypominéralisés avec une 
augmentation du volume 

trabéculaire et un 
remodelage osseux faible  

Nanisme, diminution de la 
BMD, et du volume 
trabéculaire osseux 

Malaval et al.,2008 
Valverde et al.,2008 
Gordon et al.,2007 
Chen et al., 1992 

DSPP 
Dentine/tissu 

osseux/Cément 

Défaut de minéralisation de 
la dentine, accélération de 
la minéralisation osseuse à 
5 mois, hypominéralisation 

à 9 mois   

DSP: minéralisation 
dentaire accélérée  

DPP: effets délétères sur 
l’émail  

Verdelis et al.,2008 
Yamakoshi et 

al.,2005 
Sreenath et al., 2003 

 

Le phénotype des souris déficientes en BSP, caractérisé dans notre laboratoire, montre 

qu‟elles sont fertiles et viables. Elles présentent une plus petite taille et sont plus légères à la 

naissance et durant toute leur vie. Comme indiqué plus haut (Tableau 2) leur phénotype 

osseux à l‟âge adulte est caractérisé par une faible activité de remodelage associée néanmoins 
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à une augmentation du volume trabéculaire osseux. La question se posait de la mise en place 

de ce phénotype au cours du développement du squelette des souris BSP-/-. 

Nous nous sommes donc fixés comme objectif dans la première partie de cette étude 

d‟analyser le développement post natal du squelette des souris déficientes en BSP. Cette étude 

s‟est  trouvé compliquée par un comportement anormal des femelles BSP-/- qui ne forment 

pas de nid pour leurs progénitures après la mise bas. Ce travail (partie 1, article soumis) a 

permis d‟aboutir à trois conclusions importantes :  

1/ Le comportement anormal des mères BSP-/- n‟affecte pas le phénotype osseux des souris 

déficientes en BSP, qui est d‟origine génétique. 

2/ Le phénotype osseux des souris déficientes en BSP se développe progressivement après la 

naissance. 

3/ Les souris BSP-/- présentent un taux plus élevé d‟OPN circulante, et la surexpression de 

cette protéine « cousine » de la BSP pourrait expliquer l‟hypominéralisation qui caractérise 

les os des souris mutantes. 

Des travaux antérieurs effectués dans le laboratoire avaient montré qu‟in vitro, l‟apport 

exogène d‟OPN dans des cultures de monocytes BSP-/- permet de récupérer une 

ostéoclastogénèse normale, et de normaliser la surface (mais pas le nombre) des lacunes de 

résorption formées sur substrat un minéralisé par les ostéoclastes BSP-/- (Boudiffa et al., 

2010), ce qui témoigne d‟une redondance partielle entre les effets de ces deux protéines. Lors 

de la caractérisation du phénotype des souris BSP-/-, nous avions aussi montré que le faible 

taux de remodelage osseux des mutants pouvait être fortement stimulé par un défi mécanique 

(suspension par la queue) ou hormonal (Wade-Gueye et al., 2010), suggérant qu‟un facteur 

« compensateur » était alors produit. Or, le traitement systémique intermittent par la PTH 

induit une augmentation significative de l‟expression génique tissulaire de l‟OPN uniquement 

chez les souris BSP-/- (Wade-Gueye et al., 2010). Toutes ces données ont orienté la suite de 

ce travail vers l‟étude des relations fonctionnelles entre BSP et OPN.  

Une première question était de savoir si l’OPN pourrait remplacer fonctionnellement la BSP 

suite à un défi hormonal.  

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons développé un modèle de traitement intermittent par 

la PTH des os du crâne (calvaria) ou de leurs cellules en cultures, chez des souris BSP+/+ et 

BSP-/-, et réalisé une série d‟expériences in vivo et in vitro avec des siARN bloquant 
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l‟expression de l‟OPN. Nous avons ainsi établi que la réponse à ce défi hormonal était 

bloquée si la BSP et l‟OPN étaient simultanément absentes, suggérant que l‟OPN se substitue 

fonctionnellement à la BSP pour au moins une partie de ses fonctions, mais aussi que 

l‟expression (d‟au moins un de) ces facteurs, est cruciale pour l‟action de cette hormone, au 

moins dans ce modèle (Partie 2, article en préparation).  

La seconde question, complémentaire, était soulevée en particulier par les valeurs élevées 

d‟OPN sanguin observées dans les souris BSP-/- en croissance. Elle concernait le rôle joué 

par l’expression accrue d’OPN dans le phénotype des souris BSP-/-. A cause de 

l‟importance du réseau vasculaire dans le tissu osseux et parce que l‟OPN et aussi la BSP, 

sont angiogéniques, nous avons abordé cette question en analysant le phénotype vasculaire 

des souris BSP-/-, et en particulier les processus de recolonisation hématopoïétique et 

vasculaire dans un modèle d‟ablation médullaire en l‟absence de BSP (Partie 3), Ces travaux 

sont encore en cours, mais il est apparu dores et déjà que l‟absence de BSP se traduit en 

particulier par une réponse angiogénique à l‟ablation médullaire plus rapide. Celle-ci 

s‟accompagne d‟une surexpression d‟OPN également observée dans la moelle des os longs 

intacts de souris BSP-/-, et qui pourrait donc être la cause de ce phénotype. 
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(1) Développement squelettique post-natal et 

croissance des souris déficientes en sialoprotéine 

osseuse (BSP) (Manuscrit soumis à PlosOne) 
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Introduction: 

Le développement des souris BSP-/- a fait l‟objet d‟une étude dans le laboratoire, initialement 

menée par Maya Boudiffa, afin de clarifier les étapes de la mise en place du phénotype des 

mutants. Au cours des années récentes, l‟observation attentive du comportement reproducteur 

des souris BSP-/- de l‟élevage m‟a fait observer qu‟elles ne construisaient pas de « nid » pour 

leurs petits et semblaient passer beaucoup moins de temps à leur contact. Ceci nous a conduits 

à reconsidérer l‟étude, afin de clarifier d‟abord si le comportement aberrant des mères, 

influençait voire expliquait le phénotype osseux des souris BSP-/-. Ce souci levé, j‟ai 

complété ce travail en analysant en particulier les taux circulants de marqueurs pertinents pour 

la croissance et la minéralisation : l‟IGF1 et l‟OPN. 

L’ensemble de l’étude a fait l’objet d’un article soumis à Plos ONE, dont Maya Boudiffa et 

moi-même sommes auteurs à égalité de contribution. Ce manuscrit figure en annexe de la 

thèse, le présent chapitre présentant un simple résumé des données générales, pour insister 

sur l’effet du comportement des mères et les dosages de marqueurs circulants, travaux que 

j’ai plus personnellement conduit. 

Matériels et méthodes: 

Production et élevage des souris:  

Les procédures de soin, d'expérimentation et de mise à mort des animaux sont conformes aux 

normes l‟Union Européenne sur les soins et l‟utilisation des animaux de laboratoire (ministère 

de l‟agriculture autorisation n° 90SV08). Les souris BSP-/- ont été générés comme décrit 

précédemment (Malaval et al., 2008). Au cours de l'acclimatation et des expérimentations, les 

animaux ont été logés et élevés dans le PLEXAN, (Plateforme d'Expérimentation et 

d'Analyse, Faculté Médecine de Saint-Etienne, France), dans des conditions standards 

contrôlées de température (23 ± 2° C), et de lumière (12h cycle d'obscurité 12/ lumière), 

nourries et abreuvées sans restrictions. Toutes les recommandations de comités d'éthique et de 

protection des animaux ont été respectées. 

Reproduction des animaux et génotypage :  

Pour vérifier si les anomalies de comportement des mères BSP-/- ont un impact sur le 

phénotype osseux en absence de BSP, de multiples expériences de croisement ont été 

effectuées. Dans un premier temps des souris mâles BSP+/+ ont été croisés avec des femelles 

BSP-/- et inversement, pour générer une descendance hétérozygote. Ensuite, des mâles BSP 

+/- ont été croisés avec des femelles BSP-/-, générant une descendance mixte composée de 
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souris BSP-/- et BSP+/-. Enfin des souris hétérozygotes ont été croisées pour obtenir un 

mélange mendélien de souris BSP+/+, -/- et +/-. Le génotypage des descendants a été effectué 

par PCR (Qiagen) sur l‟ADN génomique de queue, isolé par Direct PCR Lysis Reagent 

(Viagen, Biotech Inc, Los Angels) associé à la proteinase K (Euromedex, France), en utilisant 

les amorces suivantes: BSP-sens: AGGACTAGGGGTCAAACAC, BSP-antisens :  AGTAGCGTGGCCGGTACTTA, 

et Neomycine (RLP 290): TCGCCTTCTTGACGAGTTCTGAG. Les produits d‟amplification ont été 

migrés sur un gel d‟agaraose à 2 % (Sigma). Les bandes de 481PB correspondaient aux souris 

BSP+/+, 550 PB aux souris BSP-/- ; les souris BSP+/- présentaient les deux bandes.   

Morphométrie des souris en croissance :  

Dans toutes les configurations, nous avons comparé la longueur du poids et les courbes de 

croissance entre 8 et 30 jours, ainsi que la longueur du fémur et du tibia à J40 de souris de 

différents génotypes dont les mères étaient BSP+/+ ou -/-. Pour ce faire, les souris ont été 

tatouées 7 jours après leur naissance, puis pesées tous les deux jours avec une balance de 

précision (0.1g). Leur longueur a été mesurée, du nez à la base de la queue avec un pied à 

coulisse (Digital Electronic Caliper). Des souris âgées de 40 jours ont été mises à mort et les 

fémurs et tibias prélevés et mesurés avec le pied à coulisse. Dans tous les cas, nous avons pris 

soin de comparer pour tous les paramètres, des souris issues de portées de taille similaire.  

Dosage des concentrations d’OPN et d’IGF-1 dans le sérum :  

Les concentrations d‟OPN et d‟IGF-1 ont été dosées dans des sérums de souriceaux de 6 

jours, dont le sang de 5 à 6 nouveaux-nés a été recueilli et récolté dans le même tube, le 

nombre de N dans la partie résultat se réfère donc au nombre de pool de sang testés. La 

concentration de l‟OPN a été également dosée dans les sérums de souris de 12 mois. Le kit 

ELISA DuoSet OPN (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA) et kit ELISA IGF-1 (Ray 

Bio®, Norcross, USA) ont été utilisés. Toutes les instructions et les recommandations des 

fabricants ont été respectées. Chaque échantillon a été dosé en double. 

Analyse statistique : 

Tous les résultats insérés dans la partie travaux réalisés sont présentés en moyenne ± SD. Les 

significativités statistiques ont été déterminées par les tests non paramétriques de Mann-

Whitney ou de Kruskal et Wallis avec post-test (Figure 30 E et F), réalisées avec le logiciel 

INSTAT (version 3.00 pour Windows 95, GraphPad Software, San Diego, CA) 
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Résultats : 

Les nouveau-nés BSP-/- sont dès la naissance plus petits que les sauvages (Figure 29 A), on 

retrouve cette différence de poids et de la taille entre les deux génotypes à l‟âge adulte. Leur 

squelette présente à un retard de minéralisation et/ou un défaut d‟ossification bien visible au 

niveau des phalanges et des sutures crâniennes qui sont plus larges (Figure 29 C et D). 

Le processus d‟ossification endochondrale et l‟apparition des centres d‟ossification primaire 

ne semblent pas être affecté en absence de BSP, en effet l‟analyse microtomographique des 

fémurs des nouveau-nés BSP+/+ et BSP-/-, a montré une diminution du BV/TV associé à une 

corticale plus fine et une diminution de la densité minérale en absence de BSP. En revanche, 

l‟analyse histomorphométrique de l‟os trabéculaire fémoral n‟a montré aucune différence 

dans le BV/TV, ni dans les paramètres de résorption (Oc. S/BS, Oc.N/B.Ar) entre les deux 

génotypes. L‟épaisseur de la plaque de croissance, quant à elle  est nettement inférieur chez 

les nouveaux-nés BSP-/- avec une zone hypertrophique plus mince. 

Les mères BSP-/- durant la période de gestation et de mise bas présentaient un comportement 

aberrant, en effet ces dernières ne construisaient pas de nid pour leurs petits (Figure 30 A). 

Cette observation cruciale, nous a naturellement amené à nous interroger sur l‟impact de cette 

anomalie comportementale sur le phénotype osseux des nouveaux-nés et des souris BSP-/-. 

Pour ce faire nous avons dans un premier temps croisé des mâles BSP-/- avec des femelles 

BSP+/+ et inversement, afin vérifier s‟il y avait un effet mère sur la descendance hétérozygote 

obtenue. Comme le démontre la figure 30 B, le génotype de la mère n‟a aucune incidence ni 

sur la courbe du poids, ni sur la taille des souris, de la naissance jusqu‟au moment du sevrage. 

En outre, aucune différence significative n‟a été observée pour la longueur des fémurs et des 

tibias prélevés à J40 sur des souris BSP+/-, indépendamment du fait qu‟elles étaient élevées 

par une mère +/+ ou une mère -/- (Figure 30 C). Ensuite, des femelles BSP-/- ont été croisées 

avec des mâles BSP+/-, afin de vérifier s‟il y avait un effet de la mère BSP-/- sur une 

descendance mixte composée de souris BSP+/- et BSP-/-. Les os longs (Fémur : Figure 30D, 

Tibia : données non présentées), étaient plus courts chez les souris BSP-/- que ceux des 

BSP+/-. Enfin des souris hétérozygotes ont été croisées, pour obtenir un mélange mendélien 

d‟une descendance mixte composée de souris BSP+/+, -/- et +/-, avec un poids corporel plus 

faible et des fémurs plus courts, uniquement observés chez la descendance BSP-/- (Figure 30 

E). 
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Figure 29 : Développement des souris BSP-/-. (A) Les nouveaux-nés BSP    

-/- sont plus petits et plus légers que les BSP+/+, et (B) la différence de 

poids se maintient durant toute la vie adulte. (C) Les squelettes des 

mutants présentent un retard de minéralisation, bien visible au niveau des 

phalanges, de la calvaria (D), dont les sutures sont plus larges, et du 

museau (D, flèches). D’après Bouleftour, Boudiffa et al., Soumis (Manuscrit 

en annexe). 
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Figure 30 : L’impact de l’absence de BSP sur le comportement maternel : (A) Photos 

de mères BSP+/+ et BSP-/- avec leurs bébés,  noter le nid bien formé dans la cage de la 

souris BSP+/+, par opposition à la mère BSP-/- dont le nid est désorganisé et le papier et 

non déchiqueté  (flèches). (B) Courbe de la longueur du corps (à gauche) et du poids (à 

droite) au cours des 30 premiers jours de croissance des mâles et femelles hétérozygotes 

+/- suite à croisement entre souris BSP+/+ et BSP-/-. (C) Taille du fémur et du tibia à J 

40 des mâles hétérozygotes +/-  issues de croisement entre des mâles BSP+/+  et femelles 

BSP-/- et inversement mères BSP+/+ (n=6), mères BSP-/- (n=6). (D) Taille du fémur et du 

tibia à J 40 des mâles hétérozygotes +/- (n=13) et BSP-/- (n=6) issus des croisements de 

femelles BSP-/- et de mâles BSP+/-. (E) Evaluation du poids du corps et de la taille du 

fémur à J40 des souris BSP+/+ (n=7), BSP-/- (n=11) et des BSP+/- (n=22)  les valeurs 

sont exprimées (moyenne ± ecartype) *: P <0,05 vs + / + et / ou + / -, Mann-Whitney U 

test/ Kruskal wallis avec post test. 
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L‟absence de la BSP induit une altération de la plaque de croissance, en effet les nouveau-nés 

BSP-/- de 6 jours présentent une diminution de l‟épaisseur de la plaque avec une zone 

hypertrophique plus fine. Le dosage de la concentration d‟IGF-1 circulante était diminué chez 

ces souriceaux BSP-/- (Figure 31 A). Le dosage de la concentration de l‟OPN circulante une 

protéine coexprimée au niveau des fronts de minéralisation avec la BSP, montre une 

augmentation de la concentration de l‟OPN dans les sérums des nouveaux-nés de 6 jours, 

cette augmentation persiste jusqu'à 12 mois.  
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Figure 31: Dosage ELISA (A) de la concentration de l’IGF-1 circulant dans 

le sérum de nouveaux-nés de 6 J. (B) de l’OPN dans le sérum de nouveaux 

nés de 6 J et des souris de 12 mois. Les valeurs sont exprimées (moyenne ± 

ecartype). *: P <0,05 vs BSP + / +, Mann-Whitney U test. 
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Discussion: 

Dans ce travail, nous montrons que le phénotype osseux des souris BSP-/-, caractérisé en 

particulier par une petite taille du corps et des os longs, est lié uniquement à l‟absence de cette 

protéine et non pas au fait que les mères qui présentent des problèmes comportementaux après 

la mise bas. 
La quantification des paramètres de masse et de microarchitecture en microtomographie 

tridimensionnelle montre que les souris déficientes en BSP présentent une corticale           

hypominéralisée plus fine, associée à un volume osseux trabéculaire plus élevé (Malaval et 

al., 2008). Par ailleurs, la déficience en BSP, une protéine de la matrice extracellulaire semble 

avoir une incidence sur le comportement maternel. En effet, les mères BSP-/- ne construisent 

pas de nid pour leurs petits à l‟instar des mères BSP+/+ qui déchiquettent méthodiquement le 

papier pour former un nid homogène parfaitement adapté. Aussi, les mères BSP-/- semblent 

passer moins de temps avec leurs petits (Paramètre non quantifié). Un seul travail a 

étudié l‟impact de l‟absence d‟une SIBLING sur le comportement. Les souris déficientes en 

DMP1 présentent un comportement hyperactif (Lv et al., 2010), qui est attribué à 

l‟hypominéralisation du vestibule osseux, système sensoriel de la perception des mouvements 

et de l‟orientation. Des études approfondies, y compris éthologiques, seront nécessaires pour 

évaluer l'impact de la mutation de la BSP sur le comportement des souris et évaluer s‟il reflète 

un effet direct via le système nerveux ou bien encore une altération sensorielle comme pour la 

DMP1. 

