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FAM20A DANS LA BIOMINERALISATION PHYSIOLOGIQUE ET ECTOPIQUE 

 

Le syndrome rénal de l'émail (ERS) est un trouble récessif rare causé par des mutations de perte 

de fonction dans FAM20A (famille avec similarité de séquence 20 membres A, OMIM 

611062). L'ERS est caractérisé par une hypoplasie de l’émail, une gencive hyperplasique avec 

des calcifications ectopiques (rénales, pulmonaires, gingivales) et un arrêt de l‘éruption 

dentaire. Le phénotypage complet nous a permis de confirmer un phénotype bucco-dentaire 

assez spécifique caractérisé par une amélogenèse imparfaite généralement sévère, affectant à la 

fois la denture temporaire et permanente, des anomalies d’éruption dentaire, des hyperplasies 

gingivales de sévérité variable et des calcification ectopiques au niveau gingival mais aussi 

pulpaire. La présence des minéralisations ectopiques dans des zones telles que les foramens de 

conjugaison des vertèbres ont été également identifie. Les analyses histopathologiques de la 

gencive démontrent une couche papillaire élargie associée à une angiogenèse aberrante et une 

lamina propia présentant des changements significatifs dans la composition de matrice 

extracellulaire, y compris une perturbation du réseau de fibres de collagène I. Les analyses 

d’inmunomorphologie et analyses ultrastructural de calcification du tissu conjonctif de la 

gencive des patients ERS ont indiqué que le processus de calcification était associé à une 

dégénérescence épithéliale et à la transformation des fibroblastes gingivaux en cellules de type 

chondro/ostéoblastique. Les cultures de fibroblastes gingivaux mutants ont tendance à se 

calcifier et à exprimer de manière anormale des marqueurs ostéoblastique. L’étude de 

l’amélogénèse dans la lignée de souris FAM20A KI (modèle physiopathologique ERS) 

démontre que l’absence de Fam20A provoque la perte d’orientation des améloblastes de sorte 

que la matrice d’émail ne puisse pas se déposer de façon organisée. Cette observation est en 

accord avec les modifications de la morphologie de l’émail. L’ensemble de ces résultats 

révèlent un rôle potentiel de FAM20A dans la prévention de la calcification aberrante des tissus 

oraux et extra-oraux et mettent en évidence des aspects de la pathogenèse de l’ERS. 

 

Mots clés 

Fam20A, syndrome Email-Rein, calcification, gencive, fibroblaste, ostéoblaste, mort cellulaire 
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FAM20A IN PHYSIOLOGICAL AND ECTOPIC BIOMINERALIZATION 

 

Renal enamel syndrome (ERS) is a rare recessive disorder caused by loss-of-function mutations 

in FAM20A (20-member sequence similarity family A, OMIM 611062). ERS is characterized 

by hypoplastic enamel, hyperplastic gingiva with ectopic calcifications (renal, pulmonary, 

gingival), and delayed or failed tooth eruption. The complete phenotyping allowed us to 

confirm a fairly specific oral phenotype characterized by generally severe amelogenesis 

imperfecta, affecting both temporary and permanent dentition, dental eruption anomalies, 

gingival hyperplasia of varying severity and ectopic calcification at the gingival level but also 

pulp. The presence of ectopic mineralization in areas such as the conjugation foramina of the 

vertebrae has also been identified. Histopathologic analysis of the gingiva shows an enlarged 

papillary layer associated with aberrant angiogenesis and a lamina propia displaying significant 

changes in its extracellular matrix composition, including disruption of the collagen I fiber 

network. Ectopic calcifications are found throughout the connective gingival tissue. 

Immunomorphological and ultrastructural analyses indicate that the calcification process is 

associated with epithelial degeneration and transformation of the gingival fibroblasts to 

osteoblastic-like cells. Mutant gingival fibroblasts cultures are prone to calcify and abnormally 

express osteoblastic marker. The study of amelogenesis in the FAM20A KI mouse line 

(physiopathological model ERS) demonstrates that the absence of Fam20A causes the loss of 

orientation of the ameloblasts so that the enamel matrix cannot be deposited in an organized 

manner. This observation is in agreement with the changes in the morphology of the enamel. 

Taken together, these results reveal a potential role for FAM20A in preventing aberrant 

calcification of oral and extraoral tissues and highlight aspects of the pathogenesis of ERS. 

 

Keywords 

Fam20A, enamel renal syndrome, calcification, Gingiva, fibroblast, osteoblast, Cell Death 
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Liste des principales abréviations 

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique  
AI : Amélogenèse Imparfaite  
AIGF : Amelogenesis Imperfecta Associated with Gingival Fibromatosis  
ALP : Phosphatase Alcaline  
AM : Améloblastes  
AMBN : Améloblastine  
AMEL : Amélogénine  
ARN : Acide Ribo Nucléique  
BGN : Biglican  
Ca : Calcium  
DRX : Diffractions aux Rayons X  
EMP : Protéine de la matrice amélaire  
ENAM : Enaméline  
ERS : Enamel Renal Sydrome  
FAM20 : FAMily with sequence similarity 20  
FG : Fibroblaste gingival  
FRX : Fluorescence aux Rayons X  
GAG : Glycosaminoglycanes  
HA : Hydroxyapatite  
IHC : Immunohistochimie   
K14 : Kératine 14 
K19 : Kératine 19 
LUM : Lumican  
MEB : Microscopie Electronique à Balayage  
MEC : Matrice Extra Cellulaire  
MET : : Microscopie Electronique à Transmission  
NC : Nephrocalcinosis  
OC : Ostéocalcine  
OD : Odontoblastes  
OSP : Ostéopontine 
P : Phosphorus 
PECAM : Platelet ndothelial cell adhesion molecule 
POP : Pyrophosphate inorganique 
RX : Rayons X  
SCPP : Secretory Calcium Binding PhosphoProtein  
Ser : Serine  
SIBLINGS : Small Integrin Binding Ligand N linked Glycoprotein  
SVF : Serum de veau foetal 
TRAP : Tyrosine Rich Amelogenin Peptide  

      UPR: Unfolded Protein Response 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VM : Vésicules Matricielles 
WT : Wild type  
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CHAPITRE I : SYNTHESE DE LA LITTERATURE 

 

1. Le minéral : l’apatite biologique ou bioapatite  

 

Le minéral est un solide de nature homogène, caractérisé par une structure atomique et une 

composition chimique précise. L’apatite, un des phosphates de calcium parmi les plus stables 

et les plus faciles à former, est définie comme un minéral ubiquitaire d’un intérêt particulier 

dans de nombreux domaines scientifiques (y compris la chimie, la géologie, la biologie, la 

médecine et l’odontologie) (Elliott, 2013; LeGeros et al., 1969). L’apatite est le composant 

inorganique le plus important au sein de tissus minéralisés. Elle est présente dans les os, les 

dents et les tendons des mammifères ; mais également dans certains crustacés, poissons et les 

bois de cerf. Parmi les différentes apatites, l’hydroxyapatite, communément appelée « apatite 

biologique » ou « bioapatite » (BAP), est à la base de toutes les formes biologiques d’apatite 

(Figure 1).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. Aspect microscopique de l’hydroxyapatite. (Cours P2, A. BERDAL) 
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1.1 Structure cristalline, ionique et chimique 

  

L'hydroxyapatite présente deux phases dans le cristal, la phase hexagonale et la phase 

monoclinique. Ces deux phases présentent un comportement parallèle mais le système 

hexagonal est le modèle dit « parfait » de l'hydroxyapatite. Sa structure cristalline est 

caractérisée par 44 atomes dans une cellule unitaire, contenant des groupes phosphate 

tétraédriques, des groupes hydroxyles et des ions calcium. Il existe deux types d’ions calcium 

dans les cellules, appelés Ca (I) et Ca (II). Ca (I) est disposé en une seule colonne d’atomes 

parallèles à l’axe c et est entouré de tétraèdres phosphates, tandis que les ions Ca (II) forment 

une colonne hexagonale avec un groupe hydroxyle au centre. Les paramètres 

cristallographiques de cette maille unitaire hexagonale sont : a = b ≠ c; α = β = 90° et γ = 120° 

(Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 
 

Figure 2. Structure cristalline de l’hydroxyapatite. Image reproduite d’après (Wang et al., 

2018) 

 

L'hydroxyapatite [Ca10(PO4)6(OH)2] est formée principalement par les ions calcium et 

phosphate. Elle est généralement considérée comme un composé modèle pour la 

biominéralisation, bien que cette formule chimique idéale n’ait jamais été trouvée. Plusieurs 

modèles ont été proposés, et l’un des modèles les plus pertinents pour les minéraux osseux a 

été établi dans les années 80 (Montel et al., 1981). Il a été signalé que le remplacement du PO4
3- 

par une substance divalente (telle que HPO4
2- ou CO3

2-) peut être compensé par la formation de 

lacunes cationiques et anioniques au site OH-. D'autres substituants peuvent également entrer 
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dans le réseau apatitique, tels que des cations trivalents ou monovalents (en particulier Na+) au 

lieu de Ca2+, des ions tétravalents remplaçant PO4
3- ; mais aussi plusieurs mécanismes de 

compensation de charge (Elliott, 2013). Cependant, puisque la quantité de ces ions étrangers 

est faible, cette possibilité semble avoir peu d’effet sur la formule chimique de l’apatite dans le 

tissu calcifié. Par conséquent, dans le cas de tissus minéralisés biologiques, le terme d’apatite 

carbonate est souvent évoqué lorsque l’on parle d’hydroxyapatite. 

 

La composition chimique des minéraux varie selon l’espèce, l’âge, mais également 

l’emplacement du tissu minéralisé pris en considération. La composition du minéral dépend de 

l’activité métabolique de l’individu, qui elle-même répond parfois à des exigences de 

l’environnement local comme les contraintes mécaniques, par exemple. Malgré cela, la 

composition chimique moyenne obtenue par analyse chimique de base peut être donnée. Le 

Tableau 1 résume trois types de tissus minéralisés humains (l’os, la dentine et l’émail) et d’une 

apatite stœchiométrique	de	synthèse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

Tableau 1. Compositions chimiques moyennes en pourcentage massique des tissus 

calcifiés humains adultes. Tableau reproduit d’après Dorozhkin (Dorozhkin, 2009).   
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2. La Biominéralisation   

 

2.1 Généralités  

 

La biominéralisation est le processus par lequel les organismes vivants produisent des 

minéraux. L’étude des biominéraux repose sur la compréhension de la structure, c’est-à-dire de 

la phase minérale, et des macromolécules qui forment la charpente des minéraux, 

particulièrement la phase intermédiaire qui relie les deux (Bäuerlein, 2007; Weiner & Dove, 

2003). La grande majorité des dépositions du minéral (ou calcification normale) et pathologique 

(déposition de minéral sur les tissus mous) sont composées de phosphate de calcium, 

principalement de structure apatitique. Les nanocristaux d’apatite présentent de multiples 

substitutions et lacunes qui peuvent entraîner une déviation du rapport molaire Ca / P par 

rapport à la stœchiométrie de l’hydroxyapatite. Les impuretés de la bioapatite, dans l’os et les 

dents par exemple, peuvent introduire une forte contrainte dans la structure cristalline, réduisant 

ainsi sa stabilité et sa réactivité (Pasteris et al., 2008). 

 

Il existe trois théories sur la manière dont les matériaux inorganiques sont déposés (Figure 

3). La plus ancienne a été développée par Volmer en 1926 pour décrire la relation entre la 

sursaturation, la tension interfaciale et le taux de nucléation pendant la transition gaz-liquide. 

Postérieurement, elle a été adoptée pour décrire la nucléation cristalline. Il s’agit de la théorie 

classique de la nucléation, qui décrit comment former et contrôler des composants d’ordre 

supérieur grâce à des paramètres cinétiques et thermodynamiques. L'une des hypothèses les 

plus importantes de cette théorie est que la nucléation est un événement en une étape pour tous 

les paramètres d'ordre. C’est-à-dire, les ions individuels se combinent, forment un amas 

ordonné, puis un réseau cristallin ordonné (Kalikmanov, 2013; Ruckenstein & Djikaev, 2005).  

 

La présence d’amas stables de pré-nucléation, ainsi que des phases précurseurs amorphes 

liquides et solides denses, indiquent que des voies de nucléation non classique peuvent se 

produire dans la biominéralisation. Ce second modèle, ou théorie de nucléation non classique, 

implique la croissance cristalline par coalescence, agrégation ou fixation de (nano) particules 

(amorphes ou cristallines). Cette façon de continuer à croître ne rentre pas dans le concept 

« classique » de la croissance cristalline d’incorporation de monomères par monomères 

(Rodríguez-Navarro et al., 2016; Zhang, 2017). La troisième théorie, nommée cristallisation de 

l’attachement de particules (CPA), est par définition une combinaison des théories classiques 
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et non classiques. Dans la CPA, des phases minérales amorphes ou cristallines se forment lors 

de l’interaction avec des amas d’ions, des gels et des phases liquides, ce qui conduit finalement 

à des combinaisons cristallines plus importantes. Les cristaux formés par la CPA peuvent 

présenter une répartition hétérogène des éléments qui composent les cristaux. On s’attend à ce 

que la stabilité, le comportement mécanique, l’activité catalytique et les propriétés optiques des 

nanomatériaux dépendent strictement de ces caractéristiques (Yoreo et al., 2015).                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Théories sur la formation de biominéral. (A) Théorie classique de la nucléation. 

(B) Théorie non classique de la nucléation. (C) Théorie de l’attachement de particules. PNC 

= grappes de pré-nucléation (Evans, 2019). 
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2.1.1 Biominéralisation extracellulaire 

 

Depuis longtemps, le processus de minéralisation de la matrice extracellulaire (MEC) dans 

le squelette des vertébrés a été considéré comme un processus passif. Cependant, la découverte 

des voies génétiques et les interactions des molécules extracellulaires organiques qui régulent 

l’homéostasie du calcium (Ca2+) et du phosphate inorganique (Pi), démontrent que la 

biominéralisation est un phénomène très actif. La compréhension de la manière dont les 

minéraux se sont déposés dans la MEC des tissus qui minéralisent mais aussi au sein des tissus 

mous, qui normalement ne minéralisent pas, fait l’objet de la recherche actuelle. Les tissus 

minéralisés (tels que les dents) et les tissus non-minéralisés (tels que la gencive et les tissus 

rénaux) sont immergés dans une MEC. Des protéines présentes dans cette matrice contrôlent la 

concentration des Ca2+et du Pi qui sont produits par différents types cellulaires. Dans l’os, la 

déposition du minéral est orientée via les ostéoblastes et dans les tissus dentaires via les 

améloblastes (émail), les cémentoblastes (cément) et les odontoblastes (dentine) (Murshed, 

2018; Sharma et al., 2020).   

 

Le processus qui conduit à la formation de cristaux d’hydroxyapatite dans les tissus durs, à 

l’exception de l’émail, fait intervenir des vésicules extracellulaires (nommées vésicules 

matricielles). Le même type de vésicules est également impliqué dans la minéralisation 

pathologique des tissus non-squelettiques. En résumé, les principales étapes de 

biominéralisation comprennent : 1) la création et la délimitation d’un espace où la nucléation 

peut se produire ; 2) la formation de la matrice ; 3) la sursaturation de la concentration d’ions ; 

4) le contrôle de la nucléation des biominéraux et 5) la cessation de la formation biominérale 

(Lowenstam & Weiner, 1989).  

 

2.1.2 Vésicules matricielles  

 

Les vésicules matricielles (MV) sont de petits corps sphériques extracellulaires issus de la 

membrane plasmique, dont le diamètre varie de 100 à 300 nm. Les VM sont aussi caractérisés 

par leur capacité de lier le collagène in vitro et de former de l’apatite rapidement (1-3 h) dans 

un milieu contenant 2 mM de Ca2+ et 1-2 mM de Pi. Les VM contiennent généralement des 

protéines et des lipides connus pour chélater le Ca2+et du Pi (Anderson, 2003). Ces vésicules 

sont libérées par les chondrocytes hypertrophiques et par les ostéoblastes matures, deux types 

cellulaires participant à l’ossification endochondrale et membraneuse (Boyan et al., 1990; 
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Bottini et al., 2018). Des VM ont également été signalées dans la minéralisation de la dentine 

au cours de la dentinogenèse. En plus de la libération de VM par les odontoblastes, les VM 

peuvent aussi être impliquées dans la minéralisation de l’os alvéolaire et du cément cellulaire 

(Goldberg et al., 2011; Chaudhary et al., 2016; Takano et al., 2000).   

  

Le processus qui aboutit à la formation des VM fait toujours l’objet d’un débat. Malgré cette 

discussion, il y a des théories qui ont été proposées pour expliquer la formation des VM. L’une 

des théories est que les VM bourgeonnent à partir de la membrane plasmique. En effet, des VM 

ont été observées par microscopie électronique à transmission (MET) à la membrane plasmique 

des chondrocytes hypertrophiques (Anderson et al., 2005; Balmain, Hotton, et al., 1989; 

Haimov et al., 2020; Pavlov et al., 2003). En plus des chondrocytes, ces « bourgeonnements » 

ont lieu du côté apical des membranes cellulaires externes des ostéoblastes et des odontoblastes 

(Bottini et al., 2018; Sasaki & Garant, 1996; Mesgouez et al., 2006). Une autre hypothèse pour 

la formation des VM suggère que les vésicules sont assemblées en raison du réarrangement de 

la membrane cellulaire apoptotique (Kardos & Hubbard, 1982; Kirsch et al., 2003). Néanmoins, 

les VM et les membranes cellulaires apoptotiques montrent des différences dans la structure et 

la composition. Les VM ont une plus petite taille que les corps apoptotiques (500-1000 nm). 

De plus, les VM contiennent de la phosphatase alcaline et des annexines, qui participent dans 

le transport d’ions. En revanche, les corps apoptotiques, ne contiennent pas ou ne contiennent 

que certains de ces composants. Ce qui suggère que les mécanismes d’accumulation des ions 

minéraux sont différents (Kirsch et al., 2003). 

 

Actuellement, il est considéré que la formation des premiers cristaux d’hydroxyapatite par 

l’intermédiaire des VM dépend des certaines voies biochimiques (Bottini et al., 2018). 