Plusieurs séries de croisements entre différents génotypes BSP+/+, -/- et +/- ont montré sans 

aucun doute, que le phénotype osseux des souris BSP-/- décrit plus haut, est dû uniquement à 

l‟absence de la protéine et ne résulte pas du comportement anormal des mères BSP-/-. En 

effet en présence d‟une mère mutante, la descendance +/- présentait des fémurs et des tibias 

plus grands que la descendance -/- (Figure 30 D). 

La BSP est exprimée par les chondrocytes hypertrophiques, l‟absence de cette protéine induit 

une altération de la plaque de croissance à la naissance. L‟IGF-1 est connu pour stimuler la 

prolifération des chondrocytes de la plaque (Wang et al., 1999b). Les nouveaux-nés BSP-/- 

présentent une réduction de près de 20 % du taux d‟IGF-1 circulant (Figure 31A). Le foie est 

la principale source de l‟IGF-1 circulant. L‟interprétation des variations du taux d‟IGF-1 

circulant est très difficile, car il est d‟origine hépatique (Ohlsson et al., 2009). La réduction du 

taux d‟IGF-1 circulant peut être expliquée par une diminution du taux de la GH qui ne 

stimulerait plus assez l‟IGF-1, ou par une réduction de l‟IGF-1 hépatique. Cependant, le KO 
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de l‟IGF-1 au niveau hépatique entraine certes une diminution de 25 %  du taux d‟IGF-1 

circulant (comme celle observée en l‟absence de BSP), mais sans pour autant affecter la 

longueur ou la croissance osseuse (Yakar et al., 2002). Les souris représentant une extinction 

génique de l‟IGF-1 dans les ostéoblastes ou les chondrocytes ont un taux circulant d‟IGF-1 

normal, mais les mutations entraînent des diminutions respectives de 14 % et 7 % de la taille 

(Govoni et al., 2007a , 2007b). Chose intéressante, le phénotype osseux des souris qui ont un 

KO total pour l‟IGF-1 est très similaire à celui des souris BSP-/-, avec une diminution de 

l‟épaisseur corticale (Mohan et al., 2003), du  BFR (Bone Formation Rate) et de la MAR 

(Mineral Apposition Rate) associé à une augmentation volume osseux trabéculaire (Bikle et 

al., 2001). Il faudrait donc, pour avancer sur cet aspect du phénotype de nos souris, analyser 

l‟expression de l‟IGF-1 par les ostéoblastes et les chondrocytes en absence de BSP.   

En dehors des changements observés dans la plaque de croissance, étonnamment le processus 

d‟ossification endochondrale ne semble pas être affecté chez les nouveaux-nés BSP-/- (Figure 

2 du manuscrit en annexe). De même aucune différence significative n‟a pu être détectée 

concernant les paramètres de résorption et le volume osseux trabéculaire entre les deux 

génotypes aux stades précoces du développement, suggérant des mécanismes compensatoires 

pour remplacer l‟absence de BSP, peut être par l‟OPN et/ou la DMP1 qui sont exprimés par 

les chondrocytes hypertrophiques et les ostéoblastes et qui jouent un rôle important dans 

l‟ossification endochondrale. L‟OPN est un puissant inhibiteur de la minéralisation. Les 

nouveaux-nés BSP-/- présentent des niveaux élevés d‟OPN circulante, ce qui est en 

concordance avec le retard de la minéralisation décrit précédemment et la plus faible densité 

minérale (Figure 5A du manuscrit en annexe). Les niveaux de minéralisation des souris BSP-

/- rejoignent progressivement ceux des souris sauvages au cours du vieillissement (Malaval et 

al., 2008), alors que les taux circulants d‟OPN sont toujours plus élevé à 12 mois chez les 

souris BSP-/-, suggérant que le mécanisme inhibiteur de l‟OPN n‟est pas dominant dans ce 

modèle, ou du moins pas dans toutes les étapes de la croissance et du maintien du squelette. 

L‟étude du développement squelettique post-natal des souris BSP-/- nous a donc conduits à 

nous intéresser au rôle joué par l‟OPN dans le phénotype induit par l‟absence de BSP et tout 

d‟abord à la possibilité que certaines au moins des fonctions de l‟une de ces protéines 

cousines, soit prise en charge par l‟autre.  
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 (2) L’expression de la Sialoprotéine osseuse et de 

l’Ostéopontine est nécessaire à l’action anabolique 

de la PTH sur l’os pariétal (Manuscrit en 

préparation) 
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Introduction : 

En relation avec le travail précédant, nous avons essayé clarifier le degré de redondance et 

spécificité entre la BSP et l‟OPN. Ces deux protéines sont coexprimées au niveau des fronts 

de minéralisation et sont synthétisées par les ostéoblastes et les ostéoclastes. Comme nous 

l‟avons monté précédemment, les nouveaux-nés BSP-/- présentent un taux élevé d‟OPN 

circulante, qui persiste jusqu‟au vieillissement. L‟administration intermittente de PTH induit 

une augmentation des paramètres de formation et de résorption en fonction du site osseux, 

chez les souris déficientes en BSP, ceci est accompagnée d‟une augmentation de l‟expression 

génique tissulaire de l‟OPN uniquement chez les souris mutantes (Wade-Gueye et al., 2010). 

In vitro, l‟OPN est augmentée dans des cultures cellulaires de moelle osseuse BSP-/- (Malaval 

et al., 2008). De même, un apport exogène d‟OPN permet de récupérer une ostéoclastogenèse 

normale et de normaliser la surface (mais pas le nombre) des lacunes de résorption formées 

sur substrat minéralisé par les ostéoclastes BSP-/- (Boudiffa et al., 2010). 

L‟ensemble de ces données suggèrent un certain degré de redondance et/ou complémentarité 

entre ces deux protéines. Cette complémentarité pourrait expliquer, la réactivation de la 

résorption chez les souris BSP-/-, soumises à des défis gravitaires (suspension par la queue) 

ou hormonaux (PTH, ovariectomie ; Malaval et al., 2008).  

Pour tester cette hypothèse, nous avons développé un modèle d‟injection de PTH1-84 en sous 

cutanée, au niveau de la moitié droite de l‟os pariétal, associé ou non à des si ARN contre 

l‟OPN. Des travaux in vitro ont été également réalisés, où des cellules issues de la digestion 

de calvaria de nouveaux-nés ont été traitées avec de la PTH1-34 supplémentée ou non avec 

des siARN visant à bloquer l‟expression de l‟OPN.  

Ce travail est présenté ici sous forme d’un manuscrit d’article à soumettre. 
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Abstract 

Bone remodeling is tightly regulated by central, systemic, and local factors, including extra-

cellular matrix proteins. Among these, osteopontin (OPN) and bone sialoprotein (BSP), both 

members of the “small integrin-binding ligand, N-linked glycoprotein” (SIBLING) family, are 

coexpressed in both osteoblasts and osteoclasts and involved in primary and secondary 

ossification. Previous work suggested that some functions of BSP and OPN are overlaping 

while others are not. Here, we investigated their degree of specificity and redundancy in a 

local (calvaria) model of PTH-induced remodeling. 

In a model of intermittent injection of hPTH 1-84 (iPTH, 8µg daily, 14 days) over the 

periosteum of the right mouse hemicalvaria, µCT and histomorphometry analysis showed 

that iPTH stimulates bone formation in the injected side in both genotypes, increasing to the 

same degree periosteum and osteoid thickness, bone thickness and porosity. The 

expression of bone formation and mineralization markers (OPN, osterix, osteocalcin, DMP1) 

and the endopeptidase Phosphate regulating Endopeptidase Homolog, X-linked (PHEX) was 

also increased by iPTH treatment in both genotypes. Comparison of calvaria cell cultures 

from BSP+/+ and BSP-/- mice revealed few osteoblast colonies (bone nodules) and no 

mineralization in mutant dishes, along with little/no expression of osteocalcin (OCN) nor 

SIBLING proteins MEPE or DMP1. In contrast, OPN levels were 5x higher in BSP-/- vs 

BSP+/+ cultures. Treatment of the cultures with 50ng/ml hPTH 1-34 induced an increase in 

alkaline phosphatase (ALP) activity in both BSP+/+ and BSP-/- cultures, with the induction of 

OCN expression in BSP-/- dishes, and their mineralization at day 17. siRNA blocking of OPN 

expression concomitant with iPTH treatment did not alter the anabolic action of the hormone 

in BSP+/+ calvariae. In contrast, iPTH effects in BSP-/- calvariae were blunted by siRNA-

induced reduction in OPN production, with no change in bone volume and porosity, nor in 

OCn expression, and modest increase in epriosteum thickness respective to controls. 

In conclusion, full expression of both OPN and BSP is necessary for the anabolic effect of 

PTH at least in the ectopic calvaria injection model. This suggests that OPN may 

compensate for the lack of BSP in the response to this hormonal challenge, and provides 

evidence of functional overlap between these two cognate proteins. 
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Introduction 

Members of the Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoprotein (SIBLING) family share 

remarkable biochemical and genetic characteristics [1]. The genes for osteopontin (OPN), 

bone sialoprotein (BSP), dentin sialophosphoprotein (DSPP), dentin matrix protein 1 (DMP1) 

and extracellular matrix phosphoglycoprotein (MEPE) are aligned in a portion of 

chromosome 4 (4q13.21) in humans (5q in mice), refered to as the “Bone gene cluster” 

(MacDougall et al., 2002)(Rowe et al., 2000b). SIBLING proteins are expressed in bone and 

dentin and are secreted into the extracellular matrix during  osteoid formation  and 

mineralization(Fisher and Fedarko, 2003)(Huq et al., 2005). All SIBLING display post-

translational modifications such as phosphorylation, glycosylation and sulfation. They present 

other common features such as stretches of acidic amino-acids, an RDG (Arg-Gly-Asp) 

sequence which mediates cell attachment and signaling via integrin binding (Fisher et al., 

2001), and an ASARM (acidic serine-rich motif) sequence which appears as a potent 

inhibitor of mineralization(Addison et al., 2010)(Addison et al., 2008). 

BSP and OPN are coexpressed by osteoblasts, osteoclasts and hypertrophic 

chondrocytes(Boskey et al., 1993). BSP knockout (BSP-/-) mice have very low levels of 

trabecular bone remodeling, with reduced activity of both osteoblasts and 

osteoclasts(Malaval et al., 2008). OPN-/- mice display impaired resorption due to an intrinsic 

defect of osteoclast activity (Chellaiah et al., 2003), resulting in an absence of bone loss after 

ovariectomy (Yoshitake et al., 1999) or hind limb unloading (Ishijima et al., 2002). 

Nonetheless, OPN-/- mice display enhanced cortical and trabecular bone formation under 

intermittent PTH treatement (Kitahara et al., 2003). Likewise, intermittent injection of PTH 

increases bone formation and resorption in BSP-/- mice, along with an increase in 

expression of OPN (Wade-Gueye et al., 2010). Expression of OPN was also found increased 

in cultures of BSP-/- bone marrow cells (Boudiffa et al., 2010). Furthermore addition of 

exogenous OPN restored the number of osteoclasts formed in BSP-/- spleen cell cultures, 

and the area of resorption lacunae formed on mineralized substrate by BSP-/- osteoclasts 

(Boudiffa et al., 2010). Taken together, these data suggest a certain degree of redundancy 

and complementarity between BSP and OPN, which could explain the fact that the hormonal 

challenges (PTH, ovariectomy) or unloading reactivate bone turnover in BSP-/- mice 

(Malaval et al., 2008)(Wade-Gueye et al., 2010). 

In order to clarify the degree of redundancy between the two proteins, we used an in vivo 

quantitative assay for the local anabolic action of PTH, by transcutaneous injection over the 

right hemi-calvaria. We show that although BSP-/- calvaria bones present with a low bone 

turnover, they do respond fully to PTH. Blocking OPN expression through siRNA in BSP+/+ 

calvariae did not change the reponse to PTH, while simultaneous extinction of OPN and BSP 
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impaired the anabolic action of the hormone in BSP-/- calvariae. Thus, full expression of 

either BSP or OPN is necessary for the anabolic effect of PTH, at least in the ectopic calvaria 

injection model. 

Materiel and methods 

Care for animals and sampling procedures: 

BSP knockout mice have been generated as described (Malaval et al., 2008) . For line 

maintenance and experimentation, the animals were housed and bred in the PLEXAN facility 

(Platform for experiments and analysis, Medical Faculty, University of Saint-Etienne, France). 

The procedures for the care and killing of the animals were in accordance with the European 

Community Standards on the care and use of laboratory animals (Ministère de l’Agriculture, 

France, Authorization 04827). All animal experiments were approved by the "Comité du Bien 

Etre Animal" of the PLEXAN. Mice were kept at standard temperature (23±2°C), in a light 

controlled environment (12h light/12h dark cycle). Animals were fed a standard pellet diet 

and were allowed water ad libitum.  

Local PTH injection in mouse calvariae :       

Three months old male BSP+/+ and BSP-/- mice were randomly distributed between two 

groups. One received vehicle injections (9‰ NaCl), the other was injected with hPTH 1-84 

(Preotact®, kind gift from Nycomed, Sweden, stored at 0.8 µg/µl in vehicle). On the first day, 

injected mice were anesthetized and their heads shaved. An insulin syringe was then used to 

inject 10 µl (= 8µg) of PTH solution subcutaneously on the right side of the calvaria, over the 

middle part of the right parietal bone (Figure 1A). Injections where repeated dayly until day 

15. Two intraperitoneal injections of tetracycline (25mg/kg) were performed on day 11 and 

day 14 of the experiment. The mice were killed on day 16 by cervical dislocation. For 

transfection experiments, one group of mice was injected with 20µl of vehicle, the second 

group with 20µl of vehicle containing 8 µg of PTH and 100ng of siRNA (siOpn: 

5’GGAUGUGAUCGAUAGUCAATT3’, Ref: SI01432011, Qiagen, Valencia, CA, USA) 

targeting the OPN transcript (Spp1 gene, NCBI RefSeq: NM_001204201). A third group 

received 8µg of PTH with 100ng scrambled RNA (Scr: 

5’UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT3’, Ref: 1022076, Qiagen). 

Microtomography (µ-CT) and histomorphometry:  

After sacrifice, whole calvariae were scanned with a high resolution μCT (Viva CT40; Scanco 

Medical, Bassersdorf, Switzerland). Data were acquired at 55 keV, with a 10 μm isotropic 

voxel size. Three dimensional reconstructions were generated using the following 

parameters: σ: 1.2, support: 2, threshold: 132. A region of interest (ROI) was defined in the 
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right parietal bone, spanning the distance between the bone midline (defined as described in 

Fig. 1B) and the lambdoid suture, and limited by the bone surfaces (oulined in 1B). Structural 

parameter measurements were taken within the ROI from a segmented 3D reconstruction 

encompassing 50 slices (=500µm thick). The parameters measured were the total volume of 

bone (taken as TV within this ROI, in mm3), bone thickness (TbTh, in mm), bone porosity (1-

(BV/TV), in %), and mineral density (in mg HAP/cm3, as calibrated with an HAP phantom). 

For histology and histomorphometry, whole calvariae were fixed (3.7% paraformaldehyde in 

PBS), dehydrated in acetone and embedded in methylmethacrylate. The blocks were 

frontally sectioned and either stained with Goldner’s trichrome, histoenzymatically labeled for 

tartrate resistant alkaline phosphatase (TRAP) activity or left unstained. Under a DMRB 

(Leica, Nanterre, France) microscope, the right hemi-calvaria in each section was divided 

into four fields of equal length (outlined in Fig. 2A). Histomorphometric measurements were 

performed in the third field from the sagital suture (Fig. 2A), with the Bone Morpho software 

(Exploranova, La Rochelle, France).  The thickness of the periosteum and of the underlying 

osteoid were measured on the external and internal surfaces in Goldner stained sections. 

Tetracyclin fluorescent labeling of mineralizing bone surfaces was visualized in unstained 

sections and used for the measurement of external and internal periosteal bone formation 

rate (BFR, in μm3/μm2/day), taken as the product of the mineral apposition rate (MAR, 

µm/day, measured from the distance between two tetracyclin labels) and the mineralizing 

surfaces (MS/BS, the fraction of the bone surface which was labeled, in %).  

 

Calvaria cell culture and PTH treatment: 

Primary osteoprogenitor cells were isolated from calvariae of neonatal (5-6 days old) mice of 

both genotypes by sequential enzymatic digestion with type 1 collagenase (Sigma Saint-

Quentin Fallavier, France). After killing the mice by decapitation, the calvariae were 

dissected out, cleaned, cut along the sagittal suture and pooled. The fragments were then 

digested at 37°, under gentle stirring. After centrifugation, calvaria cells were collected and 

plated in T75 flasks in Eagle's minimum essential medium (Sigma) containing 2mM L-

glutamine (Sigma), 50U/ml penicillin (Sigma), 50µg/ml streptomycin (Sigma), and 10% fetal 

calf serum (FCS). After 24h, attached cells were trypsininzed and plated (5000 cells/cm2) 

either in 12 well plates (for dish staining and ELISA assay) or in 6 well plates (for QRT-PCR). 

Cultures were grown at 37°C under 5% CO2. The medium was supplemented with 50µg/ml 

acid ascorbic (Sigma) and 10mM β-glycerophosphate (Sigma) 24h after seeding. For 

intermittent PTH exposure, the cells received 50ng/ml hPTH 1-34 (Sigma) for 6 hours on day 

1 and day 3 after seeding. In some PTH or control dishes, the cells were transfected for 6 

hours at day 1 and 3 with 30nM (final concentration in the culture medium) siRNA (siOpn or 
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Scr, see above), using Hiperfect (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions, and 

then changed to fresh medium. 

To perform measurement of alkaline phosphatase (ALP) activity, cells were harvest in lysis 

buffer. ALP activity was normalized on total protein content, measured with the BCA Protein 

Assay Kit (Interchim Pierce, Monluçon, France), according to manufacturer's instruction 

(Interchim Pierce, Monluçon, France). Alkaline phosphatase and Von Kossa staining were 

performed, on cells fixed with paraformaldehyde. 

RNA extraction and QPCR analysis: 

The right half of each calvaria was haversted after death, frozen in liquid nitrogen and 

crushed with a mixer mill (Retsch, France) using steel balls. RNA was extracted from the 

bone powder with Tri Reagent (Sigma), then purified on columns, according to the 

manufacturer’s instructions (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen). Total RNA was isolated from 

calvaria cell cultures at day 6 or 13 with TriReagent. RNA concentration was assessed with 

the Ribogreen kit (Invitrogen, Life Technologies, Eugene, OR, USA); quality was assessed 

with the Experion automated electrophoresis station (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). 

Messenger RNA was reverse-transcribed (iScript cDNA synthesis Kit, Biorad) according to 

manufacturer’s instruction, then 400 ng of the cDNA were amplified through QRT-PCR using 

the SYBR Green I dye (Lightcycler faststart DNA master SYBR green I, Roche, Germany).  

Table 1 : PCR primer sequences in 5′–3′ direction 

Gene  Forward Reverse Primer Bank ID 

BSP cggaggagacaacggagaag gtaagtgtcgccacgaggct NM_008318.3 

OPN cccggtgaaagtgactgattc atggctttcattggaattgc NM_009263.2 

DMP1 ttcgagaacttcgctgaggt ttgtggtatctggcaactgg NM_016779.2 

MEPE ccccaagagcagcaaaggta ctccgctgtgacatcccttta NM_053172.2 

PHEX agaattctcaagggtaatccaggg tgcactctcaataaagttgacacattt NM_011077.2 

Col1  caccctcaagagcctgagtc ttaggcgcaggaaggtcagc NM_007742.3 

OSX atggcgtcctctctgcttg aaggtcagcgtatggcttct NM_130458.3 

OCN ctctgacctcacagatgccaa ctggtctgatagctcgtcaca NM_007541.2 

PTHR1 tgtgacaccaggcagcagta agcggctccaagacttccta NM_001083936 

Cyclophilin A tacacgccataatggcactg ccatggcttccacaatgttc NM_008907.1 

GAPDH aaggtcggtgtgaacggatt attctcggccttgactgtgc NM_008084 

The meanings of the abbreviations are explained in the text.  
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Expression of the genes of interest was normalized to cyclophilin A for cell culture samples, 

and to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH) for bone samples.The 

expression of either housekeeping gene was not changed by any experimental conditions in 

either genotype. Primer sequences of the transcripts amplified are listed in Table 1. 

OPN Immunoassay: 

ELISAs were performed on crushed calvaria bones harvested in lysis buffer, and on cell 

culture lysates, using the DuoSet mouse Osteopontin ELISA Development System (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s instructions. The culture 

lysis buffer is composed of PBS with 0.5% Nonidet 40, 1% protease inhibition cocktail (PIC, 

Sigma), 1µL/mL triton (Sigma) and 1,8 mg/mL iodometacin (Sigma). Each sample was run in 

duplicate in the assays, and values were normalized to total protein content. 

Statistical analysis : 

Data are presented as mean±SD, with N indicated in the figure legend. Statistical analysis 

was performed with the INSTAT software (version 3.00 for Windows 95, GraphPad, San 

Diego, CA). The Mann Whitney U test was used whenever two conditions were compared, 

and one way Anova with fisher’s post-test for three conditions or more. 
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Results 

PTH treatment stimulates osteogenesis in BSP+/+ and BSP-/- calvaria bones:  

We tested the effects of intermittent local PTH injection over the right parietal bone in 

BSP+/+ and BSP-/- mice. PTH induced bone accrual on the injected site, as evidenced in 

Fig. 1A, B. Of note, major effects on calvaria bone thickness were located laterally respective 

to the injection site (Fig. 1B), suggestive of a lateral “sliding” of the liquid; the definition of the 

ROI for quantitative analysis (see above) took this aspect into account (Fig.1B, 2A). PTH 

treatment induced a significant increase in calvaria bone volume (Fig 1C) and total bone 

thickness (Fig 1D) in BSP+/+ and BSP-/- mice alike. PTH also induced an increase in bone 

porosity (Fig. 1E) and a decrease in mineral density (Fig. 1F), both probably reflecting the 

characteristics of the young bone actively formed. 

Intermittent PTH treatment increases bone formation in calvariae of both BSP+/+ and 
BSP-/- mice, despite differences in baseline bone activity: 

Histological analysis of Goldner stained sections at day 16 confirmed the anabolic effect of 

iPTH on parietal bone in both genotype (Fig 2B). Histomorphometric assessment of static 

and dynamic bone formation parameters in vehicle treated mice showed low levels of activity 

in the external or internal surface of BSP+/+ calvariae, and virtually none in the BSP-/- (Fig. 

2C-F). This was particularly flagrant on the internal calvaria surface, where no osteoid layer 

could be detected in BSP-/- mice (Fig. 2D). Remarkably, PTH boosted the expression of all 

histomorphometric markers of bone formation in both phenotypes, as witnessed by the 

increase in osteoid thickness (Fig. 2C-D), as well as both MAR and MS/BS (Fig. 2E-F). In the 

BSP-/- in particular, iPTH reactivated inactive bone surfaces to values on a par with BSP+/+ 

mice, even though they were always lower except for MS/BS (Fig. 2E and F).  

Despite a basic difference in resorption parameters, osteoclasts numbers (data not shown) of 

and osteoclast surfaces between the two genotypes (Oc.S/BS:1.23±0.01 Vs -/- 0.08 ±0.00), 

intermittent exposure to PTH induced an increase of these parameters at the external side 

(Oc.S/BS: 34.50±0.09 Vs 9.07±0.03), but with a more pronounced effect in BSP+/+mice.  

At the internal side, in basic conditions, no osteoclasts were observed in both genotypes.  

The intermittent exposure to PTH induces an increase in resorption parameters of the 

internal side only in the wild type (Data not shown). 
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Fig1: PTH enhances osteogenesis in vivo in BSP+/+ and BSP-/- calvaria bones.(A) 

Three-dimensional µCT reconstruction of calvaria bones, after sixteen days of PTH of 

vehicle (V) injection on the right parietal bone. The arrows mark the location of the 

bone sutures. (B) ROI determination for CT analysis: The distance between the sagittal 

and the lamboid suture was measured. The ROI (outlined in red) for microtomographic 

imaging and measurements was restricted to the external half of the parietal bone. Bone 

volume (C), bone thickness (D) and bone porosity (E) were measured on the injected side 

of parietal bones. Values are mean±SD of N=4 V samples, N=10 PTH samples for each 

genotype. *: p< 0.05, **: p< 0.01 ***: p<0.001 vs PTH, Mann-Whitney U test. 
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Fig 2: Effects of intermittent PTH treatment on cellular activity parameters of bone 

formation in parietal bone. (A) ROI determination for histomorphometry: The distance between 

the sagittal and the lamboid suture was divided into four equal parts (black line). 

Histomorphometric analyzes were carried out in the area outlined in red. (B) Goldner stained 

histological sections of parietal bone illustrating the effects of intermittent vehicle (V) or PTH 

injections over BSP+/+ and BSP-/- calvariae. Higher magnifications on the right locate the osteoid 

layer (O, black arrowhead) and the periosteum (P, bracket). White double arrows indicate the 

thickness of V treated calvariae. (C) Thickness of the external and internal periosteum, (D) 

osteoid thickness, (E) dynamic bone formation parameters: MAR, MS/BS and BFR/BS measured at 

day 16 in the ROI. Values are mean ± SD of N=4 V samples, N=10 PTH samples for each 

genotype. * p< 0.05, ** p< 0.01 *** p<0.001 vs PTH. #: p<0.05, ##: p<0.01, ### : p<0.001 

vs treatment-matched BSP+/+. (ND: not detectable). 
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PTH increases the expression of bone formation markers, including all SIBLING 
proteins in calvaria bone of BSP+/+ and BSP-/- mice: 

Sixteen day after the start of the injections, mRNA expression of all markers was the same in 

vehicle injected BSP+/+ and BSP-/- calvariae, with the exception of type I collagen ( 1 chain, 

Col1 1) which was significantly less expressed in the mutants (Fig. 3). As expected in such 

strongly anabolic conditions, expression of the early marker of osteoblast differentiation 

osterix (OSX) and the late marker osteocalcin (OCN) was increased in both genotypes under 

PTH. Col1 1 was again an exception, as its expression was reduced by PTH in BSP+/+ 

calvariae, with no significant change in the BSP-/-. Expression OPN, DMP1 and MEPE was 

increased by PTH in all genotypes, along with BSP in BSP+/+ calvariae. Expression of PHEX 

(Phosphate regulating Endopeptidase Homolog, X-linked) was also enhanced by PTH in 

both genotypes. 

PTH increases the expression of osteoblast markers and bone colony mineralization 
in BSP+/+ and BSP-/- calvaria cell cultures: 

In order to assess the direct effect of PTH on calvaria osteoblasts, cellular populations 

isolated from BSP+/+ and BSP-/- pups were grown in vitro in osteogenic medium and treated 

with hPTH 1-34. As previously reported for BSP-/- bone marrow cultures [13], calvaria cell 

cultures from mutant mice formed very few mineralized colonies, which are the last stage of 

in vitro primary osteogenesis (see Fig. 4E). At day 6 in our cultures, ALP activity was 

significantly upregulated in both genotypes (+55%, Fig. 4A) by two 6h pulses of PTH (see 

Methods), as was confirmed by dish staining for enzyme activity (Fig 4B). At this stage, QRT-

PCR already showed a significant expression of OCN and Col1 1 in untreated BSP+/+ 

dishes, indicative of osteoblastic differentiation and bone matrix deposition, while much lower 

levels where observed in BSP-/- cultures (Fig. 4C). PTH upregulated the expression of OCN 

and OPN in cultures, while it had no effect on Col1 1 expression (Fig. 4C). To check 

whether this short exposure of mutant progenitors to PTH had an impact on the later 

mineralization of the cultures, we performed the same assay over a longer culture time. After 

13 days, ALP activity was found increased by the early PTH pulses only in BSP+/+ dishes 

(Fig. 4D). Baseline expression of OCN and Col1 1 was way higher at this stage in BSP+/+ 

than in BSP-/- cultures, in congruence with the later differentiation and mineralization stage. 

iPTH treatment increased the expression of OCN and OPN in both genotypes (Fig 4D). Of 

note, OPN was the only SIBLING whose expression was increased by PTH in calvaria 

cultures at any time (data not shown). Similar to in vivo, the expression of Col1 1 was 

decreased by PTH in BSP+/+ dishes, with no significant effect in BSP-/- culture (Fig. 4D). 

Early pulse treatment of BSP-/- cells with PTH induced the mineralization of later cultures, 
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still incipient at day 13 but quite significant although always lower than in BSP+/+ at day 17 

(Fig 4E). 
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Fig 3: Intermittent PTH increases the expression of markers of bone formation in 

both genotypes.QRT-PCR was performed 16 days after PTH injection on half-

calvaria treated or not with PTH and pulverized in Tri-reagent. mRNA expression of 

markers of bone formation : OSX, OCN, Cola1α1, and PHEX, and SIBLING proteins 

OPN, DMP1 MEPE and BSP. Values are mean±SD of N=4 V samples, N=10 PTH 

samples for each genotype.. *: p< 0.05, **: p< 0.01 ***: p<0.001 vs PTH. #: 

P<0.05 vs treatment-matched BSP+/+. 
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Fig 4: Intermittent PTH treatment enhances osteogenesis and mineralization in 

BSP-/- calvaria cell cultures.Alkaline phosphatase activity (A) and staining (B) 

after 6 days (d6) of mouse calvaria cell culture. (C) mRNA expression of OPN, 

OCN and Cola1α1 at d6. (D)  Alkaline phosphatase activity and marker mRNA 

expression after at d13. (E) Van kossa staining of mineralized cultures at d13 

and (G) at d17. Values are mean±SD of N=6 dishes for ALP activity and N=3 

for QRT-PCR.*: p< 0.05, **: p< 0.0,1 ***: p<0.001 vs PTH treatment. #: 

p<0.05 , ##: p <0.01, ###: p< 0.001 vs treatment-matched BSP+/+. 
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Effective silencing of OPN expression by siOPN in vitro and in vivo :  

The inhibition of OPN expression by siOPN was assessed by ELISA and QRT-PCR in vivo 

(day 16 of daily treatment) and in vitro (day 6 after pulse 6hr treatments at day 1 and 3). In 

calvaria cell cultures siOPN treatment induced a significant decrease in OPN mRNA (Fig. 