L’accumulation de Pi est produite par l’action régulatrice de trois phosphatases. L’une est la 

phosphatase orpheline 1 (PHOSPHO1), qui à l’intérieur des VM, libère du Pi à partir de la 

phosphocholine (PC), elle-même dérivée de la sphingomyéline (SM) par l’intermédiaire de la 

sphingomyéline phosphodiestérase 3 (SMPD3). À l’extérieur des VM, l’incorporation de Pi est 

facilitée par l'ectonucléotide pyrophosphatase / phosphodiestérase 1 (ENPP1 ou NPP1) et la 

phosphatase alcaline non spécifique tissulaire (TNAP). L’ENPP1 produit du pyrophosphate 

inorganique (PPi) ainsi que du Pi par hydrolyse enzymatique à partir d'adénosine 5'-

triphosphate (ATP). Le TNAP hydrolyse l’ATP et le PPi pour produire du Pi. L’incorporation 

du Pi dans les VM est assurée par le transporteur de phosphate 1 (PiT-1). En revanche, le flux 

du Ca2+ dans la lumière des VM est accompagné par des protéines de liaisons au Ca2+, en 



 

 17 

particulier les annexines (I, II, V, VI, VII) et la calbindine-D (28K) (Roy E. Wuthier & 

Lipscomb, 2011; Balmain, Berdal, et al., 1989). Les annexines, localisées à l’intérieur ou dans 

la membrane, peuvent établir des liaisons avec des phospholipides acides dont la 

phosphatidylsérine (PS) (R. E. Wuthier & Eanes, 1975; Taylor et al., 1998). Celle-ci favorise 

la formation des canaux ioniques transmembranaires dans les VM. Les inhibiteurs de ces 

canaux (K201, par exemple) vont diminuer le potentiel minéralisant des VM (N. X. Chen et al., 

2008). Il a été démontré que les annexines et la TNAP peuvent se lier au collagène (Bolean et 

al., 2017, 2020; N. X. Chen et al., 2008; Kirsch & Pfäffle, 1992) et participeraient à l’alignement 

des VM le long des fibres de collagène. Des inhibiteurs de la formation de l’hydroxyapatite 

dont l’ostéopontine (OPN) et la fétuine A (Bailey et al., 2017; Paul A. Price et al., 2009) 

contrôlent la minéralisation de la MEC (Figure 4).  

 

 

Figure 4. Représentation schématique de la participation des VM dans la minéralisation 

squelettique, dentaire et vasculaire (Bottini et al., 2018). 
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2.1.3 Minéralisation ectopique 

 

La minéralisation ectopique est définie comme la déposition inappropriée du minéral dans 

les tissus non-squelettiques. Cette minéralisation est généralement caractérisée par le dépôt de 

calcium et phosphate inorganique, y compris l’hydroxyapatite. Selon les tissus affectés, ces 

processus pathologiques peuvent conduire à une morbidité importante (Q. Li & Uitto, 2013). Il 

existe deux voies distinctes des minéralisations ectopiques dans la MEC : 1) systémique ; 

calcification métastatique dépendant des taux élevés de Ca2+ et/ou Pi, et 2) locale ; calcification 

dystrophique tissulaire, conséquence d’une agression sous homéostasie normale du Ca2+ et Pi 

(Q. Li et al., 2014). Pour les désordres systémiques, lorsque les taux sériques anormaux 

reviennent à la normale, les lésions peuvent disparaître. La calcification métastatique se produit 

souvent au voisinage de l’articulation. Elle est fréquemment associée à l’insuffisance rénale 

chronique mais aussi à l'hypervitaminose D, l'hyperparathyroïdie et la sarcoïdose (Cirillo et al., 

2016; Nigwekar et al., 2015; Sun et al., 2017; Toriu et al., 2019). Pour la calcification 

dystrophique, le dommage tissulaire peut avoir des origines diverses, telles que l’inflammation, 

les granulomes, les néoplasmes bénins ou les maladies immunitaires (sclérose systémique, 

lupus érythémateux ou dermatomyosite) (Jiménez-Gallo et al., 2015; Lee et al., 2018).  

 

La minéralisation ectopique peut accompagner des maladies monogéniques (Q. Li et al., 

2014; Q. Li & Uitto, 2012) mais les mécanismes pathologiques sous-jacents sont mal connus.     

 

Les mécanismes impliqués dans la régulation de la minéralisation ectopique sont complexes 

et nécessitent des facteurs métaboliques, environnementaux mais aussi l’action coordonnée des 

précurseurs et inhibiteurs de la minéralisation. Le processus de minéralisation est inhibé par 

diverses molécules : OPN, MGP, PPi, ostéoprotégérine ou même la fétuine A (Cai et al., 2015; 

McKee & Nanci, 1996; Morena et al., 2015; Orriss et al., 2016; Schurgers et al., 2008). Il est 

possible que les mécanismes inclus dans la minéralisation pathologique soient identiques ou 

similaires au processus de minéralisation physiologique. D’où, plusieurs hypothèses 

mécanistiques ont été proposées : 1) initiation des minéralisations ectopiques à partir des VM 

(Golub, 2011; Kapustin et al., 2015; Reynolds, 2004); 2) dérégulation du Ca2+/ Pi dans la 

MEC (Golub, 2011; Shanahan et al., 2011); 3) mort cellulaire programmée (apoptose) (Kirsch, 

2008) et 4) espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Khan, 2014).  
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2.2. Biominéralisation osseuse 

 

2.2.1 Les cellules 

 

2.2.1.1 Ostéoblastes 

 

Les ostéoblastes sont dérivés de la différenciation des cellules précurseurs 

mésenchymateuses, provenant principalement de la moelle osseuse, du périoste et des péricytes. 

La différenciation des cellules mésenchymateuses est contrôlée par de nombreux facteurs donc 

des hormones, des facteurs de croissance, la MEC et des facteurs de transcription (Figure 5). 

Parmi les principaux facteurs impliqués dans la différenciation des ostéoblastes on trouve 

Osterix, Msx2, Runx2, Dlx5 (Franceschi et al., 2007; Nahian & Davis, 2020; Włodarski, 1990).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Contrôle des cellules mésenchymateuses (Harada & Rodan, 2003). 

 

La différenciation ostéoblastique a été étudiée sur des cellules souches mésenchymateuses, 

cultivées dans des conditions dites « ostéogéniques » (Nefussi et al., 1997; Isaac et al., 2011; 

Ferré et al., 2014; Taïhi et al., 2016). Pendant la prolifération de ces cellules, des évènements 

cellulaires, moléculaires, ainsi que l’expression des marqueurs osseux, ont été identifiés 
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(Figure 6). Ces évènements peuvent être résumés en : recrutement / prolifération cellulaire ; 

synthèse/maturation de la MEC et, la minéralisation de la MEC.   

 

La première étape de la différenciation ostéoblastique comprend une activité mitotique 

importante. Pour cette raison, les gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire sont 

fortement exprimés. Des marqueurs comme RP59, Runx2, le collagène de type I, la Périostine 

(POSTN), Osterix, ont été identifiés dans l’induction de la différenciation ostéoblastique (T. 

Wurtz et al., 2001; Tilmann Wurtz & Berdal, 2003)(Horiuchi et al., 1999; Pavlin et al., 2001; 

Wu et al., 2016). Au cours de la phase de maturation de la MEC, il y aura l’expression de 

marqueurs ostéoblastiques associés à la production de la MEC telle que TNALP ou le collagène 

de type I dont l’expression persiste. Finalement, les ostéoblastes différenciés vont exprimer des 

marqueurs tardifs de la différenciation comme l’ostéopontine (OPN) et la sialoprotéine osseuse 

(BSP) (Stein et al., 2004).    

 

Les ostéoblastes jouent un rôle central dans la synthèse, la minéralisation de la MEC et le 

maintien de l’architecture squelettique (X. Chen et al., 2018; Nakahama, 2010). Ces fonctions, 

se font de deux manières : 1) directe, en assurant le dépôt de la matrice osseuse et régulant la 

différenciation et l’activité des ostéoclastes (cellules impliquées dans la résorption osseuse) et 

2) indirecte, par leur capacité à réguler les ostéoclastes, les ostéoblastes peuvent avoir un impact 

sur l’homéostasie calcique.                         

  

 

Figure 6. Marqueurs dans la différenciation ostéoblastique (Tang et al., 2018). 
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2.2.1.2 Ostéocytes 
 

Les ostéocytes sont considérés comme des cellules à différenciation terminale de la lignée 

des ostéoblastes. Initialement, l’ostéocyte est un ostéoblaste résidant dans la matrice ostéoïde, 

cette cellule « enfermée » est communément appelée ostéocyte immature. Lorsque cette matrice 

ostéoïde devient minéralisée, l’ostéocyte est considéré mature. Le processus d’enrobage dans 

une lacune osseuse, entraîne un syncytium d’ostéocytes, qui facilite l’apport des nutriments et 

d’oxygène dans les ostéocytes (Tresguerres et al., 2020). 

 

Les ostéocytes sont des cellules mécano-sensibles, capables d’impacter l’homéostasie entre 

la formation et la résorption osseuse. La stimulation mécanique des ostéocytes déclenche des 

molécules de signalisation telles que les protéines morphogénétiques osseuses (BMP), l'oxyde 

nitrique (NO), la prostaglandine E2 (PGE2) ou encore les Wnts (Robling & Bonewald, 2020). 

Ces stimuli vont entraîner une augmentation ou une diminution de la formation osseuse. Même 

si l’identité d’un système mécano-sensoriel dans les ostéocytes n’est pas encore connue, des 

intégrines (intégrine β1, β3) et les canaux ioniques (Trpv4) ont été considérés comme de 

potentiels candidats (Geoghegan et al., 2019; Moore et al., 2018).   

 

Les ostéocytes ont la capacité de participer au remodelage de la matrice. Cette fonction est 

aboutie en modulant l’élimination et le remplacement de leur matrice péri-lacunaire et péri-

caniculaire (Qing et al., 2012). D’autre part, les ostéocytes peuvent également coordonner 

l’activité des ostéoclastes. Cette fonction est orchestrée par le mécanisme RANKL/OPG car les 

ostéocytes sont une source importante de RANKL et d’OPG. De ce fait, les ostéocytes agissent 

sur l’ostéoclastogenèse en augmentant l’expression ou la disponibilité de RANKL et en 

diminuant l’expression ou la disponibilité d’OPG. Ou à l’inverse, le rapport RANKL/OPG peut 

être inversé pour réduire l'activité de résorption (Sojod et al., 2017). Les ostéocytes pourraient 

moduler également les ostéoblastes par la production de facteurs stimulants et inhibiteurs. Pour 

les facteurs stimulants, les ostéocytes sont une source de nucléotides (ATP), lipides participant 

à la signalisation (PGE2), radicaux libres (NO) et des facteurs de croissance (IGF-1) qui ont 

des effets sur l’ostéoclastogenèse et la formation de la matrice. Parallèlement, les ostéocytes 

contrôlent la sécrétion de la sclérostine et Dkk1, deux puissants antagonistes de l’activité Wnt 

dans les ostéoblastes (Yan et al., 2020).                      
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2.2.1.3 Ostéoclastes 
 

Les ostéoclastes sont des cellules de résorption osseuse d’origine hématopoïétique. La 

résorption osseuse ostéoclastique intervient lors du modelage et du remodelage de l’os, la 

dentine et d’autres tissus minéralisés (Charles & Aliprantis, 2014; Berdal et al., 2011). Le 

déséquilibre de l’activité des ostéoclastes engendrerait une résorption osseuse et une ostéopénie 

accrues, en cas d’activité ostéoclastique excessive ou une ostéopétrose en cas d’ activité réduite 

(Kadlub et al., 2018).  

 

2.2.2 Molécules de la MEC 

 

La MEC, un réseau composée par des macromolécules (collagènes, protéoglycanes, 

glycosaminoglycanes, fibronectine, périostine et d’autres glycoprotéines) ainsi que d’un certain 

nombre de protéines non collagéniques (PNC), participe à la détermination structurelle et 

l’orientation finale des cristaux (Theocharis et al., 2016). Les PNC, grâce à leurs domaines 

d’acides aminés chargés, attirent le Ca2+ et du Pi. Certaines de ces protéines favorisent la 

formation des cristaux d’hydroxyapatite et d’autres ont la capacité d’inhiber cette formation 

(Tavafoghi & Cerruti, 2016). Néanmoins, le rôle de certaines macromolécules et des PNC n’est 

pas complètement élucidé dans la minéralisation physiologique et pathologique.  

 

2.2.2.1 Le collagène  

 

Le collagène est l’une des protéines les plus abondantes dans la nature. Dans les tissus 

minéralisés, le collagène de type I possède un rôle essentiel dans la formation osseuse chez les 

vertébrés. Le collagène de type 1 est composé de trimère de chaine alpha 1 et alpha 2 du 

collagène de type I (COL1A1 et COL1A2). La formation d’une triple hélice de collagène (deux 

chaînes α1 et une chaîne α2) va être disposée axialement pour former les fibrilles de collagène 

et ensuite les rassembler pour former les fibres de collagène. Des observations par MET ont 

montré que la déposition des cristaux minéraux dans les fibrilles de collagène est initiée dans 

l’espace intra-fibrillaire et l’espace inter-fibrillaire (Sheldon et Robinson 1957). Les acides 

aminés présents dans les chaînes latérales de ces espaces peuvent contrôler ce processus. Il a 

été proposé que la minéralisation de la MEC commencerait dans les lacunes nanométriques 

disposées dans une fibrille et entre les fibrilles. Dans ces compartiments, les ions Ca2+ et Pi 

peuvent entrer, tandis que les protéines de grande taille, inhibitrices de la formation et la 
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croissance des cristaux à l’intérieur de l’échafaudage ne peuvent pas y entrer. Des résultats 

obtenus par diffraction des rayons X et diffraction électronique indiquent l’orientation des 

cristaux d’hydroxyapatite sur l’axe longitudinal des fibrilles de collagène. Dans un deuxième 

temps, viendra la transformation du phosphate de calcium amorphe en apatite cristalline 

(Figure 7). L’ensemble de ce processus appelé nucléation hétérogène est régulé aussi par 

d’autres protéines non collagéniques, particulièrement les SIBLING. Il est bien clair que les 

SIBLING sont des protéines multifonctionnelles participant à la signalisation et régulation de 

la minéralisation. 

 

 

 

 

Figure 7. Disposition des cristaux minéraux dans la matrice de collagène pendant la 

minéralisation (Ehrlich, 2010). 

 

 

2.2.2.2 Les protéoglycanes 

 

Les protéoglycanes (PG) sont des macromolécules essentielles dans l’organisation de la 

MEC. Ils ont été récemment classés en protéoglycanes intracellulaires, des surfaces cellulaires, 

péricellulaires et extracellulaires (Iozzo & Schaefer, 2015). Ils ont des formes et des fonctions 

distinctives, par exemple, les PG qui se lient à la membrane lipidique, peuvent interagir avec 

les récepteurs et protéines de la MEC pour déclencher des réponses à divers processus 

biologiques. Les PG de la membrane lipidique sont fréquemment associés à l’adhésion et à la 

migration des cellules en faisant que leurs domaines intracellulaires agissent comme des sites 
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d’ancrage pour les kinases et d’autres protéines du cytosquelette (Turley, 1984). Les PG ont 

comme particularité la fixation de chaînes polysaccharidiques appelées glycosaminoglycanes 

(GAG). Les GAG, hautement sulfatés et/ou carboxylés par le fait de sulfotransférases lors de 

la biosynthèse, sont des molécules chargées négativement capables d’attirer des ions chargés 

positivement, comme le calcium. Les chaînes de GAG peuvent favoriser également la liaison 

de facteurs morphogéniques, tels que les protéines Hedgehog (HG), les protéines 

morphogéniques osseuses (BMP) et plusieurs autres. Par conséquent, elles favorisent ou 

inhibent avec leurs récepteurs respectifs, des facteurs essentiels dans l’embryogenèse et la 

régénération tissulaire.   

 

Des PG extracellulaires, caractérisés structurellement par de multiples répétitions riches en 

leucine (ou SLRP), sont connus pour être présents dans l’os et les tissus dentaires dont la dentine 

(Listik et al., 2019). Ils sont constitués de protéines de noyau (~ 40 kDa) auxquelles une ou 

deux chaînes de chondroïtine ou de dermatane sulfate ou encore plusieurs chaînes de kératane 

sulfate sont liées. Les protéines de base contiennent de nombreuses répétitions riches en leucine 

(LRR). Parmi ces PG, la décorine, le biglycane, la fibromoduline ou encore le lumican, régulent 

la fibrillogenèse du collagène (Douglas et al., 2006; Kalamajski & Oldberg, 2010). Le 

Biglycane et l’aggrécan (PG lié à l’acide hyaluronique) sont deux des principaux 

protéoglycanes synthétisés dans le cartilage où ils fournissent la résistance et la dureté  (Halper, 

2014; Roughley & Lee, 1994; Sivan et al., 2014).      

 

2.2.2.3 Les protéines GLA  

 

La vitamine K est une coenzyme de la glutamate carboxylase, impliquée dans la conversion 

du glutamate en γ-carboxyglutamique (Gla). Les résidus Gla sont connus pour attirer le Ca2+ et 

être capables d’incorporer ces ions dans les cristaux d’hydroxyapatite (P. A. Price & 

Williamson, 1985). La Bone Gla (BGP ou ostéocalcine) et la matrix Gla (MGP) sont deux 

protéines Gla associées au tissu osseux et à la dentine (Hauschka et al., 1989; Paul A. Price, 

1989). La BGP est principalement synthétisée par les ostéoblastes mais les odontoblastes, les 

cémentoblastes et les chondrocytes hypertrophiques en produisent également de petites 

quantités (Zoch et al., 2016). Actuellement, la BGP ou ostéocalcine est considérée comme un 

marqueur tardif de la différentiation ostéoblastique (Ching et al., 2016; Hattar et al., 2005).  
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Cinq résidus de glutamate dans la MGP subissent une γ-carboxylation et dans l’extrémité N 

terminale, trois résidus sérines sont phosphorylés par des kinases encore inconnues. Il est 

possible que ces modifications post-traductionnelles facilitent l’interaction de la MGP avec des 

cristaux d’hydroxyapatite et servent pour les fonctions anti-minéralisantes de la MGP 

(O’Young et al., 2011). La MGP est secrétée et localisée dans la matrice extracellulaire des 

chondrocytes. Il a été également signalé que la MGP est fortement exprimée dans les cellules 

endothéliales. Puisque l’endothélium est en contact direct avec le sang, la MGP peut se 

retrouver dans la circulation et agir comment un inhibiteur de la minéralisation (Gheorghe & 

Crăciun, 2016).  
 