5A) and protein expression (Fig. 5B) in both genotypes, while Scr treated dishes displayed 

the same level of OPN expression as vehicle treated controls. In PTH-injected calvariae, 

expression of OPN measured by ELISA was decreased by 80% respective to PTH+Scr 

treated animals (Fig 5C). 

Absence of both BSP and OPN quenches the anabolic effect of PTH in calvaria bone: 

Addition of Scr or siOPN to the daily injection of PTH over the calvariae of BSP+/+ mice 

resulted in the same increase in bone volume, porosity or thickness (Fig. 6A) respective to 

vehicle control. In contrast, while Scr RNA did not hamper the anabolic effect of iPTH in 

BSP-/- calvariae, siOPN blocked it, resulting in structural parameter values which did not 

differ from controls (Fig. 6A, C). Histological analysis revealed an increase in the thickness of 

external and internal periosteum in BSP+/+ calvariae treated with siOPN or Scr+PTH 

cocktails (Fig. 6B). PTH did increase periosteum thickness in BSP-/- calvariae co-treated 

with siOPN, but the effect was significantly lower than in Scr+iPTH controls (Fig. 6C). 

In terms of osteoblast markers, mRNA expression of OCN was increased in BSP+/+ 

calvariae under PTH+siOPN treatment respective to Scr and vehicle, although the increase 

in the PTH+Scr group was not significant (Fig. 6D). In contrast, while the stimulation of OCN 

expression by PTH+Scr was significant in BSP-/- mice, blocking OPN expression with siOPN 

also blocked this effect and kept the values the same level as in the vehicle group (Fig. 6D). 

As mentioned, PTH treatment increased BSP expression in BSP+/+ mice, and this effect was 

enhanced when OPN expression was blocked (Fig. 6E).  

Inhibiting OPN expression in BSP-/- calvaria cell cultures blocks the PTH-induced 
stimulation of osteogenic markers: 

In calvaria cell cultures, inhibition of OPN expression also blunted the anabolic effect on PTH 

in BSP-/-, not BSP+/+ cultures. Concommitant administration of siOPN or Scr and PTH 

induced a similar increase as PTH alone in ALP staining (Fig. 7A) or activity (Fig. 7B) in wild 

type cultures, while only PTH alone or PTH+Scr increased ALP activity in mutant cells (Fig 

7A, B). Again, In BSP+/+ cultures, mRNA expression of OCN was significantly higher in 

siOPN+PTH dishes respective to Scr+PTH or PTH alone (Fig. 7B). In contrast, siOPN+PTH 

treatment significantly decreased the expression of OCN in BSP-/- cells cultures compared to 

Scr+PTH or PTH alone (Fig 7B). 
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Fig 5: Effective silencing of OPN expression in vitro and in vivo.The 

extinction of the OPN expression was assessed by ELISA assay in vitro and 

in vivo. (A) Quantitation of OPN protein and (B) mRNA expression in lysates 

of calvaria cell cultures from BSP+/+ (+/+) and -/- mice, untreated (CTRL) 

or treated with a srmabled ARN (Scr) or an siRNA targeting OPN 

messenger (siOPN). (C) Quantitation of OPN protein in calvaria lysates of 

BSP-/- mice treated or not with scrambled or OPN targeting RNA.. Values 

are mean±SD of N=3 to 6 calvaria or dishes. * : p< 0.05 ***: p<0.001 vs 

CTRL. #: p<0.05, ###: p< 0.001 vs Scr. 
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Fig 6: OPN silencing blunts the anabolic effect in BSP-/- calvariae. (A) bone 

volume, bone porosity and bone thickness, (B) periosteum thickness and (C) 

Goldner-stained histological sections of calvaria bones of BSP+/+ (+/+) or -/- 

mice treated with vehicle (V) or PTH with scrambled RNA (Scr) or siOPN 

RNA.. White double arrows indicate the thickness of V treated calvariae.  

(D) mRNA expression of OCN and BSP and mise treated as above. Values are 

mean± SD of N=5 (histpmorphometry) or 6 (QRT-PCR) mice for each 

conditition. *: p< 0.05, **: p< 0.01, ***: p<0.001 vs V, #: p<0.05 , ##: 

p<0.01, ###: p< 0.001 vs Scr. 
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Fig 7: OPN silencing blocks the PTH-induced stimulation of osteogenic markers in 

BSP-/- calvaria cell cultures. (A) Alkaline phosphatase staining (top) and activity 

(bottom) in BSP+/+ (+/+) and -/- mouse calvaria cell cultures untreated (CTRL) or 

treated with PTH with scrambled RNA (Scr) or siOPN RNA. (C) Blocking OPN 

expression in PTH treated dishes stimulates OCN expression in +/+ calvaria cell 

cultures and inhibits it in -/- cutlures. Values are mean ± SD of N=3 per wells.  

*: p< 0.05, **: p< 0.01 ***: p<0.001 vs CTRL (-); ##: p<0.01: vs Scr. 
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Discussion:  

The calvaria injection procedure developed by Boyce et al.(Boyce et al., 1989) is an original 

model for studying the local effects of substances on bone activity in vivo. Previous work 

from our laboratory had shown that the skeletal effect of sytemic iPTH on long bones of BSP-

/- mice is site dependent, enhancing the endosteal bone formation in BSP+/+ femur, but 

periosteal formation in mutant femur (Wade-Gueye et al., 2010). These results suggested 

that iPTH might not act in the same way in wild type and mutant skull bones. We show here 

that the genic extinction of BSP does not affect the anabolic response of calvaria bone to 

iPTH. Indeed, PTH induced periosteal responses in BSP-/- calvariae which were on a par 

with those observed in BSP+/+, albeit lower, even though baseline activity was not 

detectable in the absence of BSP (Fig. 2). 

In vitro, the number of mature osteoblast colonies (CFU-O = colonies double-positive for ALP 

activity and mineral deposition) is dramatically reduced in BSP-/- bone marrow stromal cell 

cultures (Malaval et al., 2008), and BSP overexpression induces an increase in the activity of 

alkaline phosphatase and the number of mineralized bone nodules (Valverde et al., 2008). 

To check if iPTH restores the differentiation and mineralization of calvaria osteoblasts in the 

absence of BSP, we treated calvaria cell cultures with the hormone. PTH exerts disparate 

effects on osteoblast differentiation in vitro, stimulating it after short exposure time while it is 

inhibitory in continuous treatment, as documented for instance in rat osteoblastic cells 

(Ishizuya et al., 1997). The protocol that we used to treat our mouse calvaria cell cultures 

was inspired by previously published ones which were efficiently anabolic in Sprague-Dawley 

rat calvaria cells (Ishizuya et al., 1997) and the mouse MC3T3-E1 cell line (Tian et al., 2011). 

In these conditions, exposure to PTH was also anabolic in BSP-/- calvaria cell cultures, 

increasing ALP staining after 6 days and even more strikingly mineralization in the dishes 

after 17 days. Stimulation of bone foramtion was reflected, in vivo and in vitro by the 

expression of oseoblast marker genes, all upregulated with the exception of Col1 1. The 

effect of PTH on the kinetics of collagen transcript expression is not very clear; however most 

studies (Sugimoto et al., 1992)(Partridge et al., 1994) report that PTH treatment induces a 

decrease in cola1α1 expression, which is consistent with our results (Fig 3 and 4D). 

The anabolic effect of iPTH exposition in BSP-/- mice suggests a mechanism that 

compensates for the absence of this protein. ,Next to the increase in bone formation 

parameters, systemic injections of PTH were found to induce a significant increase of OPN 

expression in BSP-/-, not BSP+/+ mice (Wade-Gueye et al., 2010). In our calvaria model, the 

expression of OPN was increased by iPTH in vivo and in vitro in both genotypes (Fig 3, 4C). 

Of note, this was not systematically the case in calvaria cultures (compare Fig4C and Fig5A). 

Kinetics of OPN expression in BSP-/- bone marrow cell cultures showed that its expression 
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was higher that in wild type at early and late time points, and similar to wild type at the peak 

of OCN expression, which is in part dependant on the kinetics of each culture (Malaval et al., 

2008). Detailed analysis of BSP+/+ and BSP-/- calvaria cell culture kinetics show the same 

pattern (our unpublished results). 

Based on these results, we hypothesized that OPN might compensate for the lack of BSP in 

mutant bones and thus permit a globally normal response to PTH treatment. To test for this, 

we used an siRNA to block the expression of OPN in vitro and in vivo. The efficiency of 

siOPN was notably greater in blocking the synthesis of OPN protein (down by ~80 %) than 

with with OPN transcripts (~50 % inhibition), suggesting that its major action is in blocking the 

translation of the target protein (Ryther et al., 2004). 

Microtomography and histomorphometry and QRT-PCR analysis showed that blocking the 

expression of OPN impaired the anabolic effect of PTH in iPTH treated BSP-/-, but not 

BSP+/+ calvariae. In PTH+siOPN treated BSP-/- calvariae, the hormone had no effect on 

bone volume or porosity, and a significantly lower effect on calvaria thickness as compared 

to Scr+PTH treated animals (Fig 6). While blocking OPN also inhibited OCN stimulation by 

iPTH, periosteum thickness was still significantly increased. These residual effects may 

reflect the fact that the siOPN is not fully effective (only ~80% inhibition) nor is its action likely 

to be permanent between two injections. Additionally, while expression of at least BSP or 

OPN appears mandatory for a full action of iPTH (see below), all effects of the treatment are 

likely not dependent solely on these two SIBLING. 

In BSP +/+ calvariae, blocking OPN expression did not affect the anabolic action of PTH. 

Indeed, OCN expression was greater in siOPN than Scr co-treated BSP+/+ calvariae (Fig 

6D) and calvaria cell cultures (Fig 7 B), which could reflect the suppressive effect of OPN on 

PTH signaling of osteoblast (Ono et al., 2008). Additionally, blocking OPN induced a higher 

mRNA expression of BSP in wild type mice (Fig 6D), suggesting that BSP might also 

compensate for absent/reduced OPN in the skeleton. Whether this could contribute to 

explain that intermittent PTH treatment is anabolic in OPN-/- mice (Kitahara et al., 2003) 

warrants further investigations. 

In conclusion, we have shown that the extinction or at least the reduced expression of both 

OPN and BSP proteins impairs the anabolic effect of PTH, at least in the ectopic calvaria 

injection model. This suggests that OPN may functionally compensate for the lack of BSP in 

the response of this hormonal challenge, and provides evidence of functional overlap 

between these two cognate proteins.   
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Résultats et discussion complémentaire :  

Dans ce travail, nous avons démontré une vicariance entre la BSP et l‟OPN dans un modèle 

de réponse à un défi hormonal suite à  une exposition à la PTH. En effet le blocage de 

l‟expression de l‟OPN dans des souris déficientes en BSP abolit très largement l‟effet 

anabolique de la PTH.  

Le PTHR1 est un récepteur de la PTH et du PTHrP. Son activité est médiée par les protéines 

G. Un traitement intermittent par la PTH, dans les conditions de déficiences en BSP et de 

blocage de l‟expression de l‟OPN n‟induit pas d‟augmentation de l‟expression en ARNm du 

PTHR1, contrairement au traitement avec le cocktail Scr+PTH qui induit une augmentation 

des transcrits du PTHR1 et qui accompagne l‟effet anabolique de la PTH (Figure 32). La non 

augmentation de l‟expression du PTHR1 en présence de SiOPN pourrait expliquer en partie 

l‟absence de l‟effet anabolique à la PTH chez les souris BSP-/- dans ces conditions. 

Cependant, il nous reste à établir l'effet de ces traitements sur l'expression de PTHR1 chez les 

souris BSP+/+ (travail en cours), et aucune étude publiée à ce jour ne détaille le lien existant 

entre ces deux SIBLING et le récepteur de la PTH. 

    

 

 

 

 

 

 

 

Les effets angiogèniques de la PTH ne sont pas retrouvés de façon constante dans l‟os. 

L‟administration intermittente de la PTH 1-84 pendant 15 jours chez le rat n‟apparaît pas 

angiogéniques malgré une stimulation précoce et fugace de l‟expression en ARNm du VEGF 

(Prisby et al., 2011). D‟autres données de la littérature fournissent des arguments en faveur 

d‟un potentiel angiogénique de la PTH, reposant sur la capacité de l‟hormone à stimuler 

Figure 32 : Expression en ARNm du 

récepteur à la PTH chez les souris 

déficientes en BSP. * <0.05 VS V, # < 0.05 

VS Si OPN   
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d‟autres facteurs angiogéniques tels que le VEGF, dont l‟expression suite à un traitement a la 

PTH,  été  trouvée augmentée dans les HUVECs (Rashid et al., 2007). 

Nous nous sommes donc demandés si la iPTH dans un modèle d‟injection sur de l‟os pariétal 

possède des propriétés angiogéniques et si le blocage de l‟expression de l‟OPN inhibe cette 

propriété de  la parathormone.                                                                                                                                                          

Les résultats obtenus (Figure 33) montrent qu‟en effet l‟injection intermittente de PTH 

augmente le nombre de vaisseaux dans le périoste des souris BSP+/+ et BSP-/-, d‟une 

manière concomitante avec l‟augmentation de son épaisseur et de l‟expression génique du 

VEGF (Figure 33). De manière intéressante, le blocage de l'expression de l'OPN n'altère pas 

l'effet de la PTH sur l'expression de VEGF, quel que soit le génotype. Ces résultats sont à 

prendre avec précaution car, il s‟agit d‟une expérience préliminaire et une seule souris de 

chaque groupe a été perfusée. Le nombre de souris devra être augmenté et le nombre de 

vaisseaux devra être quantifié et surtout normalisé sur la surface du périoste pour vérifier s'il 

s'agit bien d'un effet angiogénique et non d'une simple amplification du tissu périosté. Notre 

étude s'est concentrée sur les effets anaboliques de l'iPTH sur le périoste. Une analyse 

complète de nos résultats devra aussi couvrir les effets des différents traitements sur la 

résorption osseuse dans l'ensemble de la calvaria, en incluant les cavités médullaires. Ce 

travail est en cours. 

Figure 33: Impact de l’extinction de l’OPN sur l’effet angiogénique de la iPTH. A gauche : 

Expression de l’ARNm du VEGF-A. A Droite : Coupes histologiques de calvaria perfusées au 

sulfate de baryum (Les flèches noires indiquent les vaisseaux sanguins) 
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Si l‟on se réfère à nos résultats établis, nous avons démontré une vicariance entre la BSP et 

l‟OPN dans la réponse à un traitement hormonal avec de la PTH sur un os plat.  Les 

expériences préliminaires suggèrent que l‟absence de l‟OPN et de la BSP n‟altère pas l‟effet 

de la PTH sur l‟augmentation de l‟expression du VEGF. Il nous reste à établir clairement les 

rôles joués par de la BSP et de l‟OPN dans l‟angiogenèse en réponse à l‟administration de la 

PTH.  Le rôle de la BSP dans le processus d‟angiogenèse sera étudié dans le travail qui suit.  
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(3) La revascularisation du conduit osseux après 

ablation médullaire est dramatiquement accélérée 

chez les souris BSP-/-, et s’accompagne d’une 

recolonisation hématopoïétique plus rapide. 
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Introduction : 

L‟ablation médullaire des os longs de rongeurs (Figure 34 A) entraine un cycle de formation 

osseuse massive suivie d‟une résorption de l‟os déposé et d‟un retour à une structure corticale 

et trabéculaire normale (Wade-Gueye et al., 2012; Bab et al., 1988). Dans un travail antérieur 

(Wade-Gueye et al., 2012) le laboratoire a étudié la réponse des souris BSP-/- dans ce modèle 

expérimental et a montré que la quantité d‟os médullaire formée était diminuée chez les 

mutants, tandis que sa résorption subséquente était retardée (Figure 34 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Schéma de la procédure d’ablation médullaire et de son 

résultat (A). La zone ablatée du conduit diaphysaire est en 

hachures bleues. (B) Les souris BSP-/- forment un plus faible 

volume d’os médullaire après ablation, et celui-ci est résorbé plus 

lentement – histologie, imagerie et quantification tomographique 

(** : p<0.01, **** : p<0.0001 vs D7 ; #### : p<0.0001 vs D7, 

BSP+/+ ; °° : p<0.01, °°° : p<0.001 vs D14). D’après Wade-

Gueye et al., 2012. 
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Il nous est apparu que dans les premiers stades suivant l‟ablation, avant le dépôt massif d‟os 

médullaire (dont le pic se situe au jour 7-8 après l‟opération) devait se produire une 

recolonisation vasculaire et hématologique massive du conduit évidé, et que ce modèle 

permettrait donc d‟étudier l‟impact de l‟absence de la BSP sur ces processus.   

Pour cette étude, des souris BSP+/+ et BSP-/- âgées de 2 mois ont subi une ablation 

médullaire par aspiration à travers l'épiphyse inférieure du fémur. Le réseau vasculaire intra-

osseux a été contrasté par perfusion in situ avec du sulfate de baryum. Une quantification 

histomorphométrique de la densité et du volume vasculaire a été effectuée 3, 5, 6 et 8 jours 

après ablation, de même qu‟une évaluation en QRT-PCR de l‟expression de marqueurs. Le 

développement vasculaire des fémurs non ablatés et des reins des souris BSP-/- a également 

été analysé. 

Il apparait clairement que la recolonisation vasculaire et hématopoïétique du conduit ablaté 

est beaucoup plus rapide chez les mutants BSP-/-, ce qui s‟accompagne d‟une surexpression 

d‟OPN et de VEGF. 

Cette étude est encore en cours ; elle est présentée ici sous forme de données partielles, 

groupant les travaux d’histomorphométrie et de QRT-PCR, que j’ai personnellement conduit, 

et les expériences de cytométrie, réalisées par Renata Neves-Granito. 
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Matériels et méthodes: 

Production et élevage des souris BSP-/- :  

La production des souris, de même que les conditions et les paramètres d‟élevage ont été 

décrits dans la partie matériels et méthodes (Page 72). 

 

Procédure d’ablation médullaire :  

Des souris mâles BSP+/+ et BSP-/- âgées de 2 mois ont été utilisées. Un analgésique 

(Buprécare, Axience, France) a été administré aux souris avant l‟opération. L‟opération a été 

effectuée sous anesthésie par injection intrapéritonéale d‟un mélange de kétamine (50 mg / 

kg) et de xylazine (10 mg / kg). Au niveau de l‟articulation du genou gauche rasée, une 

incision cutanée de 0.5 cm a été effectuée. Au-dessus du tendon rotulien dégagé, et à l‟aide 

d‟une perceuse électrique (Dremel Multipro, Breda, Pays-bas) munie d‟un foret en carbure de 

tungstène, un pré-trou a été réalisé. Le contenu du  fût fémoral en os trabéculaire a ensuite été 

détruit avec des tire-nerfs (Colorinox R, DentsPly, 21 mm). Le conduit osseux a été rincé par 

injections multiples de PBS stérile. Puis l‟incision a été suturée et la peau désinfectée avec de 

la Bétadine.  

 

Procédure de perfusion vasculaire :  

A 3, 5, 6 et 8 jours post-ablation, les animaux ont été mis à mort par injection intrapéritonéale 

de Pentobarbital sodique (Ceva Santé Animale SA, France). Après incision de la paroi 

abdominale, un cathéter contenant une canule a été introduit dans le ventricule droit. Afin de 

permettre la perfusion de l‟agent contrastant et de limiter les surpressions, l‟oreillette gauche a 

été sectionnée. A l‟aide d‟une pompe péristaltique (MasterFlex,L/S, Cole-Parker Instrument, 

Germany), 30 ml de sulfate de baryum (50 %  baryum : suspension de Micropaque ®, 

Guerbet, Paris, France plus 1.5 % gélatine) préchauffé à 37 °C ont été perfusés à travers tout 

l‟organisme. 

 

Histologie et histomorphométrie:  

Après dissection, les fémurs ablatés ont été fixés dans du paraformaldéhyde à 3.7 %, 

déshydraté dans de l‟acétone et inclut dans du méthyl méthacrylate. Des coupes longitudinales 

de 9µm ont été coupées avec un microtome Jung modèle K (Carl Zeiss, Heidelberg, 

Allemagne), et colorées au vert lumière. Les fémurs non ablatés ont été coupés au 
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cryomicrotome (Thermo scientific, Microm HM 560, Waltham, MA, USA) juste après la 

dissection,  des cryocoupes de 9 µm ont été colorées au vert lumière.   

Les zones d‟intérêt pour la quantification des paramètres vasculaires ont été localisées dans la 

zone d‟ablation pour les fémurs opérés et dans la métaphyse proximale pour les fémurs non 

ablatés. 

L‟évaluation des paramètres vasculaires et du BV/TV a été effectuée avec un oculaire 

composé d‟une grille carrée à 100 points. Les paramètres vasculaires ont été quantifiés puis  

normalisés en fonction de la surface de la moelle osseuse, suivant la procédure décrite ci-

dessous (Roche et al., 2012) 

 

Prélèvement des reins et imagerie vasculaire :  

Afin d‟imager le sulfate de baryum perfusé dans les reins de souris mâles BSP-/- (n= 08) et 

BSP+/+ (n= 05) âgées de deux mois, les reins ont été scannés avec une résolution élevée 

(voxel isotrope de 10µm d‟arête) avec le Viva CT 40 (Scanco médical, Suisse). Les données 

ont été acquises à 45 keV. Les reconstitutions à trois dimensions du réseau vasculaire ont été 

générées à partir de l‟ensemble des coupes de chaque rein, respectant les paramètres suivants : 

Sigma=1.2, Support=2,  Seuil=220. Le volume vasculaire de chaque rein a été normalisé par 

son volume total, qui a été généré à partir de l‟ensemble des coupes selon ces paramètres : 

Sigma=1.2, Support=2, Seuil= 580 (VV= volume du réseau vasculaire rénal, VK= volume 

total du rein). 

 

QRT-PCR:  

L‟ARN total a été isolé à partir du contenu du conduit fémoral de souris sacrifiées, qui a été 

élué avec du Tri-Reagent® (Sigma, Saint-Louis, USA). L‟ARN a ensuite été purifié sur 

colonne (Kit RNeasy Plus Mini, Qiagen, Inc., Valencia, CA, US). La quantité d‟ARN obtenue 

a été évaluée par l‟utilisation d‟un kit Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay (In VitrogenTM, 

USA), et la qualité contrôlée avec le système ExperionTM (Bio-rad Laboratories, Hercules, 

CA, US). Deux microgrammes d‟ARN extrait ont été transcrits en ADNc (Biorad kit) selon 

les recommandations du fournisseur. Ensuite 400 ng d‟ADNc ont été amplifiés par RT-PCR 

quantitative en utilisant le SYBR Green (kit Light Cycler-FastStart DNA Master SYBR Green 

I, Roche, Penzberg, Allemagne). Les expressions en ARNm des gènes d‟intérêt ont été 

normalisées par rapport au gène de ménage GAPDH, dont l‟expression n‟a pas été modifiée 

par les conditions expérimentales (Tableau 1).  
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Cytométrie en flux:  

La cinétique de recolonisation médullaire a été analysée par cytométrie en flux sur la moelle 

isolée par élution de tampon à travers le fût de fémurs ablatés. Les sous-populations de 

progéniteurs hématopoïétiques (cellules LSK : Lin- IL-7Rα- c-Kithi Sca-1hi) et des cellules 

endothéliales (CD45- Ter 199- CD31+) ont été isolées par séparation magnétique et marquées 

avec des anticorps spécifiques.  

 

Analyse statistique : 

Tous les résultats insérés dans la partie travaux réalisés sont présentés en moyenne ± SD. Les 

significativités statistiques ont été déterminées par les tests non paramétriques de Mann-

Whitney, réalisées avec le logiciel INSTAT (version 3.00 pour Windows 95, GraphPad 

Software, San Diego, CA). 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : liste et séquences des amorces utilisées 

 

Gène  Séquence S Séquence AS Entrée Genbank 

Angiopoietin 1 gcgacagagcagtacaacac gctctgcagtctgagataag NM_009640.3  
DMP1 ttcgagaacttcgctgaggt ttgtggtatctggcaactgg NM_016779.2 
FLT-1 gcacattggtggtggctgac ctctccttcggctggcatct NM_010228.3  
GAPDH aaggtcggtgtgaacggatt attctcggccttgactgtgc NM_008084 
Jagged 1 accgtaatcgcatcgtactg cggatctgatactcgaagtg NM_013822.4  
KDR gcggagacgctcttcataat cacttgctggcatcataagg NM_010612.2  
N-Cadh cttctggcggccttgcttca atacaccgtgccgtcctcgt NM_007664.4 
OPN cccggtgaaagtgactgattc atggctttcattggaattgc NM_009263.2 
PDGFR-β tcctgtggctcaaggacaac cgtggaaggctcgcatagta NM_001146268.1 
PTHR1 ttccagggattttttgttgc agtccaatgccagtgtccag NM_001083936 
VEGF-A tgtctaccagcgaagctact tgctgtaggaagctcatctc NM_001025250.3  
α-SMA gccagtcgctgtcaggaacc agcgaagccggccttacaga NM_007392.2 
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Résultats : 

 

1/ La revascularisation et la recolonisation de la moelle ablatée son beaucoup 

plus rapides en l’absence de BSP 

 

La formation d‟os médullaire après ablation est progressive dans la première semaine après 

l‟opération et la quantité d‟os formée après 3 jours (J3) est négligeable (Figure 35 A). Comme 

décrit dans les travaux antérieurs du laboratoire à des temps plus avancés (Wade-Guéye et al., 

2012 et Figure 34 B), les mutants forment moins d‟os primaire que les souris sauvages 

(Figure 35 A).  L‟analyse histologique de la moelle ablatée des souris BSP-/- montre dès J3 

après l‟opération une densité vasculaire plus élevée (99.2±4.9 vs 23.2±8.5 vaisseaux/mm2, 

p<0.05, Test U de Mann-Whitney, Figures 35 B et 35 D) et une surface vasculaire plus grande 

(x7, Figure 35 C) que dans les BSP+/+. Cependant, à J8 où la densité vasculaire des BSP+/+ a 

rejoint les valeurs des mutants, le volume vasculaire est moitié moindre chez les BSP-/-, 

reflétant une taille deux fois moindre des vaisseaux (Figure 35 C). A J6, stade, où l‟os 

médullaire est en cours de formation, on observe un nombre beaucoup plus grand de cellules 

LSK (Lin- IL-7Rα- c-Kithi Sca-1hi) dans la moelle des BSP-/-, ce qui indique une 

recolonisation plus rapide (Figure 35 E). Il en est de même pour les cellules endothéliales 

(Figure 35 F). Ceci concorde avec l‟augmentation du nombre de vaisseaux formés en 

l‟absence de BSP. 
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Figure 35: la revascularisation et la recolonisation de la moelle ablatée sont beaucoup plus 

rapides en l’absence de BSP. (A) Quantification  du volume osseux au niveau de la zone 

ablatée. (B) Quantification du nombre de vaisseaux sanguins, normalisé par la surface 

médullaire en mm2, 3, 5, 6 et 8 jours après ablation (n=5 pour chaque condition). (C) Mesure 

du volume vasculaire normalisé par le volume médullaire dans les deux génotypes. (D) Coupe 

histologique de la zone ablatée 3 jours après l’opération, chez les souris BSP+/+ et BSP-/-. 

En vert le tissu osseux minéralisé, en gris les vaisseaux sanguins perfusés au sulfate de 

baryum. (E) Quantification des cellules LSK par cytométrie en flux, à 4, 6, 8 et 12 jours 

post-ablation.(F) Quantification des cellules endothéliales par cytométrie en flux, 6 jours 

post-ablation (n=4). P<0.05 vs BSP+/+, Test U de Mann-Whitney. 
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2/ trois jours après ablation, l’expression de l’OPN et du VEGF-A est 

augmentée chez les souris BSP-/-. 

Afin d‟essayer d‟élucider les mécanismes intervenant dans l‟augmentation de la 

revascularisation et de la recolonisation de la moelle osseuse en absence de BSP, dans ce 

modèle de réparation vasculaire, des QRT-PCR ont été effectuées sur le contenu du fût des 

fémurs ablatés. 

L‟augmentation de la revascularisation chez les souris BSP-/- a été accompagnée par 

l‟augmentation de l‟expression génique d‟une SIBLING hautement angiogénique : l‟OPN 

(x1.8), ainsi que du VEGF (x1.95, Figure 36 A et 36 B). Un autre résultat intéressant est la 

diminution de l‟expression génique d‟une autre SIBLING, anti-angiogénique cette fois-ci : le 

DMP1 (Figure 36A). Aucune différence significative n‟a été observée entre les deux 

génotypes dans l‟expression en ARNm des deux récepteurs du VEGF (FLT-1 et KDR, Figure 

36 B), ainsi que dans l‟expression de Jagged1 et de l‟Angiopoïétine, ou encore celle du 

PDGFRβ, la N-Cadherin, le PTHR1 et la α Sma (Figure 36 D et 36 E). 
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Figure 2 :  

 

 

 

 

E 

A B 

C D 

Figure 36: Augmentation de l’expression en ARNm des facteurs angiogéniques en absence 

de BSP, 3 jours après ablation : (A) SIBLING : OPN et DMP1, (B) VEGF-A et ses deux 

récepteurs, KDR et FLT-1 (C) Jagged 1 et Angiopoïétine 1 (D) PDGFRβ, N-Cadhérine et 

PTHR1 (E) α- SMA (n=5). P<0.05 vs BSP+/+, Test U de Mann-Whitney. 
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3/ Les os des souris BSP-/- présentent une densité vasculaire plus élevée, 

tandis qu’aucune différence dans le réseau vasculaire rénal n’a pu être 

détectée entre les deux génotypes. 

Les résultats précédents nous ont orientés vers la caractérisation du phénotype vasculaire de 

base des souris BSP-/-. Le réseau vasculaire intra-osseux ainsi que le réseau rénal ont été 

contrastés par perfusion in situ de sulphate de baryum. La densité vasculaire, ainsi que le 

volume vasculaire ont été quantifiés histologiquement sur des coupes réalisées au 

cryomicrotome. Pour le réseau vasculaire rénal, la quantification a été effectuée par 

microtomographie (µ-CT, Cf : matériel et méthodes). 

La moelle des fémurs BSP-/- non ablatés présente également une densité vasculaire plus 

élevée que chez les BSP+/+ (74.2±8.4 vs 58.0±7.6 vaisseaux/mm2, N=6, p=0.01, Test U de 

Mann-Whitney, Figure 37 A, 37 B), sans pour autant que le volume vasculaire soit affecté 

(Figure 37 B). Aucune différence significative de volume vasculaire rénal n‟a pu être détectée 

entre les deux génotypes en µ-CT (Figure 37 D, 37 E). Des observations en microscope de 

cryocoupes de reins perfusées ont confirmé ce résultat (Figure 37 F). 
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Figure 37: La densité vasculaire osseuse est augmentée chez les souris BSP-/-. (A) 

Quantification du nombre de vaisseaux sanguins, normalisé par la surface médullaire 

en mm2 dans des fémurs de souris BSP+/+ (+/+) et -/- (n=6). (B) Coupe histologique 

de la diaphyse fémorale dont le réseau vasculaire a été contrasté au sulfate de 

baryum chez les souris BSP+/+ et BSP-/-. (C) Volume vasculaire normalisé par le 

volume médullaire dans les deux génotypes. (D) Quantification du réseau vasculaire 

rénal en µ-CT dans les deux génotypes (n=8 pour les BSP-/- et n=5 pour les 

BSP+/+).( E) reconstitution 3D d’un réseau vasculaire rénal. (F) Cryocoupes de reins 

de souris +/+ et -/- contrastées au sulfate de barym. P<0.05 vs BSP+/+, Test U de 

Mann-Whitney. 
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4/Expression accrue du VEGF-A et de l’OPN dans la moelle des fémurs de 

souris BSP-/- 

L‟augmentation de la densité vasculaire chez les souris BSP-/-, nous a conduits naturellement 

à effectuer des qRT-PCR sur le contenu des fûts diaphysaires de fémurs non ablatés. 

L‟expression génique de l‟OPN et de DMP1, ainsi que les gènes impliqués dans 

l‟angiogenèse et dans la régulation des différentes populations de la moelle osseuse a été 

analysée. 