 

2.2.2.4 Périostine 

 

La périostine, initialement connue comme le facteur spécifique des ostéoblastes (Osf-2), est 

une protéine matricellulaire retrouvée initialement dans le périoste et le ligament parodontal 

(Horiuchi et al., 1999). Cette protéine est constituée d’un peptide signal de sécrétion, suivi d'un 

domaine EMI amino-terminal riche en cystéine, de quatre domaines FAS 1 internes et d'un 

domaine carboxyl-terminal. Elle agit comme un échafaudage pour l’assemblage de protéines 

de la MEC dont le collagène de type I, fibronectine, ténascine-C et laminine γ2. Le domaine 

EMI de la périostine facilite l’interaction à la fibronectine (Kii et al., 2010, 2016)(Figure 8). 

Des variantes d’épissage de la fibronectine entraînent une minéralisation accrue et une 

différenciation des ostéoblastes (Sens et al., 2017). La périostine interagit également avec le 

collagène type I, mais le site d’interaction n’est pas connu. Puisque la périostine interagit avec 

la ténascine C et la fibronectine, qui possède plusieurs sites de liaison au collagène, la périostine 

semble jouer un rôle dans la fibrillogenèse du collagène grâce à un travail en maille (Norris et 

al., 2007; Kudo & Kii, 2018) (Figure 9). 
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Figure 8. Interaction de la périostine avec des autres protéines extracellulaires. CTD : 

domaine carboxyl-terminal; HBD: domaine de liaison à l'héparine (Kudo & Kii, 2018). 

 

De plus, la périostine favorise l’adhésion, la migration et la différenciation cellulaire. Ces 

fonctions impliquent la liaison de la périostine à des intégrines comme αvβ3 et αvβ5 (Gillan et 

al., 2002; G. Li et al., 2010). L’interaction de la périostine avec αvβ3 favorise la sécrétion du 

TGFβ, ce qui entraîne une rétroaction positive capable de stimuler la prolifération des 

fibroblastes (Yoshihara et al., 2020). Par ailleurs, la périostine régule positivement la 

différenciation et minéralisation dans les cellules du ligament parodontal (Yamada et al., 2014).  

Néanmoins, comme dans de nombreux aspects de la biologie, une activation excessive des voies 

cellulaires physiologiques conduit régulièrement à des conditions pathologiques. Dans ce 

contexte, la périostine a été associée à la fibrose rénale (Mael-Ainin et al., 2014; Prakoura & 

Chatziantoniou, 2017), pulmonaire (Naik et al., 2012) ou encore de la peau (Murota et al., 

2017).  
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Figure 9. Structure de travail en maille de Périostine/Fibronectine/Ténascine C (Kudo, 

2019). 

 

2.2.2.5 SIBLINGS 
 
 

Les SIBLINGS (Small integrin binding ligand N-linked glycoproteins) sont une famille de 

cinq protéines non collagéniques, dont l’ostéopontine (OPN), la sialoprotéine osseuse (BSP), 

la protéine de matrice dentinaire 1 (DMP1), la sialophosphoprotéine dentinaire (DSPP), 

la phosphoglycoprotéine de la matrice extracellulaire (MEPE). Ce sont des protéines sécrétées, 

riches en modifications post-traductionnelles telles que la sulfatation et la phosphorylation 

(Boskey et al., 2012; Qin et al., 2004). Les SIBLINGS partagent les caractéristiques suivantes : 

1) elles présentent le motif Arg-Gly-Asp (RGD), qui permet l’attachement et la signalisation 

cellulaire ; 2) elles sont situées sur le chromosome 4q21 chez l’homme et le chromosome 5q 

chez la souris et 3) elles sont principalement exprimées dans l’os, la dentine et sécrétées dans 

la MEC, où elles participent au processus de la minéralisation. De plus, toutes ces protéines ont 

la capacité de se lier fortement à l’hydroxyapatite (Staines et al., 2012) (Figure 10).                  
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Figure 10. Expression et fonction de protéines SIBLINGS (Staines et al., 2012). 

 

 

2.3. Minéralisation de l'émail 

 

Les dents ont comme fonction principale la mastication. Etant intégrées dans l’arc supérieur 

(maxillaire) et l’arc inférieur (mandibule), il existe différents types de dents ; les incisives, des 

canines, des prémolaires et encore des molaires (Zimmerman & Jenzer, 2020). Cependant, on 

distingue une structure de base constituée par trois types de tissus minéralisés : l’émail, la 

dentine et le cément. L’émail, considéré comme le tissu minéralisé le plus dur du corps, 

recouvre la couronne de la dent. Tandis que, la dentine est circonscrite entre l’émail et la pulpe 

dentaire et sous le cément, au niveau de la racine (Figure 11). L’ensemble du développement 

des dents est favorisé par l’interaction entre l’épithélium dentaire et le mésenchyme. En effet, 

la différentiation des cellules mésenchymateuses conduit à la formation des odontoblastes qui 

vont former la dentine. Des cellules épithéliales, les améloblastes sont responsables de la 

sécrétion de l’émail, ce processus est nommé l’amélogenèse (Thesleff & Aberg, 1997). 
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2.3.1 Différenciation des améloblastes  
 

La différenciation des cellules épithéliales en améloblastes est jalonnée de différentes 

transformations morphologiques et fonctionnelles dans le temps. Ces variations d’apparence 

morphologique et fonctionnelle impliquent des étapes majeures la sécrétion et la maturation de 

l’émail (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Anatomie des structures dentaires (Nanci & TenCate, 2018). 

 

 

2.3.1.1 L’améloblaste sécréteur 

 

Durant la sécrétion, les améloblastes sont fortement allongés avec des projections coniques 

appelées prolongement de Tomes. Ces améloblastes sont essentiellement responsables de la 

sécrétion des protéines distinctives de l’émail dont principalement l’amélogénine (AMEL), 

l’améloblastine (AMBN) et l’énaméline (ENAM) (Zeichner-David et al., 1995; Guo et al., 

2015; Xia et al., 2016; MacDougall et al., 2000; Hu et al., 2014). D’autres protéines, comme 

l’énamélysine (MMP20), la kallikrein-4 (KLK4), FAM20A et FAM20C vont participer à la 

formation de l’émail (Li et al., 2016; L. Li et al., 2019). Pour les deux dernières protéines, les 
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fonctions n’en sont pas encore éclaircies. L’ensemble de ces protéines, nécessaires pour avoir 

une composition et une épaisseur normales de l’émail, transitent par le réticulum 

endoplasmique puis dans l’appareil de Golgi et finalement, sont assemblées dans des granules 

de sécrétion. Ces derniers vont être déposés dans le milieu extracellulaire au niveau des 

extrémités proximales ou distales des prolongements de Tomes où elles constituent l’émail 

interprismatique et l’émail prismatique, respectivement. Les couches de l’émail récemment 

formées sont identiques. Seule l’orientation des cristaux d’hydroxyapatite est différente. En 

effet, l’émail interprismatique a des cristaux d’hydroxyapatite perpendiculaires à l’interface 

amélo-dentinaire (Moradian-Oldak, 2012; Simmer et al., 2012; Lacruz et al., 2010). L’émail 

formé par les améloblastes de sécrétion est encore immature. Il est constitué par un amalgame 

de nombreuses protéines et de cristaux d’hydroxyapatite, avec environ 30% de minéraux (en 

poids) et 70% de matrice organique (Moradian-Oldak, 2012; Simmer et al., 2012).  

 

2.3.1.2 L’améloblaste de maturation  

 

Au cours de la maturation de l’émail, l’améloblaste de maturation perd son processus de 

Tomes et diminue fortement la production des protéines amélaires.   

  

Les améloblastes de maturation vont changer morphologiquement en alternant la forme de 

leur bordure au pôle distal, de plissée à lisse. Les améloblastes resteront en bordure plissée 80% 

du temps, et 20% en bordure lisse. Dans les améloblastes de maturation à bordure plissée, 

l’activité de réabsorption matricielle et le transport du calcium seront très actifs (Bartlett, 2013; 

Smith, 1998). Contrairement aux améloblastes de maturation à bordure lisse, les améloblastes 

de bordure plissée sont caractérisés par une forte expression des protéines impliquée dans la 

biominéralisation, dont la phosphatase alcaline et la calbindine-D28k (Hotton et al., 1995, 1999). 

Une régulation fine du pH semble essentielle pour la modulation et l’achèvement de la 

minéralisation de l’émail (Bronckers, 2017; Lacruz et al., 2010). En effet, cette phase s’identifie 

par la sécrétion des enzymes protéolytiques, un pH acide et la suppression des protéines de la 

matrice amélaire. Des espaces vont apparaître, et deviennent des endroits favorables pour la 

croissance en largeur et en épaisseur des cristaux d’émail (Hu et al., 2007; Lacruz et al., 2013). 

L’émail produit se caractérise par un taux de minéralisation d’environ 96% (Robinson et al., 

1997).  
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Figure 12. Cycle des améloblastes au cours de l’amélogénèse (Lignon et al., 2015). 

 

 

 

2.3.2 Les Protéines amélaires  

 

2.3.2.1 L'amélogénine 

 

L’AMEL constitue entre 85-90% des toutes les protéines de la matrice extracellulaire 

secrétées par les améloblastes (Termine et al., 1980). Chez l’homme, le gène de l’Amel est 

localisé sur la position Xp22.1-Xp22.3 du chromosome X (AMELX) et sur la position Yp11.2 

du chromosome Y (AMELY) (Lau et al., 1989; Nakahori Y, Takenaka O, Nakagome Y., 1991; 

Tozzo et al., 2013). Néanmoins, l’AMELX est responsable d’environ 90% des transcrits (Salido 

et al., 1992; Nakahori Y, Takenaka O, Nakagome Y., 1991). Chez la souris, l’Amel est retrouvé 

exclusivement sur le chromosome X (Snead et al., 1989). L’expression de cette protéine est 
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maximale dans les améloblastes de sécrétion et fortement réduite dans les améloblastes de 

maturation (Nanci et al., 1985; Inage et al., 1989; Papagerakis et al., 1999).  

 

Les souris invalidées de l’Amel ont des défauts qualitatifs et quantitatifs dans la structure de 

l’émail, semblables à ceux des patients avec une amélogénèse imparfaite (Gibson et al., 2005, 

2001; Li et al., 2008). Ces modèles de souris ont permis d’améliorer la compréhension du le 

rôle physiopathologique de l’amélogénine. Ils ont permis d’établir comment l’amélogénine 

était indispensable pour la croissance et l’orientation des cristaux. Il est admis donc que 

l’amélogénine participe activement à l’acheminement du phosphate de calcium, l’organisation 

et la nucléation des cristaux d’hydroxyapatite (Figure 13).  

 

 

 

Figure 13. Mécanisme suggéré pour l’organisation des cristaux d’hydroxyapatite en 

présence et absence de l’amélogénine (Yang et al., 2010). 
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2.3.2.2 Autres protéines amélaires  

 

L’améloblastine et l’énaméline sont les principales protéines ‘non-amélogénines’ de la 

matrice de l’émail. L’améloblastine représente environ de 5% de la matrice amélaire tandis que 

l’énaméline entre 1-5%. Ces deux protéines sont localisées, chez l’humain sur le chromosome 

4 (4q13) et sur le chromosome 5 chez la souris. Elles sont également dégradées par les deux 

protéases MMP-20 et la KLK-4 (Chun et al., 2010; Smith et al., 2011). L’améloblastine est 

riche en proline, glycine et en leucine (Krebsbach et al., 1996). Elle a été retrouvée 

principalement dans les prolongements de Tomes des améloblastes de sécrétion, où elle pourrait 

jouer un rôle important pour le contrôle de la matrice de l’émail récemment formé (Lee et al., 

1996; Krebsbach et al., 1996). Des études sur des souris invalidées pour l’améloblastine mettent 

en évidence l’absence de formation de l’émail avec des améloblastes qui perdent leur polarité 

et produisent une matrice anormale. Le phénotype reporté est compatible avec une amélogénèse 

imparfaite (Fukumoto et al., 2004; Paine et al., 2003).      

 

L’énaméline est une protéine amélaire riche en glycine, en sérine et en acide aspartique. 

Elle est exclusivement identifiée au front de minéralisation des améloblastes, laissant penser 

qu’il s’agit d’une protéine qui participe à l’organisation et l’élongation des cristaux 

d’hydroxyapatite (Hu et al., 2008, 2014). Des souris KO pour l’énaméline ont montré une 

minéralisation insuffisante de l’émail, accompagnée de nodules de minéralisation localisés au 

niveau de la jonction amélo-dentinaire (Hu et al., 2014). Ces résultats permettent de signaler 

que l’absence de l’énaméline dans l’émail induirait des perturbations dans l’organisation des 

cristaux d’hydroxyapatite, principalement localisée à proximité de la jonction émail-dentine 

(Siddiqui & Al-Jawad, 2016).  

 

Des analyses évolutives ont associé l’amélogénine, l’améloblastine et l’énaméline dans la 

famille des phosphoprotéines sécrétoires de liaison au calcium (SCPP) (Kawasaki & Weiss, 

2003). Ces protéines possèdent des sites de phosphorylation dans les motifs Ser-x-Glu (S-x-E), 

où X indique tout acide aminé : phospho-Ser (pSer) ou l’Asp peuvent remplacer Glu. Grâce à 

ce motif, les SCPP vont s’associer au Ca2+ à la suite de la phosphorylation des résidus Ser 

(Kawasaki et al., 2004; Kawasaki & Weiss, 2008; Al-Hashimi et al., 2009). Cette 

phosphorylation est une modification post-traductionnelle indispensable dans la croissance des 

cristaux et l’organisation finale de l’émail. Aujourd’hui nous savons que FAM20C (voir plus 

loin) est la kinase qui phosphoryle ces protéines. 
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2.3.3 Anomalies de l'émail 
 
 

Lors de l’éruption de la dent, des anomalies structurelles de l’émail peuvent être visibles. 

Les anomalies isolées, n’affectant qu’une seule dent, sont généralement la conséquence 

d’infections ou de traumatismes. Quand elles concernent un groupe de dents, elles seraient dues 

à l’exposition  à des toxiques environnementaux ou systémiques comme le fluor (Houari et al., 

2019; Jedeon et al., 2014). Par contre, les anomalies de l’émail affectant toutes les dents et 

l’ensemble des deux dentures, sont d’origine génétique. Ces altérations, non carieuses, sont 

connues comme les amélogénèse imparfaites. 

 

2.4. Les amélogénèses imparfaites  

 

L’amélogénèse imparfaite (AI) est un groupe hétérogène de pathologies d’origine génétique 

caractérisé par des défauts dans la structure et l’apparence de l’émail. Chez l’homme, l’AI est 

détectée dans la dentition temporaire et dans la dentition permanente. Elle suit un modèle 

d’héritage autosomique dominant, autosomique récessif ou encore lié au chromosome X (Smith 

et al., 2017; Crawford & Aldred, 1992). La prévalence de l’AI est probablement sous-estimée 

mais différentes études signalent une variation de 1/700 à 1/14000 (Bäckman & Holm, 1986; 

Crawford et al., 2007). L’émail de l’AI peut-être anormalement fin avec des surfaces rugueuses, 

et/ou molles, piquées et/ou décolorées. Ces surfaces défectueuses attirent le biofilm bactérien, 

entraînent des caries, des douleurs et difficultés fonctionnelles et encore esthétiques (Poulsen 

et al., 2008; Parekh et al., 2014; Toupenay et al., 2018; Kammoun et al., 2019). D’autres 

phénotypes buccaux sont souvent associés à l’AI : des anomalies de nombre (dents 

surnuméraires ou absentes), des malformations radiculaires, des calcifications de la pulpe 

dentaire, des anomalies gingivales et des altérations d’éruption (Kantaputra et al., 2012; Pavlic 

et al., 2007; Quandalle et al., 2020). 

 

La classification des AI se fait selon l’aspect clinique, le mode de transmission ou les stades 

auxquels l’amélogenèse a été perturbée (Aldred & Crawford, 1997; Aldred et al., 2003; Witkop, 

1988). De cette manière, les AI sont classifiées comme isolées ou syndromiques et divisées en 

trois types : hypoplasique, hypominéralisée et hypomature. L’AI hypoplasique est causée par 

des mutations des protéines actives lors de la phase sécrétoire de l’amélogenèse. L’émail est 

plus fin mais normalement minéralisé (Figure 14). L’AI hypominéralisée est caractérisée par 

un émail d’épaisseur normale dont le contenu minéral est diminué et le contenu protéique élevé. 
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Un défaut dans l’élimination des protéines au cours de l’amélogenèse conduit à un émail 

hypomature, d’épaisseur normale mais anormalement mou. Nous n’évoquerons par la suite que 

les AI syndromiques associées à différents signes extra-oraux. 

 

2.4.1 AI syndromiques 

 

Différents gènes sont associés dans des AI syndromiques dont les facteurs de transcription 

DLX3 (Kim et al., 2016; Whitehouse et al., 2019; Wright et al., 2008) et TP63 (Kantaputra et 

al., 2012). Les mutations de DLX3 à l’origine du syndrome tricho-dento-osseux (TDO), 

(Nieminen et al., 2011) s’accompagnent d’ une AI hypomature/hypoplasique avec de larges 

chambres pulpaires. Des mutations dans TP63 conduisent au syndrome d’ectrodactylie-

dysplasie ectodermique-fente labiopalatine (syndrome CEE) (Kantaputra et al., 2012; Otsuki et 

al., 2020).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14. Amélogénèse imparfaite de type hypoplasique (Simancas et al., 2018) 

 
 
Des mutations dans CLDN16 et CLDN19, codantes pour des protéines des jonctions serrées 

des cellules épithéliales rénales, sont également impliquées dans des AI syndromiques. Les 

mutations de ces gènes peuvent entraîner une AI hypoplasique et hypomature et une 

hypomagnésémie primaire familiale avec hypercalciurie et néphrocalcinose (FHHNC), 

caractérisée par des infections urinaires récurrentes, une fuite rénale de Ca2+ et de Mg2+ et une 

insuffisance rénale (Bardet et al., 2016; Radonsky et al., 2020; Yamaguti et al., 2017).  

 

Parmi les autres gènes associés à une AI syndromique je citerai les membres de la famille 

FAM20 (Family with sequence similarity 20) dont FAM20C à l’origine du syndrome de Raine 
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(Acevedo et al., 2015) et FAM20A, à l’origine du syndrome émail-rein, ou syndrome 

d’amélogénèse imparfaite-néphrocalcinose (de la Dure-Molla et al., 2014; Jaureguiberry et al., 

2012) que je développerai en détail. 