Les os longs des souris BSP-/- montrent une expression plus élevée d‟OPN et une diminution 

de celle de la DMP1 (Figure 38 A), comme nous l‟avons déjà constaté dans le modèle 

d‟ablation médullaire. Par ailleurs, l‟expression génique du VEGF-A et de son récepteur FLT-

1 sont aussi plus élevées en l‟absence de BSP (Figure 38 B). Aucune différence significative 

n‟a pu être détectée dans l‟expression en ARNm de Jagged1, ni dans celle de de 

l‟angiopoïétine 1 (Figure 38 C), ni dans l‟expression du PTHR1 (Figure 38 D). Les 

expressions de la N-Cadhérine et du PDGFRβ sont diminuées chez les souris BSP-/-  (Figure 

38 D) tandis que celle de la α-Sma est augmentée (Figure 38 E).                                                                                                                           
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Figure 38: Augmentation de l’expression en ARNm des facteurs angiogéniques en l’absence 

de BSP. (A) OPN et DMP1 (B) VEGF-A et ses deux récepteurs KDR et FLT-1 (C) 

Jagged1 et Angiopoïétine 1 (D) PDGFRβ, N-Cadh et PTHR1 (E) α-SMA (n=5). *:P<0.05, 

** : p<0.01 vs BSP+/+, Test U de Mann-Whitney. 
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Discussion : 

Peu d‟études ont rapporté le lien entre la BSP et l‟angiogenèse. Dans ce travail nous montrons 

que l'absence de BSP affecte significativement ce processus. Le modèle d‟ablation médullaire 

permet d‟étudier sur des cinétiques rapides le processus d‟angiogenèse, ainsi que la 

recolonisation hématopoïétique de la moelle. 3 jours (J3) après opération, stade ou la quantité 

d‟os médullaire formé est très faible,  l‟analyse histologique de la moelle ablatée des souris BSP-/- 

montre une densité vasculaire plus élevée, accompagnée d‟une expression élevée du VEGF-A, 

principal facteur impliqué dans la formation de vaisseaux sanguins, et d‟OPN, une SIBLING 

ayant des propriétés hautement angiogéniques. Il est à rappeler que l‟OPN augmente 

l‟expression du VEGF dans les cellules endothéliales (Dai et al., 2009). L‟expression de 

DMP1 est diminuée trois jours post ablation ; cette autre SIBLING aurait des propriétés 

antiangiogéniques, en bloquant l‟expression du VEGF (Pirotte et al., 2011). L‟accélération de 

la revascularisation des fémurs ablatés en absence de BSP pourrait donc être expliquée non 

seulement par l‟absence de cette protéine, mais aussi par un jeu de régulations multiples, 

impliquant plusieurs SIBLING. 

L‟analyse en cytométrie en flux a démontré, quatre jours après opération, la faible proportion 

de cellules LSK dans les deux génotypes reflétant ainsi une élimination quasi-totale des 

cellules après ablation médullaire. Cette population cellulaire regroupe essentiellement des 

cellules souche hématopoïétiques les plus primitives pouvant donner naissance à des cellules 

matures présentes dans le sang nécessaire dans les processus de réparation vasculaire. En 

concordance avec l‟accélération de la revascularisation, une augmentation des proportions des 

cellules LSK et des cellules endothéliales, nécessaire à la formation des parois vasculaires, a 

été observée 6 jours post-ablation. Aucune différence significative dans l‟expression génique 

des acteurs de la régulation de la niche, que nous avons analysés n‟a été observée. Cependant, 

il est fort probable que l‟analyse effectuée 3 jours post-ablation soit trop précoce. Il serait 

intéressant d‟analyser à ce stade l‟expression de l‟OPN, qui est connue pour être un régulateur 

négatif de la niche hématopoïétique (Stier et al., 2005). L‟expression de DMP1 était toujours 

diminuée 7 jours après ablation chez les souris BSP-/- (Wade-Gueye et al., 2012), cependant 

le rôle de la DMP1 dans la régulation de la niche hématopoïétique n‟est toujours pas étudié. 

Huit jours après ablation, stade correspondant au pic de la formation de l‟os médullaire, le 

volume vasculaire était moitié moindre dans les souris BSP-/-, malgré des valeurs identiques 

de densités vasculaires entre les deux génotypes (Figure 35 C), reflétant une taille deux fois 

moindre des vaisseaux sanguins des souris BSP-/-. Ces résultats sont à prendre avec beaucoup 
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de prudence, car dans un premier temps il faudrait clarifier la nature et la structure des 

vaisseaux qui se forment après une ablation médullaire et en particulier le degré d‟anisotropie 

de ces vaisseaux, qui est déterminant dans le calcul du volume vasculaire. De ce fait, aucune 

différence significative de volume vasculaire n‟a été observée entre les deux génotypes sur 

des fémurs non ablatés, alors que la densité vasculaire est plus élevée dans les fémurs BSP-/- 

(Figure 37 A). Cette plus forte densité des vaisseaux est associée chez les mutants à une 

expression génique élevée du VEGF-A et de son récepteur FLT-1 nécessaire à la mobilisation 

de précurseurs de cellules endothéliales à partir de la moelle osseuse (Lyden et al., 2001). 

Comme dans le modèle d‟ablation médullaire, l‟augmentation du nombre des vaisseaux est 

accompagnée par une expression accrue d‟OPN médullaire et trabéculaire. D‟une manière 

surprenant l‟expression de l‟OPN au niveau cortical est apparue diminuée dans des fémurs de 

mâles BSP-/- au cours d‟une étude antérieure (Malaval et al., 2008). Il sera important de 

clarifier les différences dans la distribution locale de  l‟OPN selon des sites osseux. La N-cadh 

est un important régulateur de la différenciation ostéoblastique et l‟ostéogenèse, elle serait 

impliquée également dans le survie des ostéoblastes (Marie, 2002), la diminution de 

l‟expression de la N-Cadh, pourrait expliquer entre autres l‟hypominéraliation qui caractérise 

les souris BSP-/- (Malaval et al., 2008). La discordance entre la diminution de l‟expression du 

PDGRFβ et l‟augmentation de celle de la α-Sma, tous deux marqueurs de la niche vasculaire, 

nous oriente à mieux caractériser la niche vasculaire chez les souris BSP-/-, ainsi que 

l‟implication de ces deux facteurs dans sa régulation. 

La surexpression de MEPE, une autre protéine de la famille des SIBLING induit une 

augmentation du nombre des petits vaisseaux sanguins rénaux (David et al., 2009). Aucune 

différence significative de la densité vasculaire rénale  n‟a pu être détectée entre les génotypes 

(Figure 37 D).  L‟analyse de cryocoupes de rein perfusé a confirmé ce résultat. Cependant, il 

serait plus judicieux d‟affiner cette analyse par une imagerie à plus haute résolution (3µm, 

grâce à un appareil Nano-CT), afin de pouvoir prendre en considération le réseau capillaire 

rénal.  

L‟ensemble de ces résultats met en évidence l‟implication de la BSP dans les processus 

d‟angiogenèse et d‟hématopoïèse. Cependant, il nous reste à clarifier le rôle de chacune des 

SIBLING dans ces processus. En effet l‟augmentation de la revascularisation en  absence de 

BSP est associée à une expression accrue de facteurs angiogéniques tels que l‟OPN du VEGF, 

ce qui suggére l‟intervention de l‟un ou de ces deux facteurs dans la stimulation de 

l‟angiogenèse. Des expériences sont en cours de mise au point et de réalisation afin de 

répondre à ces questions. Elles visent à inhiber l‟expression de l‟OPN en injectant des siOPN 
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dans le fûts diaphysaire des fémurs après ablation et celle du VEGF en injectant un inhibiteur 

(SU 5614), pour ensuite effectuer des quantifications histologiques et des QRT-PCR des 

marqueurs angiogéniques.      

Des résultats préliminaires (Figure 39) très encourageants suggèrent que l‟inhibition de 

l‟expression de l‟OPN via l‟injection de siARN dans le fût diaphysaire fémoral après ablation 

engendre un effondrement de la concentration du VEGF 3 jours après ablation, suggérant que 

c‟est l‟OPN qui induirait l‟expression du VEGF comme la démontré  l‟équipe de Dai dans les 

cellules endothéliales (Dai et al., 2009). Ce résultat est conforté par l‟augmentation de la 

proportion des cellules endothéliales 6 jours après ablation (Figure 35 F). Toutefois, ces 

résultats sont très préliminaires et l‟extinction de l‟expression de l‟OPN doit d‟abord être 

confirmée dans ces expériences.  

        

 

 

 

 

 

 

 

 

En conclusion, ce travail démontre le rôle clé de la BSP dans l‟interaction entre l‟ostéogenèse, 

l‟angiogenèse et l‟hématopoïèse, trois processus nécessaires au cours du développement du 

remodelage osseux, ainsi que dans les processus de réparations fracturaires.

 Figure 39: Mesure de la concentration en Pg/µl du 

VEGF-A dans les lysats de moelle osseuse 3 jours 

après ablation en absence de BSP (n=03) 



                        Discussion et Perspectives  

  

133 

 

  

 

 

Discussion générale et 

perspectives  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                        Discussion et Perspectives  

  

134 

 

  

L'ensemble de ce travail a établi le rôle important joué par la BSP dans les interactions entre 

le développement osseux, l'ostéogenèse et l'angiogenèse, ainsi que la capacité de l'OPN à 

compenser au moins en partie son absence.  

BSP et comportement maternel : 

Dans notre première étude, l'analyse du développement des souriceaux BSP-/- a été 

compliquée par un trouble comportemental de leurs mères qui ne forment pas de nid lors de la 

mise bas. Nous avons pu démontrer que le phénotype osseux de ces souris est dû uniquement 

à l'absence de BSP. Il serait intéressant, en collaboration avec des éthologues, de creuser cet 

aspect comportemental résultant de l'absence de BSP et d'une façon plus générale d‟étudier 

l'impact de l'absence des SIBLING sur le comportement et l'instinct de reproduction des 

souris déficientes ou surexprimant l'une de ces protéines. Dans le cas des mères BSP-/-, et en 

s'appuyant sur l'exemple évoqué plus haut des souris DMP1-/-, il est par exemple possible 

qu'un défaut de minéralisation des os de l'oreille moyenne ou interne entraîne des 

perturbations dans la communication avec leur progéniture. Par ailleurs, il est bien connu que 

la BSP et l'OPN sont exprimées par le placenta. Une étude a montré que l'OPN est importante 

pour la réussite de l'implantation des embryons et de la gestation, étant donné son rôle dans 

l'angiogenèse, la prolifération, ainsi que la migration et la survie cellulaire (White et al., 

2005). Aussi les souris OPN-/- présenteraient des embryons de taille plus petite durant tous les 

stades gestationnels, ce qui serait dû à une diminution de la perfusion placentaire (Weintraub 

et al., 2004). Il serait intéressant d'étudier dans ce cadre l'impact de l'absence de la BSP sur 

l'évolution de la gestion, de la nidation jusqu'à la mise bas. Un autre aspect à envisager dans 

cette perspective développementale est l'impact de l'absence de BSP sur la qualité du lait 

maternel, et sur le processus de lactation, fonction physiologique cruciale permettant une 

bonne constitution du tissu osseux. 

L'absence de BSP affecte la dynamique des plaques de croissances, qui se traduit par la taille 

plus petite des souris BSP-/-. La diminution du taux d'IGF-1 pourrait expliquer en partie ce 

défaut. Néanmoins, comme discuté plus haut, l'implication complexe de ce facteur de 

croissance dans de multiples voies de signalisation constitue un facteur limitant et une analyse 

plus approfondie du lien entre la BSP et l'IGF-1 reste à faire. Les chondrocytes 

hypertrophiques, un des constituants de cette plaque de croissance, expriment la BSP, l'OPN, 

DMP1 ou MEPE qui est impliqué dans la régulation de la minéralisation de la plaque de 

croissance (Staines et al., 2012). Il sera intéressant de caractériser le rôle de chacune de ces 

SIBLING dans la biologie de ces cellules et son implication dans les différentes étapes de 
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l'ossification endochondrale et de définir le profil d'expression de l'OPN, dont le taux 

circulant est augmenté chez les souriceaux BSP-/- de six jours, et ceux de DMP1 et de MEPE 

dans les souris déficientes en BSP, afin d'éclaircir le potentiel de 

complémentarités/compensations ou de synergies entre ces membres de la famille des 

SIBLING. 

Vicariance entre la BSP et l’OPN : 

Pour répondre à cette dernière question, nous avons dans la deuxième partie de notre travail, 

établi le potentiel de complémentarité entre la BSP et l'OPN. Le très faible taux de formation 

osseuse déjà décrit dans les souris BSP-/- (Malaval et al., 2008) est confirmé par nos travaux. 

Cependant, l'injection locale intermittente de PTH réussit à stimuler l'activité de formation 

osseuse chez les souris BSP-/-, même si c'est à un niveau plus bas que chez les souris 

sauvages, ce qui suggère que le défaut d'efficacité des ostéoblastes BSP-/- à déposer de la 

matrice osseuse et à la minéraliser aussi établi par Gordon et al. (2007) qui ont montré que la 

BSP est nécessaire aux ostéoblastes pour l'acquisition d'un phénotype complet, est levé par la 

PTH. Bien que le  blocage de l'expression de l'OPN ait inhibé l'effet anabolique de la PTH 

dans les calvaria ou les cultures cellulaires déficientes en BSP, nous avons seulement montré 

que cette protéine était limitante, mais pas établi qu'elle était le seul facteur permettant à la 

PTH intermittente, mais aussi à d'autres défis (Malaval et al., 2008; Wade-Gueye et al., 2012) 

de compenser les effets de l'absence de BSP. 

Il serait intéressant d'analyser la vicariance entre la BSP et l'OPN chez les souris déficientes 

en OPN. Elle pourrait par exemple expliquer la réponse des souris OPN-/- à l'effet anabolique 

de la PTH sur l'os trabéculaire, qui est semblable à celle des souris sauvages (Kitahara et al., 

2003). Il sera dans les travaux ultérieurs, nécessaire de clarifier les fonctions précises de 

chaque protéine et son rôle exact dans la physiologie osseuse. Il est vrai que la technologie 

des siARN offre une méthode rapide et moins coûteuse pour bloquer l'expression d'une 

protéine; néanmoins l'extinction n'est jamais totale, entravant ainsi une bonne analyse et 

compréhension des résultats. Il y aura plus à attendre dans notre cadre d'une double extinction 

de l'expression de l'OPN et de la BSP. Le projet ANR "Mouse_Kosto", dont les travaux ont 

déjà commencé dans le laboratoire, et qui a pour objectif d'étudier la redondance et la 

complémentarité de l'OPN et de la BSP via la génération d'une double extinction génique, 

permettra de clarifier et de spécifier le rôle de chaque protéine. Rappelons que du fait de 

l'organisation du "locus SIBLING", la génération de cette double extinction n'est pas triviale, 

puisqu‟elle requiert de réaliser une nouvelle mutation invalidante (ici, de l'OPN) sur un fond 
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déjà ablaté (ici, les BSP-/-). 

Il est clair que si notre intérêt se porte sur la BSP et l'OPN, la similitude structurale, ainsi que 

la localisation commune des différentes SIBLING depuis l'apparition des tissus minéralisés 

chez les vertébrés, suggèrent un jeu plus étendu de régulations croisées, qui a fait l'objet de 

très peu d'intérêt de la part des chercheurs du domaine. Les souris qui surexpriment MEPE 

présentent une augmentation du nombre des vaisseaux sanguins, associée à une diminution 

des taux d'expression de l'OPN (David et al., 2009), ce qui va à l'encontre de nos hypothèses 

et des résultats d'autres équipes. Il faut noter que ces souris présentent des taux non 

physiologiques de MEPE, mais aussi de peptide ASARM, susceptibles de remplir tout ou 

partie des rôles de l'OPN et aussi d'interférer avec son expression. Ce modèle est donc encore 

un exemple de l'importance des régulations croisées entre SIBLING, et de la nécessité de 

mieux les comprendre pour interpréter leurs rôles physiologiques. Ainsi la production de 

souris présentant de multiples extinctions, qui par la suite pourront être raffinées en 

extinctions conditionnelles pour répondre à des interrogations spécifiques, permettra de 

clarifier les régulations existantes entre ces différentes protéines, afin de spécifier leurs 

fonctions dans la biologie du tissu osseux. 