 

3.  La Famille FAM20  

 

FAM20 est la famille des gènes FAM20A, FAM20B et FAM20C. Bien que ces trois gènes 

aient initialement été décrits dans les cellules hématopoïétiques, leur rôle dans le processus de 

biominéralisation est clairement établi aujourd’hui (Nalbant et al., 2005; Vogel et al., 2012).  

 

3.1 Structure des gènes FAM20 

 

  Ces trois gènes sont conservés et présentent une forte homologie chez l’homme, le rat 

et la souris. Le gène FAM20A comporte 11 exons. Le gène FAM20B présente 7 de ces exons 

(absence des exons 2 à 4, fusion des exons 8 et 9). Le gène FAM20C comporte 10 exons avec 

une séquence moins conservée au niveau de l’exon 1 par rapport à celui de FAM20A (Figure 

15).  

 

Figure 15. Représentation schématique des gènes FAM20 chez les mammifères et leur 

distribution en exons et paires de bases (Nalbant et al., 2005).  

 
 

3.2 Structure des protéines FAM20 

 
La séquence des protéines de la famille FAM20 comporte de régions caractéristiques des 

protéines kinases dont l’activité a été validée sur des souris inactivées pour Fam20C. Une 

boucle riche en glycine recouvre la poche de fixation de l’ATP (Figure 16). La substitution de 
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thréonine en méthionine au niveau de cette boucle est à l’origine de calcifications ectopiques et 

d’anomalies dentaires. Par ailleurs la lysine conservée en b3 et le glutamate en aC forment une 

paire d’ions. La fonction de la lysine est d’orienter les phosphates a et b de l’ATP dans le site 

kinase pendant que le glutamate stabilise la conformation de la lysine. Des mutations dans ces 

résidus affectent la liaison de l’ATP et l’activité kinase de FAM20C. (Tagliabracci, Xiao, et al., 

2013; Rafaelsen et al., 2013). Une mutation dans le site catalytique (catalytic loop) de FAM20C 

annule son activité de kinase (Tagliabracci, Xiao, et al., 2013). En outre, les protéines kinases 

actives requièrent un cation divalent pour leur activité. Cet ion est coordonné par le résidu 

aspartate dans le motif DFG (Asp-Phe-Gly). La mutation de l’aspartate dans Fam20C causerait 

la perte de son activité (Tagliabracci, Xiao, et al., 2013). Outre le domaine kinase tous les 

membres de FAM20 ont un signal peptide compatible avec leur fonction de protéines sécrétées. 

 

 

 

 

Figure 16. Alignement des séquences de la famille Fam20 (Tagliabracci, Xiao, et al., 

2013).  

 

 

3.3 Expression des membres FAM20 

 

Les membres de la famille FAM20 sont exprimés dans différents tissus (Figure 17). 

FAM20A a une expression élevée dans les poumons, le foie et les reins. Une expression 

importante a également été rapportée dans le thymus, l’ovaire et le larynx (Nalbant et al., 2005; 

Ohyama et al., 2016). Chez la souris FAM20A a été détectée dans les améloblastes et les 

odontoblastes au stade de sécrétion, la pulpe dentaire, la gencive et la parathyroïde (O’Sullivan 

et al., 2011; Vogel et al., 2012).  

 

Chez l’homme FAM20B est exprimée dans plusieurs tissus avec des taux élevés dans 

l’ovaire, le pancréas et la rate (Nalbant et al., 2005). Quant à FAM20C, elle est fortement 
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exprimée dans les poumons, les reins, le foie, les ovaires, le thymus, la rate et la moelle osseuse 

(Nalbant et al., 2005). Chez la souris FAM20C a été identifiée dans les améloblastes, les 

odontoblastes, les cémentoblastes et les fibroblastes du ligament parodontal. Elle a été 

également rapportée dans les chondrocytes et les ostéoblastes des os longs (Wang et al., 2010; 

Vogel et al., 2012). Au niveau protéique, Fam20C est également détectée dans les parties 

dentaires minéralisées, émail, dentine et os alvéolaire.         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Analyse RT-PCR des niveaux d'ARNm de FAM20 dans les tissus humains 

(Nalbant et al., 2005) 

 

 

3.4 Fonctions des protéines FAM20  

 

3.4.1 Fonction de la protéine FAM20B 

 

FAM20B est responsable de la phosphorylation de résidus xylose pendant la biosynthèse 

des protéoglycanes et promeut la régulation de l’allongement des chaînes de 

glycosaminoglycanes (GAGs) (Koike et al., 2009, 2014). La phosphorylation des résidus 

xylose joue un rôle essentiel dans l’ossification enchondrale en inhibant la maturation des 

chondrocytes (Eames et al., 2011). Il a été montré que FAM20B reconnaît le disaccharide 

initiateur Galβ1-4Xylβ1, dans la région de liaison tétrasaccharide des protéoglycanes (Zhang et 

al., 2018). De plus, il a été constaté que l’inactivation conditionnelle de FAM20B dans 
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l'épithélium dentaire chez la souris, conduit à des incisives surnuméraires (Tian et al., 2015). 

Récemment, une étude a montré que les GAG phosphorylés par FAM20B contrôlent le nombre 

de dents chez la souris, en modulant l’engagement des cellules souches/progénitrices 

épithéliales dentaires par un mécanisme impliquant la restriction de la signalisation FGFR2b 

au stade initial du développement dentaire (Wu et al., 2020).  

 

Chez le poisson zèbre, une mutation perte de fonction de FAM20B et de l’enzyme 

Xylosytranférase-1 (Xylt-1) amène à une masse cartilagineuse diminuée et une formation 

osseuse périchondrale augmentée et prématurée (Tagliabracci, Xiao, et al., 2013). Chez 

l’humain, FAM20B est peu étudiée. Il est possible que les mutations de ce gène soient létales 

au stade embryonnaire comme cela a été établi chez la souris invalidée car aucune pathologie 

ne leur a été associée à ce jour (Koike et al., 2014; Liu et al., 2018). 

 

3.4.2 Fonction de la protéine FAM20C 

 

FAM20C est une caséine kinase physiologique qui phosphoryle la grande majorité des 

protéines secrétées. Plus de 100 protéines secrétées ont été identifiées comme substrat de 

FAM20C (Tagliabracci et al., 2015). Ces substrats sont impliqués dans des différents processus 

biologiques, y compris ceux de la biominéralisation, l’adhésion ou la migration cellulaire 

(Figure 18).  (Tagliabracci et al., 2012, 2015; Hao et al., 2007). Chez l’homme, des mutations 

FAM20C sont généralement létales et conduisent au syndrome de Raine caractérisé par une 

dysplasie osseuse et des calcification cérébrales (Simpson et al., 2007; El-Dessouky et al., 

2020). Les patients porteurs des mutations hypomorphes sont atteints de formes non létales et 

présentent une hypophosphatémie, une AI et des calcifications ectopiques (Acevedo et al., 

2015; Elalaoui et al., 2016; Mamedova et al., 2019). 
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Figure 18. Cibles de FAM20C (Tagliabracci, Pinna, et al., 2013).  

 

 

L’absence de Fam20c chez la souris, entraîne des lésions osseuses et des anomalies 

dentaires telle que la dentinogenèse imparfaite, une atteinte des tissus parodontaux et une 

amélogenèse imparfaite (Vogel et al., 2012; Wang et al., 2010). Les défauts amélaires sont 

identiques à celle des souris invalidées pour Fam20A. Les améloblastes sont complètement 

désorganisés, faiblement attachés à la dentine et perdent leur polarité apico-basale (Wang, Jung, 

et al., 2013). Chez la souris cKO Fam20c, la voie de signalisation BMP est affectée  et 

l’expression de protéines amélaires, dont l’amélogénine, l’améloblastine et l’énaméline est 

diminuée (Liu et al., 2020). Il est intéressant de noter que les souris déficientes pour ces 

protéines amélaires cibles de Fam20c ou exprimant des protéines dans lesquelles le site de 

phosphorylation par Fam20c a été modifié, présentent des défauts similaires et importants de 

l’émail, (Liu et al., 2020; Ma et al., 2016; Yan et al., 2017). De plus, les niveaux de la BSP, de 

l’OPN, de DMP1 et de la DSPP sont réduits dans l'os alvéolaire des souris cKO -Fam20c, tandis 

que la périostine et la fibrilline-1 sont diminuées dans le ligament parodontal (Liu et al., 2014). 

 

FAM20C est exprimé largement dans l’organisme. Il est probable que FAM20C intervienne 

dans des fonctions autres que la biominéralisation. Des études en biologie structurale, en 

biochimie et en phylogénétique ont montré que FAM20C atteint un état catalytiquement actif 

lors qu’il présente une configuration dimérique soit avec une autre molécule de FAM20C, soit 

avec son paralogue, la pseudokinase FAM20A (voir plus loin) (Zhang et al., 2018). Ce 

processus de dimérisation modifie la structure conformationnelle de FAM20C et entraîne 

l’activation du domaine kinase comme cela a été rapporté dans les kinases canoniques (Tsai & 

Nussinov, 2019; Pellicena & Kuriyan, 2006). FAM20A favorise néanmoins la phosphorylation 

en formant un complexe avec FAM20C et en stimulant l’activité de FAM20C (Cui et al., 2015, 
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2017). La structure cristalline de ce complexe révèle que l’interface FAM20A/FAM20C est 

d’environ 1000 Å2, soit ~ 5% des surfaces de chaque molécule (Figure 19).  

 

          

   

Figure 19. Structure cristalline du complexe FAM20A/FAM20C. (A) Le complexe 

FAM20A/FAM20C. Le site actif de Fam20C est indiqué par un astérisque. (B) Interface 

FAM20A/FAM20C. Les exposants A et C indiquent des résidus dans FAM20A et FAM20C, 

respectivement (Zhang et al., 2018).  

 

 

Deux régions de FAM20A ont été identifiées comme sites d’interaction avec FAM20C : la 

boucle Kβ3-Kα3 et la boucle Kβ8-Kα6 (Zhang et al., 2018) (Figure 20). Les changements 

conformationnels de ces régions auraient donc un impact direct sur l'activité de FAM20C. 
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Figure 20. Boucles de FAM20A participant dans l’interaction avec FAM20C. (A) 

Structure de l’homodimère FAM20A. (B) Structure de l’hétérodimère FAM20A/FAM20C. (C) 

Superposition structurelle de FAM20A (gris), FAM20A dans le complexe FAM20A-FAM20C 

(cyan), et FAM20C dans le complexe FAM20A-FAM20C (orange)(Zhang et al., 2018).  

 
 

3.4.3 Fonction de la protéine FAM20A 
 

Initialement, la grande homologie dans la séquence entre FAM20A et FAM20C a favorisé 

l’hypothèse que FAM20A serait aussi une kinase. Comme son paralogue FAM20C, FAM20A  

lie l’ATP mais de manière catalytiquement incompétente et serait une pseudokinase (Cui et al., 

2017, 2015). En effet, il a été montré que FAM20A et FAM20C forment un complexe 

fonctionnel pour phosphoryler les protéines secrétées. Dans ce complexe, FAM20A active de 

manière allostérique FAM20C et augmenterait la phosphorylation des cibles de FAM20C, y 

compris les protéines de la matrice de l'émail, dont la phosphorylation est essentielle pour 
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l’amélogenèse. De cette manière, dans les tissus et les cellules où FAM20A et FAM20C sont 

exprimés, FAM20C interagit avec FAM20A, entraînant des niveaux importants de 

phosphorylation des substrats. En revanche, lorsque FAM20A est perturbée, l'activité Fam20C 

devient faible et la phosphorylation du substrat est inefficace (Figure 21) (Cui et al., 2015; 

Ohyama et al., 2016). 

 

 

 

Figure 21. Représentation schématique de l'interaction FAM20A-FAM20C (Cui et al., 

2015).   

 

 

Il a été montré que le noyau de FAM20A est structurellement similaire à celui de FAM20, 

l’orthologue de Fam20C chez le ver nématode Caenorhabditis elegans. En effet, FAM20A 

partage trois des quatre ponts disulfure (Figure 22) (Cui et al., 2017; Xiao et al., 2013). De 

plus, il a été décrit que FAM20A se lie à l’ATP de manière inversée en l’absence d’ions 

métalliques. Ceci fait que le complexe FAM20A/ATP soit plus stable mais pas susceptible 

d’être catalytiquement compétent. Cette stabilisation donnée par l’ATP, améliore la 

conformation du complexe fonctionnel entre FAM20 et FAM20C (Cui et al., 2015, 2017). 
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Figure 22. Structure de FAM20A humaine. Les boucles Kβ1-Kβ2, Kβ6-Kβ7 et Kβ3-Kα3 sont 

colorées en rouge, turquoise et magenta, respectivement. Le reste du noyau de la kinase est 

représenté en blanc. Les chaînes latérales de Cys209, Cys211, Cys319, Cys323 et Gln258 sont 

représentées sous forme de bâtonnets. Le segment N-terminal est en vert. « K » désigne les 

structures secondaires dans le noyau de kinase des protéines Fam20, et « N » pour désigner 

les structures secondaires dans leurs segments N-terminaux uniques (Cui et al., 2017). 

 
 
4.   Le Syndrome émail-rein (ERS) 
 

Les mutations de FAM20A conduisent au syndrome Email-Rein (ERS, OMIM # 204690) 

anciennement nommé « Amelogenesis Imperfecta de type IG » (OMIM # 614253). ERS est 

une maladie génétique rare dont la prévalence est inférieure à un cas sur 1 000 000. Ce 

syndrome a été décrit la première fois par Mac-Gibbon en 1972 par le biais d’un frère et d’une 

sœur présentant une absence d’émail ainsi qu’une néphrocalcinose (MacGibbon, 1972).  
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4.1 Caractéristiques cliniques chez l'homme 
 

Chez les patients ERS, on retrouve des anomalies dentaires dont une AI de type 

hypoplasique, un retard d'éruption des dents ainsi que des calcifications ectopiques dans les 

follicules dentaires, les chambres pulpaires, le ligament parodontal et la gencive (de la Dure-

Molla et al., 2014; Lignon et al., 2017; Berès et al., 2018; Martelli-Júnior et al., 2008). 

Également, les dents sont espacées et les molaires montrent des surfaces occlusales plates. 

Quelquefois, une forme semi-lunaire est observée dans les incisives (de la Dure-Molla et al., 

2014; Hassib et al., 2020). Les défauts de l’émail mettent en évidence une épaisseur 

considérablement réduite, voir absente dans certains cas. Bien que la dureté de l’émail ne 

semble pas être affectée (Phakey et al., 1995) l’émail des patients ERS a un taux de 

minéralisation proche de la dentine. Cet émail est très hétérogène et la distribution de Ca2+ et 

P, reste fortement perturbée. En effet, contrairement à l’émail normal dont les cristaux 

s’allongent de façon organisée sur toute l’épaisseur de l’émail, chez les patients ERS, des 

nodules (des ‘énaméloides’) de plusieurs nanomètres de diamètre sont produits (Lignon et al., 

2017).  

 

Tous les patients ERS présentent une hyperplasie gingivale de sévérité variable. Des 

analyses microscopiques montrent des papilles allongées qui s’insèrent dans un tissu conjonctif 

fibreux comportant des fibres de collagène allant dans toutes les directions.  De nombreuses 

calcifications psammomateuses et des restes d'épithélium odontogène ont également été 

observés (de la Dure-Molla et al., 2014; Wang et al., 2019; Martelli-Júnior et al., 2008). 

Néanmoins, la pathogenèse des calcifications ectopiques gingivales, la séquence de formation 

et l’organisation de ces dépôts ainsi que leurs interactions avec le tissu conjonctif gingival ne 

sont pas connues.     

 

La néphrocalcinose (NC) est également présente chez les patients atteints d’ERS. Souvent 

asymptomatique, la néphrocalcinose est découverte fortuitement lors d’une échographie dans 

le cadre d’un examen de routine. Dans certains cas, les patients présentent des infections 

urinaires, des pyélonéphrites ou encore des coliques néphrétiques (Dellow et al., 1998). (de la 

Dure-Molla et al., 2014; Jaureguiberry et al., 2012; MacGibbon, 1972).  

 

La NC désigne le dépôt ectopique de sels de calcium dans le parenchyme rénal. Elle peut 

être divisée en trois types différents : la NC moléculaire, où il y a une augmentation du calcium 



 

 46 

intracellulaire sans formation de cristaux ; la NC microscopique, dans laquelle des cristaux 

peuvent être identifiés lors d’un examen en microscopie mais imperceptible radiologiquement ; 

et une NC macroscopique dont le dépôt du calcium est visible radiologiquement (Wrong, 2005; 

Oliveira et al., 2016). Bien que l’identification d’amas de calcium présents dans l’ERS puisse 

être aperçue par des moyens radiographiques, on en sait peu sur les événements cellulaires ou 

histopathologiques associés.  

 

Chez les patients ERS la NC est médullaire et bilatérale (Koruyucu et al., 2018; Wang, Aref, 

et al., 2013). Cette distribution médullaire ne devrait pas être surprenante en raison de la 

localisation de la voie homéostatique majeure de la réabsorption de Ca2+ : la portion épaisse 

ascendante de l’anse de Henle (TAL) et le canal collecteur.  

Néanmoins, il a été proposé que la NC serait un processus induit dans certains cas pathologiques 

par la trans-différenciation des cellules épithéliales tubulaires vers la lignée ostéogénique 

(Gambaro et al., 2004) AJOUTER PRIANTE G, 2019. De ce fait, la lignée humaine de cellules 

épithéliales du tubule proximal (HK2) (Ryan et al., 1994), pourrait être un excellent modèle 

pour la compréhension de la NC associée à l’absence de FAM20A. 

 

D’autres caractéristiques cliniques ont été rapportées dans l’ERS. Notamment, des 

calcifications pulmonaires, une hyperparathyroïdie associée à une carence en vitamine D, une 

perte auditive et l'arrêt précoce de menstruation (Pêgo et al., 2017; Kantaputra et al., 2014). 

Actuellement, 41 mutations dans FAM20A ont été identifiées chez des patients atteints d’ERS 

(Figure 23) (Hassib et al., 2020; Wang et al., 2019; Jaureguiberry et al., 2012; Torres et al., 

2018). 44% des mutations sont des délétions avec décalage du cadre de lecture, 22% des 

mutations agissant sur le site d’épissage, des mutations faux-sens (14%) et non-sens (14%). 

D’autres mutations sont des duplications des premiers exons ainsi qu’une délétion (Hassib et 

al., 2020). Une mutation fondatrice homozygote de FAM20A (c.1447delG, p.Glu483Lysfs*24) 

a été récemment décrite dans 5 familles brésiliennes (Dourado et al., 2019).  
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Figure 23. Résumé des mutations du gène FAM20 (Nitayavardhana et al., 2020).   

 
 
4.2 Caractéristiques chez la souris 

 

L’analyse histologique des souris dont le gène FAM20A a été inactivé (KO) (Vogel et al., 

2012) et des souris conditionnelles K14-Cre;Fam20Aflox/flox (cKO), dans lesquelles FAM20A a 

été inactivée spécifiquement dans l'épithélium (Li et al., 2016), ont montré un phénotype 

semblable au niveau amélaire (AI de type hypoplasique) à celui observé chez l’homme. Des 

minéralisations ectopiques au niveau rénal et une hyperplasie gingivale moins sévère que chez 

l’homme apparaissent aussi chez les souris mutées FAM20A (Figure 24) (Vogel et al., 2012; 

Li et al., 2016). Cependant, les souris invalidées par FAM20A ne présentent pas de défauts 

dentinaires apparents (L. Li et al., 2019). Histologiquement, les améloblastes sont désorganisés 

et la structure prismatique de l’émail est absente. Les améloblastes sécréteurs sont détachés de 

la matrice amélaire secrétée et des calcifications pulpaires sont observées chez les souris plus 

âgées. Elles ne présentent que très rarement des lésions endodontiques ou une inflammation 

parodontale. Plus généralement, des calcifications hétérotopiques sont retrouvées au niveau des 

reins, des poumons et des artères (Vogel et al., 2012). La séquence de formation de l’émail, 

l’organisation des nodules ectopiques et l’analyse ultrastructurale des protéines de la matrice 

de l'émail dans le cadre des mutations du gène FAM20A, ne sont pas explorées pour le moment.  
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Figure 24. Aspect morphologique et histologique de l’émail dans une souris sauvage et de 

la souris invalidée du gène FAM20A (Vogel et al., 2012).  
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CHAPITRE II : RESULTATS 
 

 
1. PROJET DE RECHERCHE : OBJECTIFS DU TRAVAIL  

 
Les données de la littérature indiquent que la biominéralisation est un processus physico-

chimique dynamique par lequel un organisme vivant aboutit à la formation d’un minéral. Ce 

mécanisme physiologique est rendu possible par des cellules spécialisées capables de fournir 

l’environnement nécessaire à la formation des cristaux de phosphates de calcium en produisant 

des vésicules matricielles. Ces structures ont toutes les exigences pour générer et concentrer 

des ions phosphate et calcium à l’intérieur de leur lumière, conduisant à la formation de cristaux 

d’hydroxyapatite. Par conséquent, la biominéralisation est conduite par l’interaction entre les 

minéraux et les molécules extracellulaires organiques dont le phénomène est régulé par 

l’équilibre entre les inhibiteurs et les activateurs de la minéralisation. La formation minérale 

des tissus mous tels que les reins ou les vaisseaux sanguins, communément appelée 

minéralisation ectopique, est pathologique. Les mécanismes guidant le dépôt de complexes 

minéraux dans ces tissus sont initiés et régulés par une série de voies moléculaires de 

signalisation encore mal comprises. Selon le tissu envahi, ce processus pathologique acquis 

peut provoquer un dysfonctionnement considérable des organes et systèmes. Des 

minéralisations ectopiques ont été observées dans diverses conditions pathologiques de base 

génétique, en particulier chez des patients atteints du syndrome émail-rein (ERS, OMIM 

#204690).  

 

Au cours de ma thèse j’ai complété la caractérisation phénotypique/génotypique des patients 

ERS ainsi que l’exploration du rôle de FAM20A dans la biominéralisation physiologique et 

ectopique. L’analyse clinique-radiologique de notre cohorte de patients, pris en charge au 

Centre de référence des maladies rares orales et dentaires (ORares) à l’hôpital Rothschild, a 

permis de mettre en évidence des caractéristiques phénotypiques sur des patients atteints de 

l’ERS qui n’ont pas été décrites jusqu’à présent dans la littérature. La confirmation de 

l’existence de minéralisations ectopiques dans des tissus mous détaillée par notre équipe et 

l’identification dans d’autres zones anatomiques telle que les régions des vertèbres cervicales 

et thoraciques, constituent des informations importantes dans la compréhension globale du 

syndrome ERS.  
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De sorte qu’en utilisant les méthodes d’histologie et d’inmuno-cytochimie de routine au 

laboratoire, j’ai analysé l’expression de FAM20A dans la gencive humaine et la structure 

moléculaire et cellulaire des minéralisations ectopiques dans la gencive. Dans un premier 

temps, une analyse descriptive, structurale et compositionnelle des nodules des patients ERS 

comparée avec des tissus gingivaux de donneurs sains a été réalisée.  

 

L’originalité de notre approche réside dans le fait que nous avons mis en œuvre des 

techniques d’ultrastructure par microscopie électronique à transmission. En raison des 

expériences menées en mode de diffraction électronique, non seulement la phase cristalline des 

minéraux est obtenue, mais aussi l’orientation cristalline est caractérisée. La MET est aussi 

apparue comme un outil précieux pour l’étude à l’échelle nanométrique des échantillons à 

couche mince. 

 

Cette thèse traite non seulement de la caractérisation structurale des minéralisations 

ectopiques gingivales à l’aide de la MET, mais encore des modifications gingivales des patients 

ERS. Pour identifier le type cellulaire permissif à la minéralisation ectopique dans la gencive 

de patients ERS, nous avons exposé les fibroblastes gingivaux de issus de ces patients à 

différentes conditions « minéralisantes ». Parallèlement, nous avons précisé la localisation de 

FAM20A dans les fibroblastes gingivaux in vivo et in vitro. En ce qui concerne la NC, nous 

avons testé l’hypothèse selon laquelle le processus débute par la trans-différenciation 

ostéogénique des cellules épithéliales tubulaires. A ces fins, nous avons identifié l’expression 

de FAM20A et le processus de calcification dans des cellules HK2.  

 

Les données cliniques montrées précédemment par notre équipe de recherche, nous ont 

permis de constater la présence d’une amélogénèse imparfaite chez les patients ayant une 

mutation de FAM20A. Pour compléter cette analyse et identifier d’éventuelles anomalies 

dentinaires, nous avons récemment débuté une analyse par spectroscopie de RAMAN de la 

jonction émail-dentine en collaboration avec l’équipe de F. Cuisinier (laboratoire de bio-

ingénierie et nanosciences, U. Montpellier). 

 

Nous avons enfin initié une étude d’ultrastructure MET de la matrice de l’émail et des 

améloblastes chez les souris FAM20A KO. Cette démarche a été complétée par des expériences 
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d’immunomarquage à l’or colloïdal des protéines amélaires, afin de visualiser directement 

l’impact de l’absence FAM20A dans la structure et formation de l’émail. 

 

Les résultats obtenus dans ce travail de thèse, nous ont permis de mieux comprendre 

l’implication de FAM20A dans la calcification anormale de la gencive, des reins et de l’émail. 
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2. MISE EN EVIDENCE DES ASPECTS PHENOTYPIQUES ET 
CONSEQUENCES FONCTIONNELLES DE L’ABSENCE DE FAM20A CHEZ 
L’HUMAINE   

 

2.1 OBJECTIFS 

 

Le premier objectif de mon travail a consisté à compléter les aspects phénotypiques de 

l’ERS chez l’homme. Pour ce faire, nous avons réalisé une caractérisation clinique, 

radiologique et génétique d’un patient de sexe masculin de 18 ans, pris en charge au Centre de 

référence des maladies rares orales et dentaires (O-Rares) à l’hôpital Rothschild-Paris, France. 

Ce patient s’était présenté en consultation en vue d’une réhabilitation prothétique dentaire. Des 

échantillons du patient ERS et des témoins sains ont été prélevés lors de la réhabilitation 

prothétique dentaire. 

 

Le second objectif consistait à vérifier l’expression de protéines (FAM20A et FAM20C) 

dans la gencive humaine normale et du patient ERS.  

 

Le troisième objectif, a été de comprendre la pathogenèse des calcifications gingivales, la 

formation et la structure de ces dépôts minéraux ectopiques et leurs interactions avec le tissu 

conjonctif gingival chez les patients ERS. A cet effet, des analyses histologiques, l’expression 

des facteurs pro-ostéogéniques et vasculaires dans la gencive ERS, ont été réalisés. Une 

caractérisation ultrastructurale par microscopie électronique à transmission des minéralisations 

ectopiques dans la gencive de patients ERS, a été également effectuée. 

 

Le quatrième objectif, a été d’étudier l’implication potentielle de FAM20A dans la trans-

différenciation des fibroblastes gingivaux vers un phénotype ostéogénique. A cet effet, les 

fibroblastes gingivaux de patients ERS et de témoins ont été isolés et cultivés au passage 2 

pendant une période totale de 21 jours dans un milieu standard ou induisant une minéralisation.  

 

2.2 RESULTATS   

 

Chez notre patient, l’examen extra-oral a révélé une asymétrie faciale et l’examen intra-oral 

a montré la présence d’une seule dent en éruption avec AI de type hypoplasique ainsi qu’une 

hyperplasie gingivale sévère. Les observations radiologiques ont montré l’agénésie de 10 dents 

et des nombreuses dents incluses. Des nombreux nodules calcifiés dans la jonction cortico-
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médullaire des deux reins et des dépôts de calcium au niveau des foramens vertébraux dans les 

régions cervicale et thoracique, ont été également mis en évidence. Une nouvelle mutation 

FAM20A a été identifiée. Il s’agit d’une mutation dans l'exon 1 (c.358C> T) introduisant un 

codon stop prématuré (p.Gln120 *). D’autre part, l’analyse sanguine a indiqué que les taux de 

calcium étaient à la limite supérieure de la normale et que les taux de phosphate et de créatinine 

étaient légèrement augmentés. Le taux sérique de l'hormone parathyroïdienne (PTH) était 

normal. 

 

Nous avons déterminé l’expression de FAM20A dans la gencive au niveau des cellules 

épithéliales, des fibroblastes gingivaux et des cellules vasculaires. L’expression de FAM20C 

se situe également au niveau des cellules épithéliales, vasculaires et fibroblastiques indiquant 

une coexpression des deux protéines. Dans la gencive ERS, l’immunoréactivité FAM20A 

disparait, alors que la distribution de FAM20C ne semble pas modifiée. Par western blot, 

l’absence de FAM20A dans la gencive du patient ERS a été confirmée.  

 

Nous n’avons pas détecté d’anomalies morphologiques majeures au niveau de l’épithélium 

gingival ERS. Le tissu conjonctif sous-jacent au niveau sou-papillaire présente de nombreuses 

anomalies, avec une augmentation du nombre de vaisseaux. De plus, les vaisseaux sont tortueux 

et de diamètre anormalement grand. Un grand nombre de nodules disposés en amas est 

également observé dans le tissu conjonctif. Ces structures arrondies, sont des particules 

fortement chargées en calcium et plus minéralisées à l’intérieur qu’en périphérie. Les faisceaux 

de fibres de collagène montrent une faible biréfringence indiquant un changement dans la 

formation et la conformation des fibrilles de collagène. Les fibres sont désorganisées entourant 

des îlots de cellules épithéliales et des calcifications ectopiques. Les îlots de cellules épithéliales 

présentent des signes morphologiques de cellules rentrant en mort cellulaire. La composition 

de la matrice extracellulaire gingivale est modifiée avec une augmentation importante des 

protéoglycanes sulfatés. Le MET révèle des minéralisations de taille différente (classe I et 

classe II) dans la gencive de patients ERS. La diffraction électronique montre que les structures 

de classe II contiennent de l'hydroxyapatite cristalline. 

 

L’étude par immunohistochimie de différents marqueurs indique l’existence à proximité des 

calcifications de cellules possédant des caractéristiques ostéoblastiques (Runx2, périostine, pro-

collagène I). Finalement, nous montrons in vitro que les fibroblastes gingivaux ERS entament 

une transdifférenciation ostéoblastique en condition « minéralisante ». Cette 
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transdifférenciation se caractérise par l’expression de marqueurs ostéogéniques (Runx2, ALP, 

Postn), la capacité à former des vésicules matricielles et à minéraliser.     

 

Ainsi, les résultats présentés soutiennent fortement l'idée que, comme dans d'autres tissus 

mous, la calcification gingivale causée par un dysfonctionnement de FAM20A est un processus 

de biominéralisation organisé impliquant la transdifférenciation ostéogénique des cellules 

fibroblastiques.  

 

 
2.3 RESUME DE L’ARTICLE : « LACK OF FAM20A, ECTOPIC GINGIVAL 

MINERALIZATION AND CHONDRO/OSTEOGENIC MODIFICATIONS IN ENAMEL 

RENAL SYNDROME » 

 

Les mutations perte de fonction du gène FAM20A sont responsables du syndrome émail-

rein (ERS, OMIM # 611062). Le patron phénotypique des patients ERS se caractérise par une 

AI de type hypoplasique, des altérations dans l’éruption dentaire, des calcifications ectopiques 

dans un grand nombre de tissus dont la pulpe dentaire, le ligament parodontal, la gencive et les 

reins (de la Dure-Molla et al., 2014). Cependant, chez l’homme la description et la 

caractérisation d’autres phénotypes ne sont pas complètement répertoriés. Des calcifications 

hétérotopiques dans les poumons décrits par l’équipe de Kantaputra (Kantaputra et al., 2014) 

et une hypertrichose ainsi qu’une perte audition rapporté par une équipe brésilienne (Pêgo et 

al., 2017) complètent le tableau clinique de l’ERS. 

 

Notre équipe a montré que l’hyperplasie gingivale était l’un des signes pathognomoniques 

des patients porteurs des mutations de FAM20A (de la Dure-Molla et al., 2014), aspect clinique 

accompagné par des minéralisations ectopiques gingivales (Dourado et al., 2019; de la Dure-

Molla et al., 2014; Kantaputra et al., 2014). Des analyses histologiques de la gencive des 

patients ERS montrent un tissu conjonctif fibreux, des restes d’épithélium odontogène et des 

structures calcifiées, suggérant une perturbation de l’homéostasie du tissu épithélial et du tissu 

conjonctif (Wang et al., 2019; Martelli-Júnior et al., 2008). Cependant, l’expression de 

FAM20A et des possibles interactions avec d’autres protéines (incluant FAM20C), la 

pathogenèse des calcifications gingivales, la formation et la structure des dépôts minéraux 

ectopiques ou leurs interactions avec le tissu conjonctif, n’étaient pas encore explorés. 
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Introduction 

D’après la littérature, FAM20A et FAM20C sont des protéines localisées dans les 

citernes golgiennes, les vésicules de sécrétion et dans le milieu extracellulaire. FAM20C a une 

activité kinase alors que FAM20A est une pseudo-kinase. FAM20A agirait comme un 

activateur de phosphorylation et permettrait l’enrichissement en activité FAM20C du milieu 

extracellulaire. En d’autres termes, l’activité de FAM20C dans la matrice extracellulaire 

dépendrait de la quantité (ou la biodisponibilité) en FAM20A. Dans le Golgi ou les vésicules 

sécrétoires le rôle de FAM20A reste encore à explorer mais pourrait être indépendant de 

FAM20C. 

Pour mieux comprendre l’activité de FAM20A nous avons analysé des fibroblastes 

gingivaux (FGs) qui expriment FAM20A et/ou FAM20C (Simancas et al., 2020). Nous avons 

collecté les surnageants et les culots de FGs normaux, de FGs issus de patients ERS et de FGs 

issus de patients RS non létal cultivés en condition standard. Les surnageants et les culots ont 
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été analysés par spéctrométrie de masse. Ce travail se fait en collaboration avec l’équipe du Pr. 

AC Acevedo (Université de Brasilia) et l’équipe du Dr Pascal Cosette (Plateforme Pissaro, 

Université de Rouen). 

Les cultures proviennent de 3 patients dits contrôles, 6 patients ERS (Figure 1) et de 2 

patients RS non létal (Acevedo et al., 2015). Tous les patients sont d’origine différente. Les six 

mutations ERS couvrent tout le gène FAM20A, allant d’une protéine tronquée très tôt dans 

l’exon 1 (DG) jusqu’à une protéine quasiment complète (WR). Les mutations dans FAM20C 

amenant à un syndrome de Raine atténué sont : une mutation missense c.1487C>T p.Pro496Leu 

et une mutation dans le site d’épissage c.784+5 G>C. Pour la première mutation, la substitution 

diminuerait l’activité kinase de Fam20C et dans la deuxième mutation le taux d’expression de 

FAM20C serait fortement diminué (Acevedo et al., 2015). 

 

 

Figure 1. Topographie des mutations dans FAM20A utilisées dans notre étude. 