BSP et angiogenèse : 

Il est bien connu que l'OPN est un régulateur de la niche hématopoïétique. En effet le pool des 

cellules souches hématopoïétiques (HSC) est augmenté chez les souris OPN -/-, suggérant que 

l'OPN est un inhibiteur de l'expansion des HSC (Zhang et al., 2003). Les travaux menés dans 

le laboratoire par Renata Neves Granito montrent que les souris BSP-/- présentent une 

proportion diminuée de cellules HSC dans la moelle osseuse, ainsi qu'une composition altérée 

de la moelle hématopoïétique.  Nos observations sur la surexpression d'OPN dans les souris 

BSP-/- nous conduiront à interpréter ces résultats comme résultant soit d'une action 

promotrice de la BSP sur l‟expansion du pool HSC, soit d‟une action inhibitrice de l'OPN en 

excès dans ces souris, soit d'une combinaison plus complexe de multiples effets. Ici encore, le 

modèle de double extinction en cours de développement pourra, si son développement de ces 

souris est normal, aider à clarifier la question. De même, des expériences d'ablation 

médullaire dans un modèle de double extinction génique OPN/BSP permettront de confirmer 

nos hypothèses sur le phénotype des souris BSP-/- ablatées, sous la même réserve de viabilité 

et de développement normal des double mutants. 

L'ensemble de ces travaux vont nous permettre de mieux comprendre le rôle de la BSP dans la 

physiologie du tissu osseux, ainsi que son interaction avec les différentes protéines de la 
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famille des SIBLING. Ces informations seront précieuses pour la compréhension des 

mécanismes physiologiques et pathologiques liés à cette famille de protéines, et leur champ 

d'application s'étendra au-delà des tissus squelettiques, dans les autres organes où leur 

expression a été détectée : rein, glandes salivaires, testicules. A l'heure où le squelette des 

vertébrés apparait de plus en plus couplé avec, dépendant -mais aussi régulateur- de grands 

systèmes métaboliques (phosphocalcique, bien sûr mais aussi énergétique), et de grandes 

fonctions insoupçonnées jusqu‟alors (reproduction), le tout sous contrôle du système nerveux 

central, cette famille de protéines associées au minéral mais finalement très ubiquitaires est en 

bonne position pour jouer un rôle significatif dans ces mécanismes. 
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Abstract 

Adult mice with a knockout of the Ibsp gene (BSP-/-) present with a shorter stature, as well as 

lower bone turnover and higher trabecular bone mass than wild type, the latter resulting from 

impaired bone resorption. Unexpectedly, BSP knockout also affects the reproductive behavior of 

female mice, which do not construct a proper "nest" for their offsprings. Multiple crossing 

experiments nonetheless indicated that the shorter stature and lower weight of BSP-/- mice, since 

birth and throughout life, as well as their shorter femur and tibia bones are independent of the 

genotype of the mothers, and thus reflect genetic inheritance. In BSP-/- newborns, µCT analysis 

revealed a delay in membranous primary ossification, with wider cranial sutures, as well as thinner 

femoral cortical bone and lower tissue mineral density. However, trabecular bone volume and 

osteoclast parameters of long bones do not differ between genotypes. As early as 3 weeks after 

birth, osteoclast number and surface drop in the mutants, concomitant with trabecular bone 

accumulation. The growth plates present a thinner hypertrophic zone in newborns, while at 3 weeks 

the proliferating zone is thinner and the hypertrophic zone thicker in BSP-/- than in BSP+/+ mice of 

either sex, maybe reflecting a combination of lower chondrocyte proliferation and impaired 

cartilage resorption. Interestingly, young (6 days old) BSP-/- mice display a higher osteopontin 

levels than wild type, which is maintained late in adult life. In conclusion, lack of BSP alters long 

bone growth, as well as membranous/cortical primary bone formation and mineralization. 

Endochondral development is however normal in mutant mice and the accumulation of trabecular 

bone observed in adults develops progressively in the weeks following birth. The higher levels of 

circulating osteopontin may be a compensatory mechanism which would allow normal 

endochondral development in BSP-/- mice, while impairing primary mineralization. 

Introduction 
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Members of the SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) family     [1] are 

known to play key biological roles in the development, turnover and mineralization of bone and 

dentin. Among this family, bone sialoprotein (BSP, IBSP, [2]) as well as osteopontin (OPN, SPP1, 

[3]) are strongly expressed by osteoblasts, osteoclasts and hypertrophic chondrocytes. Incipient 

expression of BSP, which is particularly abundant in sites of primary bone formation [4][5] 

coincides with the initial formation of membranous and endochondral bone, maximal level being 

reached during the formation of embryonic bone [5]. We previously showed that adult mice (16 

week old) with a knockout of the Ibsp gene (BSP-/-) are shorter than their wild type counterparts 

and display a low level of bone remodeling, with both bone formation and mineralization severely 

impaired in vivo and in in vitro models [6]. We also showed that BSP-/- mice display lower 

osteoclast numbers and surfaces in vivo [6], and that osteoclast recruitment and activity in vitro 

were impaired in the absence of BSP [7]. Interestingly, and despite their low level of bone 

remodeling, adult BSP-/- mice present a higher trabecular bone mass than the BSP+/+ [6], which 

raises questions about the development of the BSP-/- adult phenotype. 

In this study, we monitored the skeletal development of BSP-/- and BSP+/+ mice, asking when and 

how the short size and high trabecular bone of the adult were set up. BSP-/- mothers display an 

abnormal pup care behavior, which does not impair the growth of wild type and heterozygous mice, 

showing that the skeletal phenotype of BSP-/- mice is gene-based. We show that BSP-/- mice are 

born with their shorter stature and that the lack of BSP alters long bone growth, 

membranous/cortical primary bone formation and mineralization, as well as OPN circulating levels. 

However, the endochondral development is normal in mutant mice and the accumulation of 

trabecular bone observed in the adults develops progressively in the weeks following birth. 
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Material and methods 

Production of BSP-/- mice: 

BSP Knock-out mice were generated as described in [6]. Briefly, exons II-III of the mouse Bsp 

gene were replaced by a PGKneo cassette that created a null allele in mouse embryonic stem (ES) 

cells (R1 passage 8; kindly provided by Dr. Andras Nägy [8]). After selection, positive clones were 

used to generate chimeric mice which were crossed to albino CD1 outbred females, and a chimeric 

male with germline transmission of the mutation was used to establish offspring on a 129/CD1 

background. BSP-/- mice are viable and fertile; their phenotype has been extensively described 

elsewhere [6]. 

Animal reproduction and genotyping: 

Wild type and mutant mice were kept as separate lines, except for cross-foster experiments. They 

were housed under controlled conditions at 23±2°C on a 12-h light/12-h dark cycle, fed with A03 

food preparation (SAFE, Avry, France) and given tap water with free access. Whenever required, 

the offsprings genotyping was performed by PCR (Qiagen) on genomic DNA Tail isolated with 

Direct PCR Lysis Reagent (Viagen, Biotech Inc., Los Angeles, Ca, USA) plus proteinase K 

(Euromedex, France). The PCR reaction was performed with the following primers: BSP-

forward=AGGACTAGGGGTCAAACAC, BSP-reverse =AGTAGCGTGGCCGGTACTTA, and 

Neomycin (RLP 290) =TCGCCTTCTTGACGAGTTCTGAG, in the appropriate PCR conditions. 

Results were analyzed by running the samples in a 2% agarose (Sigma) gel electrophoresis. 

Expected bands were at 481bp for BSP+/+, 550bp for BSP-/- and both for BSP+/- samples.  

Sampling procedures: 

Newborn mice were killed by hypothermia, and fixed in 100% EtOH for 24h. Three, 10 and 16 

week old mice were killed by cervical dislocation and the femurs and tibias dissected out and fixed 

in 3.7% paraformaldehyde in PBS. Six day and 12 month old animals were killed by decapitation 
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for serum collection and storage at -80°C. For 6 days old mice, blood was collected from 5-6 

individuals and pooled in the same tube; N in the results thus refers to the number of blood pools 

assayed. The procedures for the care and killing of the animals were in accordance with the 

European Community Standards on the care and use of laboratory animals (Ministère de 

l‟Agriculture, France, Authorization 04827). All animal experiments were approved by the "Comité 

du Bien Etre Animal" of the medical faculty experimentation platform (PLEXAN, Université Jean 

Monnet, Saint-Etienne, France). 

Morphological and morphometric assessment: 

Fixed newborn mice were dissected, skinned, eviscerated and dehydrated in 100% acetone for 24h. 

The samples were then processed for whole mount skeletal preparation according to established 

methods [9]. Alcian blue was used to stain cartilage and Alizarin red was used to stain calcified 

tissues. 

To check whether the altered behavior of BSP-/- mothers had impact on their bone phenotype, 

multiple crossing experiments were performed. We first crossed BSP+/+ with BSP-/- mice to 

generate heterozygous progeny. Then, female BSP-/- mice were crossed with heterozygous BSP+/- 

male mice, giving a mixed progeny of BSP-/- and BSP+/- pups. Finally, we crossed all 

heterozygous mice to obtain a Mendelian mix of BSP+/+, -/- and +/- progeny. In all configurations, 

we compared length and weight growth curves between 8 and 35 days, as well as femur length at 40 

days in pups of different genotypes raised by BSP+/+, +/- or -/- mothers. To do this, mice were 

tagged for identification at day 7 after birth, and then weighted every other day with a 0.1g 

precision scale. Their length was measured (nose to tail insertion) with an electronic digital caliper. 

At day 40, mice of all genotypes were killed and the femurs and tibias collected (see above) were 

measured with a caliper. In all cases, we took care to compare mice from litters of similar sizes.  
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Tridimensional microtomography (µCT): 

Newborn whole skeletons and femurs from 3, 10 and 16 week old BSP+/+ and BSP-/- mice were 

scanned with a high resolution µCT (Viva CT40, Scanco Medical, Bassersdorf, Switzerland). 

Newborn mice, were scanned at 45keV with a 10µm cubic resolution. For isolated femurs, the 

secondary spongiosa of trabecular bone was scanned within the metaphysis below the growth plate 

and the cortical bone was scanned in the diaphysis, at 55keV with a 10µm cubic resolution. Three-

dimensional reconstructions were generated using the following parameters for newborn whole 

skeletons : Sigma, 1.2; Support, 2; Threshold, 225. Parameters were ; Sigma, 1.2; Support, 2; 

Threshold, 276 for trabecular bone and Sigma, 1.2; Support, 2; Threshold, 280 for cortical bone of 3 

week old femurs, and Sigma, 1.2; Support, 2; Threshold, 245 for trabecular bone and Sigma, 1.2; 

Support, 2; Threshold, 280 for cortical bone of 10 and 16 weeks femurs. The structural parameters 

of trabecular bone, bone volume (BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular number (Tb.N), 

trabecular separation (Tb.Sp), and structure model index (SMI) were generated from a set of 80 

sections, without assuming a constant model, as previously described [10]. Cortical area and 

thickness (Ct.Th) were calculated by integration of the value on each transverse section of a set of 

30 chosen in the midshaft area. 

Bone histology and histomorphometry: 

Excised and fixed femurs and the lower half of fetuses were dehydrated in acetone and embedded in 

methylmethacrylate. Longitudinal slices were performed with a Jung model K microtome (Carl 

Zeiss, Heidelberg, Germany) and used for modified Goldner staining, tartrate-resistant acid 

phosphatase (TRAP) staining of osteoclasts and Von Kossa staining of calcified tissues. Trabecular 

bone volume (BV/TV), osteoïd surface (OS/BS), growth plate thickness and hypertrophic zone 

thickness were measured on Goldner stained sections. Osteoclast number (Oc.N/BS) and osteoclast 

surface (Oc.S/B.Ar) were measured on TRAP stained sections. ROI for bone parameters were 



                                                                                        Annexes                                                                                                            

  

174 

 

  

evaluated in the secondary spongiosa of trabecular bone within the metaphysis below the growth 

plate as shown in Fig. 6. 

ELISA assays: 

Serum samples were assayed with a commercial ELISA kit for OPN (DuoSet mouse Osteopontin, 

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) used according to the manufacturer's instructions. Serum 

was obtained as described in sampling procedures. Each sample was run in duplicate in the assay. 

Statistical Analysis: 

All results are presented as mean ± SEM. Data were submitted to Kruskall and Wallis with post-test 

(Figure 3E) or Mann-Whitney U tests, performed with the INSTAT software (version 3.00 for 

Windows 95, GraphPad Software, San Diego, CA). 
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Results 

Developmental effects of the BSP gene knockout:  

BSP-/- mice were significantly smaller than BSP+/+, since birth (Fig. 1A) and up to senescence as 

shown by weight curves (Fig. 1B) and as previously reported from long bone measurements [6]. 

Delayed  skeletal mineralization in mice lacking BSP: 

General aspect or whole mount skeletal preparations of newborn BSP+/+ and BSP-/- mice revealed 

no differences in morphology nor endochondral ossification stage (Fig. 2A), nor did histological 

observations indicate any delay in the appearance of ossification centers (not shown). However, the 

skeletal elements of newborn BSP-/- mice were undermineralized respective to BSP+/+, as showed 

in 3D µCT reconstructions by missing finger bones (Fig.2B) porous skull elements and widened 

sutures (Fig. 2C). 

The altered reproductive behavior of BSP-/- mothers does not bear on the 

expression of the mutant phenotype: 

Observation of weaning wild type and mutant mice revealed that mothers lacking BSP display an 

aberrant behavior. Pieces of soft paper were put in the cages 5 days before birth to provide the 

mothers with proper material for nest construction [11]. While BSP+/+ mice built nests for their 

offsprings by carefully dilacerating the paper material, BSP-/- mothers did not tear the paper apart 

and hardly gathered the fragments around their pups (Fig. 3A). Although this was not quantified, 

BSP-/- mothers also spent more time wandering in the cages and less time in contact with the pups 

than the BSP+/+. 

Concerned that altered care for the offsprings might be a confounding factor, we analysed the effect 

of the genotype of mothers on the development of the BSP-/- phenotype in the pups and designed 

cross-fostering experiments. First, we crossed mutant and wild type mice and assessed the growth 

curve of heterozygous offsprings. As shown in Figure 3B, the mother's genotype did not affect the 
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rate of weight or length accrual during the weaning period. Also, femur and tibia length of 40 days 

old BSP+/- mice did not differ whether they were raised by +/+ or -/- mothers (Fig. 3C). Second, we 

crossed BSP-/- females with +/- males and measured femur and tibia length at day 40; as expected 

and published before [6], we found that the long bones of -/- offsprings were shorter than those of 

+/- siblings of the same -/- mother (Fig. 3D). Conversely, the crossing of +/- mice gave a mendelian 

ratio (not shown) of +/+, -/- and +/- offsprings, with significantly lower body weight and femur 

length only in the BSP-/- (Fig. 3E), reflecting the effect of the mutation and its recessive character, 

as previously described [6]. Therefore, no mother effect was observed for the skeletal impact of the 

absence of BSP, which appears to be strictly gene based. 

BSP-/- mice display altered growth plate parameters: 

In newborn BSP-/- mice, growth plate thickness was significantly lower than in BSP+/+, and the 

hypertrophic zone was thinner (Fig. 4). At 3 weeks of age, growth plate thickness was similar in 

both genotypes, but with a thicker hypertrophic zone and a thinner proliferating zone in both sexes. 

No difference was observed between the two genotypes in the growth plates of 10 week old femurs, 

nor at 16 weeks when growth activity was residual and the plates were starting to mineralize (Fig. 

4). 

Newborn BSP-/- mice display thinner, hypomineralized cortical bone: 

Microtomographic analysis of femurs in newborn BSP+/+ and BSP-/- mice showed that mutant 

bones had a lower global bone volume, explained by a thinner cortical envelope (see also pictures in 

Fig. 5C) as well as a lower tissue mineral density (Fig. 5A), as previously reported [6]. In contrast, 

histomorphometric analysis of femoral trabecular bone showed no difference in BV/TV between 

mutant and wild type (Fig. 5B, C). Osteoclast parameters, Oc.S/BS and Oc.N/B.Ar did not differ 

between newborn BSP-/- and BSP+/+ mice (Fig. 5b). 
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BSP-/- mice have higher serum levels of OPN:  

ELISA assay of OPN in the blood of BSP+/+ and -/- 6 day old mice showed significantly higher 

values (+64%) in BSP-/- than in the BSP+/+ at 6 days (Fig. 6), and interestingly they were still 

higher (+48%) in the blood of aged, 12 month old mutant mice whose mineral density is no longer 

different from the wild type [6]. 