DG	

pGln120*	

Prune	

pIleu214*	

DMX	

pTrp371*	

ZL	

pArg478*		

WR	

pIle505fs*	

HP	

pPhe252*	
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METHODES ET RESULTATS DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE 

	 Echantillons	reçus	 	

 Culot cellulaire (env. 10M 

cellules) 

Surnageant cellulaires 

(45mL) * 

Echantillons contrôles 

(n=3) 
LMA / ECS / ACF LMA / ECS / ACF 

Echantillons "FAM20A 

muté" (n=6) 

DG / DMX / FGHP / 

FGPrune / FGWR / 

FGZL 

DG / DMX / FGHP / 

FGPrune / 

FGWR / FGZL 

Echantillons "FAM20C 

muté" (n=2) 
TCS / PH TCS / PH 

Chaque échantillon a été reçu en triplicata et conservé à -80°C *Surnageant lavé et exempt de 
SVF 

 

Préparation des échantillons 

1. Extraction des protéines et Dosage 

Protocole utilisé : Précipitation au DOC/TCA 

- Récupération des culots obtenus après précipitation dans 100µL de tampon de solubilisation 
(+anti-protéase) 

Protocole utilisé : Dosage Bradford 

- Gamme de BSA utilisée : 0,1 à 1µg/µL 
- Dilutions des échantillons : 1:1 et 1:2 

 
2. SDS PAGE et label free 

Protocole utilisé : Gel SDS PAGE 
- Gel polyacrylamide 12,5% 
- Stacking : 5µg selon le dosage Bradford 
- Migration : 10mA/gel 
- Coloration : Nitrate d’argent  
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Surnageants cellulaires 
 

 

 
 
 

Culots Cellulaires 
 

 
 
 
 

116	kDa	
66	kDa	
45	kDa	

24	kDa	

20	kDa	

36	kDa	

200	kDa	

29	kDa	

116	kDa	
66	kDa	
45	kDa	

24	kDa	

20	kDa	

36	kDa	

200	kDa	

29	kDa	
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Protocole Label free 
 

- Gel de polyacrylamide 7% 
- Stacking : 10 µg selon le dosage Bradford 
- Migration : 10 puis 20mA/gel 
- Coloration/décoloration au bleu de Coomassie 
- Digestion trypsique 

 
 
Spéctrométrie de Masse 
 
Passage des échantillons à l’Orbitrap 
- Reprise de la fraction peptidique dans AF0,1% : concentration finale 1µg/µL 
- Dilution au 1/5ème dans AF0,1% 

- Injection : 1µL (0,2µg) 
- Méthode utilisée : CID_Top20_28_70k_400-1800_120min 

 
Chromatogramme du Surnageant  FGHP 

 

Chromatogramme du Culot FGHP 
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Analyse quantitative (Logiciel Progenis) 

Analyse quantitative : Echantillon muté vs Echantillon contrôle 

 ECS Echantillons retirés de l’analyse : DG (tous) : Alignement impossible (35% et 58%), 

FGWR 3 : Alignement faible sur les zones d’intérêts (50%) - FGHP 2 : Alignement faible 

sur les zones d’intérêts (63%) 

Analyse quantitative effectuée : 

FAM20A muté FAM20C muté 

- ECS vs FAM20A_DMX (n=6) 
- ECS vs FAM20A_FGHP (n=5) 
- ECS vs FAM20A_FGPrune (n=6) 
- ECS vs FAM20A_FGWR (n=5) 
- ECS vs FAM20A_FGZL (n=6) 

 

- ECS vs FAM20C_PH (n=6) 
- ECS vs FAM20C_TCS (n=6) 

Analyse en composante principale (ACP) 

L’ACP est une méthode statistique qui permet de visualiser l’information pertinente 

contenue dans un grand tableau de données. Elle met en évidence les corrélations multiples 

entre les variables et/ou les individus. Elle permet alors d’identifier des regroupements de 

protéines spécifiques à chaque génotype. 

Surnageant Cellulaire 

	

FAM20A	

Contrôle	

FAM20C	
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Surnageants en ACP 

Après regroupement des résultats associés aux patients ERS, RS ou contrôle, on distingue 

trois groupes de protéines s’éloignant des origines des deux plans et qui sont spécifiquement  

associés soit aux patients ERS (FAM20A), aux patients RS (FAM20C) ou contrôle. 

 

L’analyse fine par mutation montre que la mutation DMX à l’intérieur du groupe ERS 

se distingue des autres mutations FAM20A et se rapproche des mutations de type FAM20C. 

Culots Cellulaires  

La même analyse en ACP est appliquée aux culots cellulaires. 

 

 

 

Contrôle	FAM20C	

FAM20A	DMX	

FAM20C	muté	

FAM20A	muté	Contrôle	
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Culots en ACP 

On peut noter que des groupes de protéines s’éloignant des origines des deux plans sont 

associables uniquement au groupe de mutations, FAM20A et FAM20C, et contrôle. 

 

 

L’analyse fine par mutation montre encore que la mutation DMX du groupe ERS se 

distingue des autres mutations FAM20A et se rapproche de la répartition des variables 

présente chez les patients RS.  

La mutation DMX conduit à la production d’une protéine tronquée après l’exon 7. Il est 

possible que les 7 premiers exons de FAM20A soient suffisants pour la fonction FAM20A-

dépendante de FAM20C. Cette hypothèse serait compatible avec la ségrégation de DMX 

avec les mutations FAM20C. Des analyses supplémentaires sont nécessaires pour étudier les 

interactions entre FAM20C et la protéine FAM20A tronquée. 

 

 

Exception	DMX1	 FAM20A	muté	

Contrôle	

FAM20C	muté	
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Analyse Quantitative avec Progenesis 

Surnageants cellulaires 

*	Filtres	appliqués	:	p	value	<	0.05	;	Peptides	>	1	;	Power	>	0.8	

Note : sur chaque tableau excel est représenté l'ensemble des protéines identifiées lors de l'analyse 

entre le groupe "Contrôle" et un des patients "Muté". Les protéines qui passent tous les filtres 

statistiques sont grisées. 
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Culots cellulaires 

 

*	Filtres	appliqués	:	p	value	<	0.05	;	Peptides	>	1	;	Power	>	0.8	

Note : sur chaque tableau excel est représenté l'ensemble des protéines identifiées lors de l'analyse 

entre le groupe "Contrôle" et un des patients "Muté". Les protéines qui passent tous les filtres 

statistiques sont grisées. 

Analyse des processus biologiques et des voies de signalisation 

Une première analyse bio-informatique a été réalisée avec le logiciel Ingenuity Pathways 

Analysis commercialisé par QIAGEN. Cette analyse, basée sur les « fold-change » des 

protéines dérégulées, prédit l’augmentation ou la diminution de processus biologiques 

spécifiques. De même, le logiciel va permettre de déterminer les voies de signalisation qui sont 
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spécifiquement augmentées ou diminuées en fonction des mutations. Cette analyse est 

actuellement en cours. 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les résultats obtenus en analyse en composante principale indiquent qu’il existe des 

groupes de protéines spécifiques aux mutations FAM20A, aux mutations FAM20C et aux 

contrôles. Pour chaque mutation des protéines sous- ou sur représentées par rapport aux 

contrôles sont identifiées. 

FAM20A 

Nous avons dans un premier temps comparé les listes de protéines l’une à l’autre en ne 

cherchant que les protéines communes (diagramme utilisé).  

 

 

Liste	

DMX	

Liste	

WR	
Liste	

ZL	
Liste	

Prune	 Liste	

HP	

1	

2	

3	

4	
Liste commune à toutes les mutations FAM20A 
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La liste commune à toutes les mutations FAM20A est composée de 28 protéines soit sur 

représentées soit sous représentées pour chaque mutaton (Tableau). Il est remarquable 

d’observer un nombre élevé de protéines appartenant à la matrice extracellulaire et plus 

particulièrement celle liée au collagène de type I.  

Code Nom Fonction Abondanc
e 

Mut/Ctl 

Interactome/ 
expression 

ANGL2 Angiopoietin-
related protein 2 

Angiogenèse + n.d. 

ANXA
6 

Annexin A6 Protéine liant 
le calcium 

- n.d. 

CO1A1 Collagen alpha-1(I) 
chain 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

CO1A2 Collagen alpha-2(I) 
chain 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

CO3 Complement 3 Inflammation - N.D. 
CO3A1 Collagen alpha-

1(III) chain 
Composant 

structurel de la 
matrice 

extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

CO5A2 Collagen alpha-2(V) 
chain 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

CO6A1 Collagen alpha-
1(VI) chain 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1, CO1A2, 
CO6A1,CO6A2, 

COEA1 

CO6A2 Collagen alpha-
2(VI) chain 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1, CO1A2, 
CO6A1,CO6A2, 

COEA1 

COEA1 Collagen alpha-
1(XIV) chain 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1, CO1A2, 
CO6A1,CO6A2, 

COEA1 

GLCM Lysosomal acid 
glucosylceramidase 

 X X 

GNS Nacetylglucosamine
-6-sulfatase 

Métabolisme 
des 

groupements 
Heparan 
Sulfate 

+ n.d. 
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GPC1 Glypican 1 Protéglycane 
(HS) 

- GPC1, HSPG2 

HEXA B-hexosaminidase 
subunit alpha 

Métabolisme 
des 

groupements 
Heparan 
Sulfate 

- n.d. 

IBP7 Insulin-like growth 
factor-binding 

protein 7 

interacteur 
IGF-I et IGF-II 

+ n.d. 

LUM Lumican Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

MFGM Lactadherin Sérum X X 
MMP2 72 kDa type IV 

collagenase 
Métalloprotéas
e de la matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

NET1 Netrin 1 Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ Expression FG 

PAI1 Plasminogen 
activator inhibitor 1 

Régulation des 
cementocytes 

et des 
odontoblastes 

-  

PEDF Pigment 
epithelium-derived 

factor 

Facteur de 
croissance 

+ Ostéogenèse imparfaite 

PGBM Heparan sulfate 
proteoglycan core 

protein 

Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ GPC1, HSPG2 

POSTN Periostin Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

+ CO1A1,CO1A2,CO3A1
, CO5A2, LUM, 
MMP2, POSTN 

PTX3 Pentraxin 3 Inflammation -  
PXDN Peroxidasin Formation de 

la matrice 
extracellulaire 

+ Fibrose, induit par le 
TGF 

QSOX1 Sulfhydryl oxidase 
1 

Assemblage de 
la matrice 

extracellulaire 
(ponts 

disulfures) 

+  

TENA Tenascin Composant 
structurel de la 

matrice 
extracellulaire 

- POSTN, TENA 
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TGFB2 Transforming 
growth factor beta-

2 proprotein 

Angiogenèse + n.d. 

 

L’utilisation du logiciel STRING version 11.0 (SIB, EMBL) prédit deux types principaux 

d’interactions (interactomes): celui de la périostine (POSTN) (en rouge) et celui du collagène 

alpha1 (XIV) chain (COEA1) (en bleu) suggérant une interaction entre plusieurs protéines qui 

sont sur représentées chez les mutants FAM20A, c'est-à-dire POSTN, LUM, MMP2, COL1A1, 

COL1A2, COL3A1 et COL5A2 mais aussi CO6A1, CO6A2 et COEA1 pour les collagènes. 

Un interactome impliquant la ténascine (TENA) peut être mis en évidence mais contrairement 

aux autres protéines la matrice la ténascine est sous représentée. 

 

Interactome de la périostine (POSTN) et de ses partenaires (boules vertes) chez les  

patients FAM20A. Il s’agit de la chaîne alpha-1 (Col1A1) et alpha-2 (Col2A2) du collagène 

de type I, de la lumicane (LUM), de la métallo-protéase matricielle de type II (MMP2), de 

la chaîne alpha-1 du collagène de type III (Col3A1), et de la chaîne alpha-2 du collagène 

de type V (Col5A2). Par extension, les chaînes alpha-1, alpha-2 et alpha-3 du collagène de 

POSTN	

LUM	

MMP2	

Col1A1	

Col1A2	

Col5A2	

Col3A1	

Col6A1	

Col6A3	

Col6A2	

TENA	
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type IV peuvent être ajoutées à cet interactome via les collagènes de type I, III, et V. La 

ténascine (TENA) interagit avec POSTN mais elle est sous représentée. 

 

Trois facteurs diffusibles, l’angiopoietine 2 (ANG2), le PEDF et le TGFbéta2 (TGFB2) sont 

sur représentés dans le surnageant. Les autres protéines n’apparaissent pas de manière évidente 

interagir entre elles pour déterminer un interactome spécifique. 

Quelle serait la signification fonctionnelle de ces observations ?  

La périostine est impliquée dans le développement normal des dents, de l’os, du cœur 

et du rein. Chez l’adulte son expression est retrouvée dans certaines conditions pathologiques 

comme l’infarctus du myocarde, l’asthme ou la maladie rénale chronique. La périostine est 

aussi fortement exprimée au cours de la fibrose rénale. 

La périostine est impliquée dans plusieurs processus physiologiques tels que l’adhésion, 

migration, survie et prolifération cellulaires ou l’angiogenèse. Par sa capacité de lier des 

molécules de la MEC la périostine contribue au remodelage de la MEC ou la fibrillogenèse. 

L’augmentation de l’a-SMA, du collagène 1, de la periostine et du TGF-b contribuent à la 

pathogenèse de la fibrose. TGF-b favorise la différentiation des fibroblastes en 

myofibroblastes, la synthèse des protéines de la MEC et inhibe la dégradation par les 

métalloprotéases matricielles. Il a été proposé que la périostine serait une cible de la voie TGF 

-b dont l’augmentation contribuerait à la progression de la fibrose notamment pulmonaire, 

cardiaque ou rénale (Nanri Yasuhiro 2020, Hwang JH, 2017). La même interaction a été mis en 

évidence dans la fibrose associée à la dystrophie musculaire ou la sclérodermie (Kanaoka M, 

2018). 

Dans la littérature la boucle périostine-TGF-b implique les intégrines aVb3/b5 et les protéines 

Smad2/3. Nous ne savons pas comment l’absence ou le dysfonctionnement de FAM20A 

pourrait affecter cette voie de signalisation mais la fibromatose gingivale pourrait en être une 

des manifestations cliniques. Les études en cours montreront si l’inhibition de l’expression de 

la périostine serait suffisante pour atténuer le phénotype gingival.  

Il est connu aujourd’hui que des mutations dans Serpinf1 qui code pour la protéine 

sérique PEDF, conduisent à l’ostéogenèse imparfaite de type IV. L’absence ou la diminution 

des taux sériques de PEDF affectent la minéralisation osseuse et conduisent à la synthèse 
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d’‘ostéoides’. Les données de la littérature associent PEDF à l’induction de la différenciation 

des ostéoblastes et la régulation des protéines sécrétées de la matrice (Belinsky GS, 2016). 

PEDF est une glycoprotéine initialement identifiée dans le milieu de culture des cellules 

d’épithélium pigmentaire fétal et connu pour son activité anti-angiogénique, notamment anti-

VEGF. La surexpression de PEDF et de périostine a déjà été rapportée dans le contexte de la 

rétinopathie diabétique (Takada Michiya, 2010). Le mécanisme sous-jacent n’est pas défini 

mais la production de VEGF comme celle de la périostine pourrait dépendre de TGF-

b (Yoshino Hiroyuki, 2003).  Il est intéressant de noter que l’expression de VEGF augmente 

dans la gencive des patients ERS (Simancas, 2020).  

Notre analyse protéomique montre qu’ANG2, un facteur d croissance de la famille des 

angiopoiètines est aussi surexprimé. ANG1 et ANG2 agissent via le récepteur tyrosine kinase 

Tie2 et auraient des activités opposées. Le rôle d’ANG2 dans l’angiogenèse n’est pas clairement 

défini mais serait dépendant du contexte ; bien qu’ANG2 soit important dans le développement 

embryonnaire son rôle est surtout étudié dans des pathologies dont les maladies inflammatoires 

ou le cancer. Un des facteurs qui modulent l’expression d’ANG2 est VEGF ; les deux protéines 

auraient des effets additifs sur la perméabilité vasculaire. L’inhibition d’ANG2 et du récepteur 

de VEGF seraient des approches thérapeutiques utilisés dans certains cancers. 

L’analyse de l’expression de TGF-b, PEDF, VEGF, ANG2 et périostine dans les 

fibroblastes contrôle et mutants cultivés dans un milieu minéralisant nous donnera des 

indications sur l’implication de ces facteurs dans les altérations vasculaires et fibreuses 

observées. 

 

FAM20C 

Nous avons agi de la même façon avec les mutants FAM20C (deux mutations différentes). 

Nous obtenons une liste commune de 36 protéines sur ou sous représentées. 

Code Nom Fonction Abondance 
Mut/Ctl 

Interactome/ 
expression 

ANXA2 Annexin A2 Lie le calcium. Inhibe 

PCSK9 

- n.d. 
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COCA1 Collagen alpha-

1(XII) chain 

Interagit avec le 

collagène de type I en 

fibrilles 

- CO1A ? 

COFA1 Collagen alpha-

1(XV) chain 

Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

+ n.d. 

EMIL1 EMILIN1 Formation des fibres 

d’élastine 

- FN-LAM 

FBLN1 Fibulin-1 Interagit avec la 

fibronectine 

- FN-LAM 

FBLN2 Fibulin-2 Interagit avec la 

fibronectine 
- FN-LAM 

FBLN4 EGF-containing 

fibulin-like 

extracellular 

matrix protein 2 

Interagit avec la 

fibronectine 

- FN-LAM 

FINC Fibronectin Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

- FN-LAM 

FNDC1 Fibronectin type III 

domain-containing 

protein 1 

 

? 

- n.d. 

HTRA1 Serine protease 

HTRA1 

Sérine protease de 

proteins de la matrice 

extracellulaire dont la 

fibronectine 

- FN-LAM ? 

IBP5 Insulin-like growth 

factor-binding 

protein 5 

 

? 

- n.d. 

ISLR Immunoglobulin 

superfamily 

containing leucine-

rich repeat protein 

 

 

? 

- n.d. 

LAMA4 Laminin subunit 

alpha-4 

Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

- FN-LAM 
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LAMB2 Laminin subunit 

beta-2 

Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

- FN-LAM 

LAMC1 Laminin subunit 

gamma-1 

Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

- FN-LAM 

MAMC2 MAM domain-

containing protein 

2 

Protéoglycane + n.d. 

MMP1 Interstitial 

collagenase 

Clive spécifiquement les 

collagènes de type I, II 

et III 

- CO1A ? 

MXRA5 Matrix-remodeling-

associated protein 5 

Anti fibrotique, limite 

l’expression de Col1 et 

FN induit par le TGF 

- CO1A ? 

PAI1 Plasminogen 

activator inhibitor 

1 

Régulation des 

cementocytes et des 

odontoblastes 

+  

PCOC1 Procollagen C-

endopeptidase 

enhancer 1 

Augmente la 

degradation du 

collagène 

- n.d. 

PEDF Pigment 

epithelium-derived 

factor 

Facteur de croissance - n.d. 

PEPD Xaa-Pro 

dipeptidase 

Métabolisme du 

collagène 

- n.d. 

PODN Podocan Protéoglycane + n.d. 

POSTN Periostin Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

+ CO1A ? 

PSG4 Pregnancy-specific 

beta-1-glycoprotein 

4 

 

? 

+ n.d.   

QSOX1 Sulfhydryl oxidase 

1 

Assemblage de la 

matrice extracellulaire 

(ponts disulfures) 

+  
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SERPH Serpin H1 Chaperone du collagène + CO1A ? 

SFRP1 Secreted frizzled-

related protein 1 

Antagoniste des Wnts - n.d. 

SPON1 Spondin-1 Protéine matricellulaire -  

SPRC SPARC Protéine matricellulaire 

liant le calcium 

+ FN ? CO1A1 ? 

SVEP1 Sushi, von 

Willebrand factor 

type A, EGF and 

pentraxin 

 

 

? 

- n.d. 

TENA Tenascin Composant structurel de 

la matrice extracellulaire 

- FN-LAM 

TGM2 Protein-glutamine 

gamma-

glutamyltransferase 

2 

Modificateur de la 

matrice extracellulaire 

-  

TIMP1 Metalloproteinase 

inhibitor 1 

Inhibiteur des 

collagenases 

- CO1A ? 

TR11B tumor necrosis 

factor receptor 

superfamily 

member 11B 

Récepteur “leurre” de la 

voie RANK/RANKL 

+ Syndrome de 

Paget 

TSP2 Thrombospondin-2 Glycoprotéine + CO1A1?FN ? 

 

Cette liste indique un enrichissement de 9 protéines liées à un interactome centré sur la 

fibronectine (Fn) et la laminine (LAM). Ces 9 protéines de la matrice péricellulaire sont sous-

représentées dans le surnageant des mutants hypomorphes FAM20C. Par extension, la sérine 

protéase HTRA1 qui peut cliver FN et qui est sous représentée pourrait être ajoutée à cet 

interactome. 
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Interactome composite de la fibronectine (FN), de la laminine C1 (LAMC1) et de l’emiline1 

(EMIL1) et leurs partenaires (boules bleues) chez les mutants FAM20C. Chaque trait de couleur 

correspond à un type d’interaction validé par plusieurs techniques. 

Il existe aussi des protéines liées au métabolisme du collagène de type I mais elles ne forment 

pas un interactome clair (COCA1, MMP1, MXRA5, PEPD, SERPH, et SPARC). La tendance 

de cet interactome potentiel serait une diminution du métabolisme du collagène de type I.  Les 

autres protéines semblent se comporter individuellement. 

 

DISCUSSION 

Nous avons analysé le surnageant de cultures de fibroblastes gingivaux provenant de cinq 

patients ERS ayant des mutations distinctes du gène FAM20A.  L’analyse protéomique de 

chaque surnageant et la comparaison des listes en ne cherchant que les protéines communes et 

évoluant dans le même sens nous ont permis d’identifier une liste commune de 28 protéines 

TENA	

FN	

FBLN1	

FBLN2	

FBLN4	
LAMA4	

LAMB1	

LAMC1	

EMIL1	
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dérégulées chez tous les patients FAM20A. Cette liste nous permet de distinguer une tendance 

nette des fibroblastes déficients en FAM20A à produire une matrice extra cellulaire plus riche 

en collagène de type 1 (CO1A1 et CO1A2) et de ses collèges associés (CO3A2, CO5A1, 

CO5A2, et COCE1 un collagène d’ancrage). Cette augmentation de la matrice extra cellulaire 

en collagène porte la signature d’une tendance pro-fibrotique des fibroblastes gingivaux 

déficients en FAM20A. L’augmentation de la périostine, une protéine matricellulaire associée 

aux mécanismes de fibrose dans les modèles de néphropathie est aussi un acteur majeur de cet 

interactome collagénique. De manière intéressante, la tendance pro-fibrotique des fibroblastes 

gingivaux déficients en FAM20A peut être associée au phénotype gingival des patients ERS. 

En effet, les gencives des patients ERS se caractérisent par une hyperplasie gingivale fibreuse 

de sévérité variable.	Le tissu conjonctif gingival des patients ERS apparaît de plus en plus 

fibreux en profondeur avec des faisceaux riches en collagène allant dans tous les sens, et avec 

l’apparition de calcifications ectopiques rondes et focales près de l’os alvéolaire (De la Dure 

Molla et al., 2014 ; Simancas et al., 2020). Nous pouvons donc suggérer une association entre 

l’augmentation de l’expression d’un interactome collagènique par les fibroblastes gingivaux in 

vitro et le phénotype hyperplasie fibreuse riche en collagène. Les mécanismes par lesquels 

FAM20A contrôle la production de collagène sont difficiles à comprendre car les collagènes ne 

sont pas des cibles de l’activité FAM20A/FAM20C. De tous les membres de cet interactome, 

seule POSTN est un substrat de l’activité de FAM20C (Lin et al. 2020) mais le rôle de la	

phosphorylation n’est pas connu. Dans la sphère orale mature, POSTN est exprimée fortement 

au niveau des fibroblastes du ligament parodontal et plus précisément à la surface de l’os 

alvéolaire et du cément. Les fibroblastes du ligament parodontal expriment FAM20C mais pas 

FAM20A. 	

Le ligament parodontal (PDL) également appelé ligament alvéolo-dentaire est un tissu 

conjonctif entourant la racine des dents (entre le cément et l’os alvéolaire), très vascularisé et 



 

 99 

 

 

 

22	
	

innervé, il a une épaisseur de 0,15 à 0,38mm. Sa largeur diminue avec l’âge et il possède un 

taux de renouvellement élevé. Il joue trois grands rôles pour la dent : il est le support de cette 

dernière ; il absorbe les chocs lors de la mastication et est un récepteur sensoriel pour le 

positionnement de la mâchoire. Le PDL termine son édification au cours de l'éruption des dents. 

Le ligament parodontal est une source de cellules souches mesenchymateuses adultes dans les 

tissus dentaires et parodontaux. Ces cellules sont appelées PDLSC (PerioDontal Ligament Stem 

Cells). Ces dernières peuvent même être isolées à partir des dents extraites. Le ligament 

parodontal est principalement constitué de faisceaux de collagène, intégrant à la fois d’une part 

le cément et d’autre part l'os alvéolaire. Les fibres sont disposées selon des orientations 

spécifiques pour maximiser l’absorption des forces masticatoires. Nous savons depuis 

longtemps que ce ligament contient une population de cellules progénitrices et plus récemment, 

des études ont identifié une population de cellules souches humaines capables de se différencier 

en une lignée de cellules mésenchymateuses er de produire des cellules appelées « 

cémentoblastes-like », des adipocytes et du tissu conjonctif riche en collagène de type I, III et 

V. Les PDLSCs ont démontré leur capacité à régénérer les tissus parodontaux (cément, ligament 

parodontal et l'os alvéolaire) dans des modèles animaux expérimentaux. POSTN est exprimée 

largement dans la dent en développement, puis son expression devient restreinte au PDL. 

POSTN est essentielle au maintien de l’intégrité du PDL. Les souris nulles en POSTN 

développent un phénotype parodontal précoce (Rios et al., 2005 ; Norris et al., 2007). Le PDL 

est plus large et lâche, l’os alvéolaire est altéré avec une activité ostéoclastique accrue. Au 

niveau du PDL des souris nulles en POSTN, la maturation des fibrilles de collagène est 

anormale avec une diminution du diamètre et un manque d’assemblage entre les fibrilles (Rios 

et al., 2005 ; Norris et al., 2007). Des résultats similaires obtenus par Kii et al ont montré une 

éruption inappropriée des incisives. Leurs résultats suggèrent également que POSTN a des 

fonctions cruciales lors du remodelage de la matrice de collagène dans la zone de cisaillement 
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(Kii et al., 2006). De plus plusieurs protéines cruciales de la matrice extra cellulaire comme le 

collagène de type I, la fibronectine et la tenascine C présentent des anomalies de taux et de 

distribution dans le PDL des souris nulles en POSTN (Tabata et al., 2014). L’organisation des 

faisceaux de collagène est aléatoire avec des faisceaux partant dans toutes les directions, la 

fibronectine est anormalement déposée en paquets sur le soma cellulaire et la tenascine C est 

fortement diminuée (Tabata et al., 2014). L’ensemble de ces résultats montrent que POSTN 

joue un rôle crucial dans l’interaction et la distribution des protéines de la matrice extra 

cellulaire, collagènique ou non, suggérant que POSTN est essentiel à la préservation de 

l’intégrité du PDL. Nous suggérons que l’activité FAM20A, sans doute via FAM20C puisse 

jouer un rôle sur la fonction de la POSTN avec les protéines de la matrice extracellulaire dans 

les fibroblastes du PDL et de la gencive. 

Le rôle du facteur TGFbeta2 est aussi à explorer, en effet la voie de signalisation de TGFbeta 

est cruciale pour la différenciation des cémentoblastes. Il se pourrait que l’exposition des 

fibroblastes déficients en FAM20A avec des taux élevés de TGFb2 entraîne une tendance à se 

différencier plus facilement en cémentoblastes suivant les conditions de culture, par exemple 

en milieu minéralisant (Bosshart et al., 2015). 

FAM20C 

Normalement, la perte totale de fonction de FAM20C entraîne une mort précoce suite à 

des problèmes respiratoires. Les mutations des patients RS sont des mutations hypomorphes, 

en dehors du site catalytique de FAM20C (REF ACA).  

Le patron des protéines modifiées par les mutations hypomorphes de FAM20C est radicalement 

différent de celui de FAM20A. Il existe une diminution d’un interactome de 9 protéines centré 

sur la fibronectine (FN) et la laminine (LAM). FN contribue à la fois à organiser la matrice et 

à favoriser l'adhérence des cellules à la matrice extracellulaire. La protéine est libérée dans le 
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milieu extracellulaire sous forme globulaire soluble. Le contact avec les intégrines linéarise la 

molécule, qui peut ainsi s'associer avec ses homologues et d'autres composants de la matrice 

extracellulaire dont LAM. La FN joue un rôle important dans le guidage des cellules lors des 

migrations embryonnaires.	Chez l'adulte, FN joue également un rôle central dans les processus 

de cicatrisation. LAM est un gros complexe protéique flexible constitué de trois chaînes 

polypeptidiques, α, β et g. Les trois chaînes forment une croix asymétrique possédant plusieurs 

sites d'interaction avec les cellules et avec les autres composants de la matrice extracellulaire 

(collagène type IV et héparane sulfate). LAM est le constituant essentiel des lames basales. 

Dans certains tissus la matrice extracellulaire forme une couche fine compacte et résistante, la 

lame basale. On la trouve à la base de tous les feuillets épithéliaux et endothéliaux. La lame 

basale est produite par les cellules qui s'appuient ensuite sur elle. Elle est constituée de collagène 

de type IV, de LAM et de protéoglycanes. Le collagène de type IV ne forme pas de fibrilles 

mais il forme un réseau. Par exemple dans la peau, LAM contribue à la cohésion derme-

épiderme, et des mutations de ces protéines favorisent l'apparition d'ampoules (observées chez 

les patients atteints d'épidermolyse jonctionnelle bulleuse). Dans cet optique, on peut suggérer 

que les interactions entre les cellules épithéliales de l’épithélium gingival et les fibroblastes 

gingivaux du tissu conjonctif sous jacent soient défectueuses chez les patients RS. Acevedo et 

al. indiquent que la gencive d’un patient RS présente une acanthose avec des crêtes allongées, 

c'est-à-dire une hyperplasie irrégulière et une fibromatose à caractériser. De plus nous avons 

montré que FAM20C est exprimé par les cellules épithéliales (Simancas et al., 2020) et pourrait 

donc entraîner des anomalies du côté épithélial. En conclusion, les anomalies épithéliales 

observées dans le tissu conjonctif suggèrent des anomalies de la lame basale entre les cellules 

épithéliales et les fibroblastes du tissu conjonctif. En collaboration avec le Pr Acevedo des 

marquages histologiques des différents marqueurs de la lame basale (collagène IV, Laminine, 

Fibronectine…) seront très rapidement réalisés sur des gencives de patients RS.  
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Comme pour l’étude avec les patients ERS, nous allons évaluer le taux d’expression des ARNm 

des différents acteurs de l’interactome FN-LAM. Nous allons aussi analyser la voie de 

signalisation des intégrines, les récepteurs transmembranaires des FN-LAM. En parallèle nous 

allons étudier la réponse de ces gènes lorsque les cellules seront cultivées en milieu 

minéralisant. La liste des perspectives est non exhaustive connaissant le lien entre intégrine-

laminine et carcinogenèse. Il est aussi nécessaire d’analyser la localisation de POSTN sur les 

coupes de gencives de patient RS. 

En conclusion, l’activité de FAM20A et FAM20C influence la composition de la matrice 

extracellulaire. La déficience en FAM20A dans les fibroblastes gingivaux in vitro entraîne une 

augmentation des collagènes de type I, III, et V. Celle-ci pourrait être associée avec le 

phénotype d’hyperplasie gingivale fibreuse décrite dans les patients ERS. Cette matrice 

modifiée pourrait servir aussi de noyau à une minéralisation ectopique, condition qui serait 

favorisée par des taux élevés de phosphate.  

La déficience en FAM20C dans les fibroblastes gingivaux entraîne une diminution de la 

fibronectine et la laminine. Celle-ci pourrait expliquer en partie les phénotypes gingivaux, 

moins sévères, observés chez les patients RS.   
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3. EXPRESSION DE FAM20A DANS LE TISSU RENAL ET PROCESSUS DE 

MINERALISATION DANS DES CELLULES RENALES (HK2)  

 

 
3.1 CONTEXTE  

 

Alors que le phénotype oral est évident dès l'enfance, le phénotype rénal associé au 

syndrome ER peut être discret. Généralement silencieuse pendant la jeunesse, la 

néphrocalcinose peut s’accompagner avec l’âge d’une détérioration progressive de la fonction 

rénale ou d’une néphrolithiase (précipitation de calcium dans les urines).  

 

En général les mécanismes pathologiques de la néphrocalcinose sont associés à des 

anomalies métaboliques d’origine génétique ou des perturbations iatrogènes. Dans la plupart 

des cas, il existe une hypercalciurie, associée ou pas à une hyper-calcémie. Chez les patients 

ERS, les valeurs pour l'urée, la créatinine, les électrolytes sériques, l'hormone parathyroïdienne, 

la phosphatase alcaline ou encore la vitamine D sont dans les zones de normalité. Cependant 

on remarque que le taux de phosphate est toujours à la marge supérieure de la zone normale 

(Simancas et al., 2020).  

 

Le modèle murin d’inactivation de FAM20A ne rend pas bien compte de ce phénotype. En 

effet, chez les souris FAM20A décrites par Vogel et al (Vogel et al., 2012) les calcifications 

rénales sont occasionnelles. 

 

En ce qui concerne FAM20C et le phénotype rénal des patients atteints du syndrome de 

Raine les quelques données de la littérature rapportent une néphrocalcinose médullaire de 

sévérité moyenne chez les personnes atteintes de la forme non-létale (Elalaoui et al., 2016; 

Faundes et al., 2014).  

 

Nous voulons déterminer par quels mécanismes l’inactivation de FAM20A et/ou de 

FAM20C pourrait produire une néphrocalcinose chez l’homme. Pour ce faire nous avons choisi 

un modèle in vitro de cellules rénales humaines, les cellules HK2. Récemment, l’équipe de 

Franca Anglani a montré que les cellules HK2 forment des dépôts de phosphate de calcium 

lorsqu’elles sont cultivées en milieu ostéogénique (NH Osteo-Diff Medium, Miltenyi, milieu 

sans autre information). Cette formation de dépôts s’accompagne d’une trans-différenciation 
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des cellules épithéliales en cellules de type « ostéogénique ». Une mort cellulaire intense est 

aussi observée avec les corps apoptotiques servant de nidus aux calcifications (Priante, 

Gianesello, et al., 2019; Priante, Mezzabotta, et al., 2019).  

 

 

3. 2 OBJECTIFS 

 

L’objectif de ce travail préliminaire est de déterminer :  

1. Si les cellules HK2 sont capables d’induire la formation de dépôts de phosphate de 

calcium dans des conditions de culture « minéralisante », 

2.  Le patron d’expression de FAM20A et FAM20C dans les cellules HK2.  

 

 

3.3 MATERIEL ET METHODES 

 

3.3.1 Obtention de cellules  

 

Les cellules HK2 ont été obtenues par une collaboration avec l’équipe du Dr C. 

Chatziantoniou (laboratoire de Maladies Rénales Fréquentes et Rares : des Mécanismes 

Moléculaires à la Médecine Personnalisée, INSERM UMR S 1155, Sorbonne Université, 

Paris). Les cellules HK2 ont été cultivées et amplifiées dans un milieu de prolifération constitué 

de DMEM à faible teneur en glucose (DMEM-LG 1g/L Gibco®) contenant 10% de sérum de 

veau fœtal (SBF), 1% d'acides aminés non essentiel (Gibco®), 1% de la pénicilline / 

streptomycine (100 mg / ml) (Gibco®) et 0.5% d'amphotéricine B (2 ng / ml) (Gibco®). Les 

cellules ont été incubées à 37°C dans une atmosphère humide à 5% de CO2. Le milieu de culture 

est remplacé deux fois par semaine jusqu’à la confluence des cellules (80-90%).  

 

3.3.2 Induction minéralisante   

 

La minéralisation a été induite en cultivant les cellules dans du DMEM-LG 1g/L (Gibco®), 

10% de SBF (Gibco®), 1% d'acides aminés non essentiel (Gibco®), 1% de pénicilline / 

streptomycime (Gibco®), 0,5% d'amphotéricine B (Gibco®) ainsi que 10 mM de glycérol-2-

phosphate (Sigma) et 50 ng / mL d'acide ascorbique. Toutes les cellules en culture ont été 

soumises à 7, 14 et 21 jours d'incubation afin d'observer la minéralisation. 
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3.3.3 Coloration au rouge alizarine 

 

La présence ou absence de calcification a été analysée par une coloration au rouge alizarine 

(Sigma-Aldrich). Les cellules HK2 ont été ensemencées dans des plaques à six puits, incubées 

dans des milieux standard ou minéralisant pendant 7, 14, et 21 jours, puis lavées deux fois avec 

du PBS et ensuite fixées dans du formaldéhyde à 4% (Sigma) pendant 15 minutes. Après deux 

lavages avec de l’eau distillée, une solution de rouge alizarine à 40mM (pH 4,1) a été ajoutée. 

Les plaques ont été incubées pendant 20 minutes à température ambiante sous agitation. 

Ensuite, les puits sont lavés quatre fois avec de l'eau distillée pour éliminer l'excès de colorant. 

Les monocouches des cellules HK2 colorées sont visualisées sous microscopie à contraste de 

phase (Axiovert 135, Zeiss).  

 

3.3.4 Immunocytochimie 

 

Les cellules HK2 ont été ensemencées dans un système de lames de chambre à huit puits 

(Thermo Scientific, Nunc Lab-Tek), incubées dans des milieux standard et minéralisant. Une 

fois en confluence, les cellules HK2 sont fixées en utilisant 4% de paraformaldéhyde à 4°C. 