Progressive development of the adults BSP-/- bone phenotype: 

As early as 3 weeks after birth, and at 10 and 16 weeks of age trabecular BV/TV in the femurs of 

BSP-/- mice was higher than in BSP+/+, in both male and female (Fig. 7). This was concomitant 

with a decrease of osteoclast parameters, both Oc.S/BS and Oc.N/B.Ar in mutant mice of both 

sexes. Cortical bone of BSP-/- mice became transiently thicker at 3 weeks respective to BSP+/+, to 

become thinner at 10 and 16 weeks of age (Fig. 7). Interestingly, OS/BS values were significantly 

lower in BSP-/- mice at 3 and 10 weeks of age, to become higher than in BSP+/+ at 16 weeks (Fig. 

7), as previously published [6]. 
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Discussion 

In this study, we show that mice lacking BSP are smaller than their wild type counterparts since 

birth and throughout their developmental process. The study of their skeleton did not show any 

other morphological effect of the mutation. However, the amount of primary mineralized bone is 

lower in the skull and long bone cortex of BSP-/- newborn mice. Moreover, and as previously 

shown [6], the volumetric bone density in BSP-/- newborns is lower than in BSP+/+.  

Our study was further complicated by the unexpected discovery that weaning female BSP-/- mice 

do not display normal care for their pups. That the lack of BSP, an extracellular matrix protein 

would affect behavior is both surprising and novel. To the best of our knowledge, the only other 

case of a behavioral impact of the absence of a SIBLING member is the "circling behavior" and 

hyper-reactivity to touch of DMP1-/- mice [12]. This  has been ascribed to the undermineralization 

of the vestibular bone, which would alter sensory (balance) perception in this line [12]. In a recent 

analysis of the genetics of nest building in two inbred mouse strains, chromosome 5 -which carries 

the SIBLING locus in mice- displayed no direct effect QTL, but was found involved in several 

epistatic effects [13]. Extensive studies, including ethological, will be required to assess the full 

impact of the BSP-/- mutation on mouse behavior and evaluate whether it reflects a direct (e.g. 

neurological) effect or an indirect, e.g. sensory one as for the DMP1 knockout. Because we kept the 

mutants as a separate line, and the mother's aberrant behavior might have a thermic and/or trophic 

impact on the pup's development, we conducted a thorough analysis of the growth of BSP+/+, +/- 

and -/- mice from mothers of various genotype. Of note, variations in growth kinetics were 

observed according to the number of pups (not shown) as was expected [14], and we took care to 

compare genotype effects between litters of similar sizes. The results (Fig. 3) show without doubt 

that the phenotype of the mutant mice only reflects the absence of the BSP protein, and is thus 

independent from the mother's genetics. 
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BSP is expressed in hypertrophic chondrocytes [15], and given its effects on endothelial cells 

migration on the one hand [16] and hydroxyapatite nucleation on the other hand [17], one could 

expect an effect of the lack of BSP on the onset of endochondral ossification. Surprisingly, this 

process does not seem to be affected in BSP-/- mice, as no delay appears in the onset of ossification 

centers, and trabecular BV/TV and osteoclast parameters in newborn femurs are similar between 

genotypes. This suggests that some compensatory mechanisms may exist to override the absence of 

BSP. In particular, other SIBLING members, OPN and DMP-1 are expressed by hypertrophic 

chondrocytes and osteoblasts in the chondro-osseous border, and are thought to play an important 

role in endochondral bone ossification [18]. Further analyses are needed to determine the exact role 

of BSP in endochondral ossification and the possible compensatory effects of other SIBLING 

members. 

Nonetheless, newborn BSP-/- femurs display thinner growth plates, indicating that the long bone 

growth kinetics is already altered at that stage, as also witnessed by the slightly smaller size and 

lighter weight of newborn mutant mice. Bone growth is achieved by proliferation and hypertrophy 

of chondrocytes, then removal of the cartilage template by osteoclasts and its replacement with 

woven bone by osteoblasts. The proliferative zone is thinner at 3 weeks in BSP-/- than in BSP+/+ 

mice, suggesting that chondrocyte proliferation/survival is altered in the mutants presumably 

through a cross-talk with  hypertrophic chondrocytes, the only stage which has been shown to 

express BSP. The total width of the growth plate is not altered, as the hypertrophic zone is thicker in 

BSP-/- mice. This may result at least in part from the reduced osteoclast numbers and thus activity 

at this stage in the absence of BSP [7], which could impair the proper resorption of the cartilage 

template. 

We confirmed in this study the lower mineral density of newborn BSP-/- bone matrix, extending the 

observations to developing digits and calvariae (Fig. 2). In this respect, the higher levels of 
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circulating OPN observed in both growing and mature mice are of great interest. OPN is a major 

inhibitor of bone mineralization, as appears from the hypermineralised OPN-/- mouse bones [19], as 

well as the rescue of bone hypomineralisation induced by tissue non-specific alkaline phosphatase 

(Akp2) gene knockout when these mice are crossed with the OPN-/- [20]. Thus the 

undermineralised matrix observed in young mice in the absence of BSP might reflect at least in part 

the action of OPN. Of note, mineralisation levels progressively equalize in aging BSP+/+ and -/- 

mice [6], which we interpret as a main action of BSP on primary mineralization, in congruence with 

the higher osteoid surfaces observed in adult long bones (see below). Thus, the permanence of 

higher OPN levels in aging BSP-/- mice (Fig. 6) suggest that its action might not be dominant in 

this model, or at least not at all stages of skeletal life. Multiple knockouts of SIBLING genes would 

be helpful to unravel such questions. 

Bone growth in rodent is continuous, but its rate decreases with age, along with growth plate 

activity, which we found to be reduced at 10 weeks of age in the 129/CD1 mice, and nearly arrested 

at 16 weeks (Fig. 4). As the BSP-/- mice grow, an accumulation of trabecular bone is seen as early 

as 3 weeks after birth, in concert with a reduction of  osteoclast numbers and surfaces, suggesting 

that the increase in trabecular BV/TV after birth results at least in part from defective resorption. 

Lower OS/BS are observed in 3 week and 10 week old BSP-/- mice, likely reflecting lower bone 

forming activity, as previously shown at the peak of repair bone deposition in cortical defect repair 

of BSP-/- mice [21]. With the reduction of growth rate, the modeling process, in which formation 

and resorption are uncoupled slows down, and primary woven bone is gradually replaced with 

lamellar bone, by the process of bone remodeling. While secondary ossification progressively 

supersedes primary ossification, the overall cellular activity is reduced. As previously shown [6], in 

the less active, mostly remodeling trabecular bone of 16 week old BSP-/- mice, OS/BS values are 

higher than in wild type, likely reflecting delayed primary mineralization. The thinner cortical 
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bones observed in mutant mice at 10 and 16 weeks of age reflect lower periosteal and endosteal 

BFR, as documented elsewhere [22]. The transient thickening of the cortical bone in 3 week old 

BSP-/- mice is intriguing, and may hints at a temporary imbalance of the modeling process during 

the post-natal crisis period, marked by a drop in osteoclast numbers. Clearly, a closer analysis has to 

be done of the very early times of BSP-/- growth to assess these hypothesis. 

In conclusion, we confirmed in this study that BSP plays an important role in long bone growth 

kinetics, as well as membranous/cortical primary bone formation and mineralization. Endochondral 

development is however normal in BSP-/- mice and the accumulation of trabecular bone observed 

in the adults develops progressively in the weeks following birth. The effects of the absence of BSP 

on chondrocyte proliferation, differentiation and activity, the compensatory mechanisms that allow 

normal endochondral bone development in BSP-/- mice as well as the role played by OPN in the 

absence of BSP still need to be explored. 
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Legends of figures 

Figure 1: Newborn morphology and growth of BSP+/+ and BSP-/- mice. (A) general aspect of 

BSP+/+ (+/+) and BSP -/- (-/-) newborn mice.  (B) Kinetics of weight gain during the growth of 

BSP+/+ and BSP-/- mice. M, males; F, females. Data are Mean±SEM of N=4 to 31 mice. Note the 

log scale.  

Figure 2 : Skeletal development and mineralization of newborn BSP+/+ and BSP-/- mice. (A) 

Skeletal preparation (alcian blue/alizarin red staining) of BSP+/+ (+/+) and BSP -/- (-/-) E19 mice. 

(B) 3D µCT reconstruction of whole newborn +/+ and -/- mice, showing undermineralized fingers 

(arrows and black-bordered detailed pictures), and (C) high magnification of the heads showing the 

widened sutures (arrows). 

Figure 3: Impact of the lack of BSP on mother's behaviour. (A) Pictures of BSP+/+ and BSP-/- 

mothers with pups; note the well formed "nest" in the wild type mouse cage as opposed to the 

untouched and spread out pieces of soft paper in the mutant mouse cage (arrows). Note: the 

129sv/CD1 background is outbred, leading to hair color variability. (B) Body length (left) and 

weight (right) increase in the 30 first days of growing male and female BSP+/- mice from BSP+/+ 

(N=7 pups) and BSP-/- mothers (N=6 pups). (C) Femur and tibia length of 40 days old BSP+/- mice 

from either BSP+/+ or BSP-/- mothers. (D)  Femur and tibia length of 40 days old BSP+/- (N=6) 

and BSP-/- mice (N=6) from BSP-/- mothers crossed with BSP+/- males. (E) Body weight and 

femur length of 40 days old BSP+/+ (N=7), BSP-/- (N=11) and BSP+/- mice (N=22) from BSP+/- 

parents. Data are Mean±SEM. *: p<0.05 vs +/+ and/or +/-, Mann-Whitney U Test or Kuskall-

Wallis with post-test (E). 
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Figure 4 : Growth plate kinetics of newborn,  3 week old, 10 and 16 week old BSP+/+ and BSP-/- 

mice. Data are Mean±SEM of N=7 to 8 newborn and 4 to 6 adult mice. *:p<0.05; **:p<0.001 vs 

+/+. Micrographs of the growth plate in the distal femur of BSP+/+ and BSP-/- newborn and 3, 10 

and 16 week old mice. 

Figure 5 : Morphology and morphometry of the long bones in newborn mice. (A) 3D µCT 

reconstruction and morphometry of newborn whole femurs from BSP+/+ (+/+) and -/- newborn 

mice. (B) Histomorphometry of trabecular bone in newborn femurs from +/+ and -/- mice. Data are 

Mean±SEM of N=4 to 10 mice; *:p<0.05, **:p<0.01 Vs +/+, Mann-Whitney U Test. (C) 

Micrographs of Goldner's trichrome and Von Kossa staining of BSP+/+ and BSP-/- newborn femur 

sagittal sections. Yellow polygon: ROI for histomorphometry of the trabecular bone. Bar = 400µm. 

Figure 6 : ELISA assay of OPN in the serum of 6 day old (N=5 pools) and 12 month old (N=5) 

male BSP+/+ and BSP-/- mice. Data are Mean±SEM. *: p<0.05 vs BSP+/+, Mann-Whitney U Test. 

Figure 7 : Static histomorphometric parameters and cellular activities in femur bones from 3, 10 

and 16 week old BSP+/+ (+/+) and BSP-/- (-/-) mice. Data are Mean±SEM of N=6 to 10 mice. 

*:p<0.05, **:p<0.001 vs BSP+/+, Mann-Whitney U Test. 
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 RESUME 

Le bon fonctionnement de l'organe osseux dépend de l'activité intégrée de trois tissus majeurs: le tissu 
osseux au sens strict, la moelle osseuse et les vaisseaux sanguins. Les facteurs qui coordonnent la mise en 
place concomitante de l'angiogenèse et de l'ostéogenèse nécessaires à la formation de l'os primaire, c'est-
à-dire au développement embryonnaire du squelette ou à la formation des cals de réparation fracturaire, 
sont encore largement inconnus. Les cellules de l'os et les vaisseaux communiquent en particulier grâce à 
des molécules d'adhésion telles que les intégrines, qui lient des composantes de la matrice extracellulaire. 
Parmi ces dernières, les "Small Integrin Binding Ligand N-Linked Glycoproteins" ou SIBLING, constituent 
un groupe de protéines matricellulaires très fortement impliquées dans la formation et la minéralisation 
osseuse, et qui inclut la Sialoprotéine Osseuse (BSP) et l‟Ostéopontine (OPN), une protéine fortement 
angiogénique et qui est un puissant inhibiteur de la minéralisation. BSP et OPN sont coexprimées par les 
ostéoblastes et les ostéoclastes, et nous avons tenté d‟analyser dans ce travail les synergies et les régulations 
croisées entre ces deux facteurs et leur impact sur la biologie osseuse.  
Notre laboratoire a déjà bien caractérisé le phénotype de souris présentant une extinction génique de la BSP 
(BSP-/-). Celles-ci ont un squelette hypominéralisé, et sont dès la naissance plus petites que les souris 
sauvages, avec des os longs plus courts à l‟âge adulte. L‟analyse de leur développement s‟est trouvée 
compliquée par un trouble comportemental des femelles BSP-/-, qui ne forment pas de nid après la mise 
bas. Afin d‟établir si le retard de croissance des souris BSP-/- résulte du comportement des mères mutantes, 
nous avons d‟abord réalisé des séries de croisements entre souris -/-, +/+ et +/- qui ont établi que le 
phénotype osseux des souris déficientes en BSP est d‟origine purement génétique. L‟analyse des souris 
dans les jours suivant la naissance a montré une altération de la plaque de croissance. Les souriceaux BSP-
/- montrent aussi un taux circulant d‟OPN plus élevé, qui pourrait expliquer l‟hypominéralisation observé 
chez les souris BSP-/-, et qui suggère une compensation de l‟absence de la BSP par l‟OPN 
Pour tester cette hypothèse, nous avons développé un modèle d‟injection de PTH 1-84 sur la moitié droite 
de l‟os pariétal. La PTH induit localement une forte augmentation des paramètres histologiques, 
microtomographiques et moléculaires de formation osseuse dans les deux génotypes, et en particulier une 
expression accrue de l‟OPN. L‟injection in vivo de siARN antisens bloquant l‟expression d‟OPN ne change 
pas l‟effet anabolique de la PTH chez les souris sauvages. Au contraire, la PTH n‟a plus d‟effet anabolique 
sur les calvaria de souris BSP-/- lorsqu‟elle est co-injectée avec le siARN bloquant l‟OPN. Ces résultats 
suggèrent que l‟OPN pourrait remplacer la BSP dans certaines de ses fonctions, et que l‟absence ou la 
réduction simultanée de ces deux SIBLING bloque la réponse osseuse à la PTH. 
Sachant que l‟OPN est surexprimée en l‟absence de BSP et q‟elle est fortement angiogénique, nous avons 
utilisé un modèle d‟ablation médullaire, qui permet d‟analyser sur un temps très court la revascularisation 
et la recolonisation hématopoïétique du conduit osseux. Trois jours après l‟ablation (J3), l‟os des souris 
BSP-/- présentait une densité vasculaire considérablement plus élevée que les BSP+/+, qui n‟était rejointe 
chez ces derniers qu‟à J8. La recolonisation hématopoïétique était également plus rapide chez les mutants. 
La QRT-PCR a montré en particulier une expression plus élevée d‟OPN et de VEGF-A dans les os ablatés 
de souris BSP-/-, suggérant l‟intervention de l‟un ou de ces deux facteurs dans la stimulation de 
l‟angiogenèse. 
En conclusion, la BSP est un facteur clé dans le développement osseux, dont l‟absence affecte l‟interaction 
entre l‟ostéogenèse, l‟angiogenèse et l‟hématopoïèse. L‟effet anabolique de la PTH nécessite, au moins 
dans le modèle d‟injection sur les calvaria, la coexpression de l‟OPN et la BSP. Ces résultats suggèrent que 
l‟OPN compense fonctionnellement l‟absence de BSP en réponse à ce défi hormonal. Un tel effet de 
« vicariance » contribue au phénotype des souris BSP-/-, et nos travaux constituent donc un début d‟analyse 
des interactions fonctionnelles existant entre ces deux protéines. 
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