Ensuite, les cellules ont été perméabilisées dans 0,5% de Triton X-100 et incubées dans une 

solution de 1% de BSA/1% glycine à température ambiante. Après le blocage des sites non 

spécifiques, les sections ont été incubées pendant 2 h à température ambiante ou pendant une 

nuit à 4 ° C avec des anticorps primaires ; lapin anti-FAM20A (1/250; OACD03385; Aviva), 

lapin anti-Fam20C (1/250; OAAB01003; Aviva). Les anticorps secondaires utilisés sont 

couplés à  AlexaFluor 488 d’âne anti-lapin ou Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, 

West Grove, PA, États-Unis; 1: 500). La coloration nucléaire est obtenue avec du Hoechst 

33342 (Thermo Fisher Scientific) à température ambiante durant 20 minutes. Les images sont 

obtenues par microscopie confocal (Zeiss LSM8) et traitées en utilisant les logiciels ZEN 

(Zeiss) et ImageJ. 

 

 

3.4 RESULTATS 

 

L’influence de milieu « minéralisant » a été étudiée dans des cellules HK2 après 7, 14 et 21 

jours et comparée au milieu de prolifération « standard ». Nous observons l’apparition de 

quelques foyers de minéralisation après 7 jours de culture (Figure 25 D, D’). Après 21 jours, 
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les cultures HK2 en condition minéralisante sont remplies de dépôts de calcium. Ces dépôts 

sont de taille variable (Figure 25 F, F’ et G). Les plus gros sont entourés de cellules ayant 

perdu leur morphologie initiale (Figure 25 G). Les plus petits sont intracellulaires. Ces résultats 

préliminaires montrent que dans nos conditions minéralisantes (beta-glycérophosphate et 

vitamine C) les cellules HK2 forment des dépôts contenant du calcium. 

 

 

 

Figure 25. Coloration au rouge alizarine de cellules HK2 cultivées en milieu prolifératif (A-C, 

A’-C’) ou en milieu minéralisant (D-G, D’-F’) après 7 jours, 14 jours et 21 jours. (D’, E’) Un 

début de minéralisation est observé après 7 jours (D’) ou 14 jours (E’). 
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Nous montrons par immunocytochimie que FAM20A et FAM20C sont exprimés par les 

cellules HK2 après 7 jours de culture en condition standard (Figure 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Immunolocalisation de FAM20A (A) et de FAM20C (B) dans les cellules HK2 après 

une semaine de culture en condition proliférative. 

 

 

3.5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Les cellules HK2 sont capables d’induire des amas minéraux dans nos conditions de culture. 

Dans les conditions de culture de Priante et al., (Priante, Ceol, et al., 2019) la formation d’amas 

minéraux est associée à une apoptose et une trans-différenciation des cellules vers un phénotype 

ostéogénique, c'est-à-dire une expression de Runx2, d’ostéonectine et de phosphatase alcaline. 

Nous voulons réaliser le même type d’expériences, c’est dire déterminer par RT-PCR 

quantitative et par immunohistochimie les niveaux d’expression de marqueurs ostéogéniques 

tel que BMP2, Runx2, Ostérix, Périostine, FAM20A et FAM20C ou la phosphatase alcaline 

dans nos conditions de culture. Nous analyserons aussi la mort cellulaire par le marquage 

TUNEL et l’activation de la voie apoptotique finale caspase 3/caspase 9. 

 

Nous montrons que FAM20A et FAM20C sont exprimés dans les cellules HK2 après une 

semaine de culture en condition standard. Nous voulons maintenant étendre cette étude 

immunohistochimique sur des cultures à plus long terme et en condition « minéralisante ». De 

plus nous préciserons leurs localisations cellulaires, appareil de Golgi, réticulum 

endoplasmique, vésicule de sécrétion et milieu extracellulaire. Après cette analyse exploratoire 
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nous invaliderons par ARN interférence l’expression de FAM20A et/ou FAM20C dans les 

cellules en condition normale et minéralisante et noterons s’il existe une différence dans la 

cinétique d’apparition des dépôts calciques. 
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4. ANALYSE ULTRA-STRUCTURALE DES AMELOBLASTES ET DE LA MATRICE 

DE L’EMAIL CHEZ LA SOURIS DEFICIENTE EN FAM20A  

 

4.1 CONTEXTE  

 

Les données de la littérature indiquent que les mutations de FAM20A entraînent une 

amélogenèse imparfaite hypoplasique, c'est-à-dire formation d’un émail dont l’épaisseur est 

diminuée.  

 

Plusieurs lignées de souris invalidées pour FAM20A ont été produites et toutes présentent 

une amélogenèse imparfaite hypoplasique proche de celle qui est observée chez l’homme 

(Vogel et al., 2012; L. Li et al., 2019). La caractérisation de ces souris a montré que les 

améloblastes de sécrétion sont détachés de la surface de l’émail, perdent leur polarité apico-

basale et produisent des nodules calcifiés ou « enameloids », à la place de l’émail. L’expression 

des gènes codants pour les protéines de la matrice amélaire, c'est-à-dire l’amélogénine et 

l’améloblastine est diminuée. De plus, il y a une forte réduction de FAM20C (L. Li et al., 2019). 

Ces résultats indiquent que FAM20A est essentiel pour l’amélogenèse.  

 

Nous avons caractérisé au niveau ultra-structural en microscopie électronique à 

transmission les anomalies des améloblastes sécréteurs ainsi que la nature des nodules calcifiés 

ou « enameloids » dans la matrice de l’émail.  

 

Dans un premier temps, nous avons analysé la localisation ultrastructurale de 

l’amélogénine, de FAM20A et FAM20C dans des améloblastes de souris normales. Enfin, nous 

avons aussi examiné la distribution de l’amélogénine, chez la souris invalidée pour Fam20a. 

 

 

4.2 MATERIEL ET METHODES 

 

4.2.1 Modèle murin 

 

Les souris FAM20A -/- ont été générées au laboratoire de Génétique Moléculaire de 

Lexicon Pharmaceuticals Incorporated à The Woodlands, Texas 77381, États-Unis. La 

construction réalisée a consisté en la suppression et au remplacement du premier exon codant 
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du gène d’intérêt, FAM20A, par des cellules souches embryonnaires (ES) contenant le gène 

rapporteur LacZ et le gène de la néomycine, en utilisant un vecteur pKO Scrambler NTKV-

1901 (Stratagene, La Jolla, CA) (Vogel et al., 2012)(Figure 27). Ces cellules ont ensuite été 

réinjectées à des souris pseudo-gestantes pour donner naissance à des souris mosaïques, qui, 

par croisement, ont permis d’obtenir la délétion d’une copie du gène FAM20A dans l’ensemble 

des cellules chez les souris hétérozygotes de seconde génération. Les croisements successifs de 

ces animaux hétérozygotes ont permis l’obtention de souris homozygotes nulles pour FAM20A. 

 

La reproduction et l’élevage des souris sont assurés à l’animalerie de l’institut de recherche 

en santé bucco-dentaire (Faculté de Chirurgie Dentaire, Université d'Alabama à Birmingham - 

États-Unis). Afin d’étudier l’expression de FAM20A et les conséquences de son invalidation, 

nous avons retenu les incisives de souris de 3 et 7 mois. Les souris CD1 sauvages du même âge 

ont été utilisées comme contrôle. 

 
 
 

 
Figure 27. Stratégies de ciblage de mutation du gène FAM20A. La recombinaison homologue 
entre le vecteur ciblant pKO Scrambler NTKV-1901 et le gène Fam20a a entraîné le 
remplacement de l'exon 1. Les sites de reconnaissance d'enzymes de restriction sont indiqués 
par EcoRI. ATG représente le site de départ de la traduction(Vogel et al., 2012).  

 
 

4.2.2 Prélèvement des souris 

 

Après sacrifice des animaux, les mandibules ont été disséquées et soigneusement 

débarrassées de tous les tissus mous. La dissection a débuté par la partie postérieure de la 
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mandibule isolant ainsi l’os basal. L’os alvéolaire situé au-dessus des incisives a alors été 

prélevé. À l’aide d’un bistouri, la partie osseuse inférieure de la mandibule située sous l’incisive 

a pu alors être retirée. Ces dissections ont été réalisées sur 3 animaux de chaque génotype 

(Fam20a -/- et Fam20a contrôles). 

 

4.2.3 Microscopie électronique 

 

La microscopie électronique à transmission (MET) est une technique permettant des 

analyses morphologiques, structurales et chimiques d’échantillons solides à l’échelle atomique. 

C’est une technique puissante qui repose sur l’interaction des électrons avec la matière et la 

détection des électrons ayant traversé l’échantillon. Le MET utilise un faisceau d’électrons pour 

illuminer l’échantillon. Les échantillons étudiés au cours de ce travail sont coupés 

préalablement à une épaisseur comprise entre 50 et 70 nm afin d’assurer la perméabilité aux 

électrons. 

 

Une multitude d’informations peut être obtenue par MET comme l’épaisseur des couches 

dans des empilements complexes, la morphologie des matériaux en coupe, leur structure 

(amorphe ou organisée), la nature des défauts cristallins, l’orientation cristalline ou encore la 

taille des grains pour les échantillons polycristallins (Williams & Carter, 2009). 

 

4.2.4 Préparation des échantillons 

 

Les prélèvements d’incisives destinés aux analyses pour la Microscopie Electronique à 

Transmission (MET) ont été inclus en résine LR White 

 

4.2.4.1 Inclusion en résine LR White 

 

Pour la réalisation des immunodétections, les échantillons prélevés sur les souris Fam20a -

/- et contrôle ont été déshydratés et inclus dans la résine LR White (Sigma-Aldrich) afin de ne 

pas dénaturer les épitopes. Les incisives ont été auparavant fixées une nuit à 4°C par immersion 

dans une solution de Phosphate Buffer Saline (PBS, Euromedex, France) contenant 4% de 

paraformaldéhyde, PFA (Sigma-Aldrich) et de 0,1% de glutaraldéhyde (Sigma-Aldrich) avant 

d’être rincées dans du PBS. Elles ont été ensuite déshydratées 15 minutes chacune dans des 

bains d’alcool de concentration croissante (30, 50, 70, 95% et 100%). Puis, des imprégnations 
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en résine LR White par immersions successives ont été réalisées dans un automate d’inclusion 

à – 20°C (Leica, France).  

 

4.2.4.2 Coupes ultrafines 

 

Des coupes ont été réalisées grâce à un ultra-microtome Leica (UCT). En premier lieu, des 

coupes semi fines d’environ 2µm d’épaisseur ont été colorées au bleu de toluidine et ont été 

observées au microscope optique. Dans la zone d’intérêt, identifiée sur la coupe semi fine, des 

coupes ultrafines d’environ 70nm d’épaisseur ont été réalisées à l’aide d’un couteau de diamant. 

Elles ont été ensuite récupérées sur une grille de nickel recouverte de formwar. 

 

4.2.4.3 Colorations 

 

Pour obtenir un contraste suffisant, les échantillons déposés sur la grille ont été colorés 

pendant 25 minutes à l’acétate d’uranyle et 10 minutes dans le citrate de plomb respectivement. 

 

4.2.4.4 Observation microscopique 

 

Les grilles ont été observées sous un microscope électronique PHILIPS Tecnai 12 équipé 

d'une caméra CCD (SiS 1Kx1K Keen View) commandée par le logiciel iTEM à l’Institut 

Jacques Monod (Université de Paris). Les images ont été ensuite traitées par ImageJ et 

DigitalMicrograph. 

 

4.2.4.5 Immunolocalisation ultrastructurale 

 

Des coupes des incisives FAM20A -/- et contrôles incluses dans la résine LR White 

déposées sur une grille de nickel recouverte d’un film de carbone ont été utilisées pour 

l’immunolocalisation ultrastructurale des protéines FAM20A, FAM20C et amélogénine. Les 

coupes ont été incubées dans 50 µl de 0,05 M de glycine (Sigma-Aldrich) dans du PBS 1X 

pendant 20 minutes, suivies par 2 rinçages dans une solution tampon (AURION BSA-cTM 5%, 

France) pendant 5 minutes. Elles ont ensuite été transférées sur l’anticorps anti-FAM20A (D-

17) :sc-164308 (Santa Cruz Biotechnology, INC, USA) dilué au 1/20, anti-DMP4 (FAM20C) 

PA5-244463 (ThermoFisher scientific, France) dilué au 1/20 et anti-AMELX ab59705 (Abcam, 

Angleterre) dilué au 1/40 pendant une nuit à 4 °C. 
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Après une série de rinçages, les coupes ont été transférées à des gouttes contenant des 

particules d'or de 18 nm Colloidal Gold AffiniPure Donkey Anti-Goat (H+L) (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc., USA), sur des grilles incubées précédemment avec 

l’anticorps anti-FAM20A et 18 nm Colloidal Gold AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., USA), sur des grilles incubées avec les anticorps 

anti-FAM20C et Anti-AMELX pendant 1h. Après rinçage, les grilles ont été mises deux fois 

sur PBS pendant 5 minutes, puis elles ont été post-fixées dans du glutaraldéhyde à 2% (Sigma-

Aldrich, France) dans du PBS 1X pendant 5 minutes et finalement lavées avec de l'eau distillée. 

 

Toutes les étapes d'incubation ont été effectuées à température ambiante. Dans l’étape 

finale, les grilles ont été colorées avec de l'acétate d'uranyle et du citrate de plomb. Elles ont été 

observées sous un microscope électronique PHILIPS Tecnai 12 équipé d'une caméra CCD (SiS 

1Kx1K Keen View) fonctionnant à une tension d'accélération de 80 kV. 

 

 

4.3 RESULTATS  

 

4.3.1 Immunolocalisation ultrastructurale de l’amélogénine chez la souris contrôle 

 

La distribution de l’amélogénine dans les améloblastes est caractéristique et bien décrite dans 

la littérature (Nanci & TenCate, 2018). Nous avons focalisé notre étude à un moment particulier 

de l’amélogenèse, le stade de la sécrétion, c’est-à-dire le moment ou les améloblastes produisent 

de manière abondante la matrice amélaire nécessaire à la minéralisation de l’émail (Figure 28). 

Nous observons un marquage homogène dans les cellules de soutien des améloblastes au niveau 

du stratum intermédium (Figure 28 A). Dans les améloblastes sécréteurs, le marquage de 

l’amélogénine se localise finement au niveau du réticulum endoplasmique (Figure 28 B), et de 

l’appareil de Golgi (Figure 28 C, D). Un marquage beaucoup plus intense est localisé au niveau 

des prolongements de Tomes dans des vésicules de gros diamètre, probablement des vésicules 

sécrétoires (Figure 28 E). Dans la matrice extracellulaire, de nombreuses particules sont 

présentes dans l’émail interprismatique et dans les prismes (Figure 28 F). 
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4.3.2 Immunolocalisation ultrastructurale de FAM20A chez la souris contrôle 

 

L’immunolocalisation de FAM20A en MET dans les améloblastes de sécrétion montre des 

particules d'or (Figure 29 A) en proche périphérie du réticulum endoplasmique, dans le 

compartiment golgien ainsi que dans des petites vésicules (Figure 29 B). Dans les 

prolongements de Tomes, le marquage FAM20A semble toujours associé à des structures de 

type réticulum endoplasmique et des petites vésicules (Figure 29 C). Nous trouvons aussi 

FAM20A dans la matrice amélaire (Figure 29 C, D). 

 

 

Figure 28. Immunolocalisation ultrastructurale de l’amélogénine chez la souris contrôle. 

Immunolocalisation de l’Amélogénine dans lestratum intermedium (A), le réticulum 

endoplasmique (B), le compartiment golgien (C, D), les prolongements de Tomes (E) et dans 

l’émail (F). si stratum intermedium ; reg :réticulum endoplasmique granuleux ; pT : 

prolongements de Tomes ; ei :émail interprismatique ; p : prisme de l’émail ; ip : substance 

interprismatique. Échelle barre noire (A, B, C, D, E, F) =1 µm. 
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Figure 29. Immunolocalisation ultrastructurale de FAM20A et de FAM20C dans les 

améloblastes au stade de sécrétion chez la souris contrôle. Immunolocalisation de FAM20A 

dans le réticulum endoplasmique (A), dans l’appareil de Golgi (B), le prolongement de Tomes 

et l’émail interprismatique (C) ainsi que dans l’émail (D). Immunolocalisation de FAM20C 

dans l’appareil de Golgi (E), le prolongement de Tomes, l’émail interprismatique (F) et dans 

l’émail (G).   pT : prolongements de Tomes ; ei :émail interprismatique. Échelle barre noire (A, 

B, C, D, E, F) =1 µm.  

 

 

4.3.3 Immunolocalisation ultrastructurale de FAM20C chez la souris contrôle 

 

L’immunomarquage de FAM20C montre très peu de particules d'or dans le stratum 

intermedium. Au niveau des améloblastes, le marquage FAM20C se situe au niveau d’une 

région intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi (Figure 29 E). Un 

immunomarquage vésiculaire et en proximité de la membrane plasmique est observé dans les 

prolongements de Tomes. Dans le milieu extracellulaire FAM20C est observé dans la matrice 
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de l’émail interprismatique (Figure 29 F). Certaines particules d’or ont été mises en évidence 

sur les prismes de l'émail (Figure 29 G). 

 

4.3.4 Caractéristiques ultrastructurales des améloblastes chez la souris ERS  

 

Dans la littérature, il est mentionné une désorganisation profonde de la couche des 

améloblastes. Nous confirmons cette désorganisation des améloblastes. Nous observons aussi 

une mort cellulaire intense, des corps pycnotiques sont présents dans la matrice amélaire 

(Figure 30 A, B). Dans cette matrice, de nombreuses calcifications circulaires (ou enameloids) 

de différentes tailles sont mises en évidence (Figure 30 C, D). 

 

4.3.5 Immunolocalisation ultrastructurale de l’amélogénine chez la souris ERS 

 

Dans l’incisive d’une souris normale, les améloblastes sécréteurs produisent une matrice 

extracellulaire permettant la poursuite de la minéralisation en émail en regard de la dentine 

(Figure 31 A). Chez les souris Fam20A KO, il existe une couche minérale mince au-dessus de 

la dentine, son aspect en coloration classique indique un minéral immature. Comme indiqué 

précédemment, il existe une grande désorganisation des cellules au niveau d’une pseudo-

couche d’améloblaste. Plus précisément, une couche de cellules allongées ressemblant à des 

fibroblastes se trouve en contact avec la mince couche de minéral du côté dentine. Du côté 

stratum, des calcifications ovoïdes de taille variée, des corps apoptotiques et des cellules sans 

morphologie distinctive se mélangent dans une matrice à l’aspect fibreux (Figure 31 B). Nous 

observons que l’amélogénine se trouve dans le cœur des calcifications ovoïdes, les 

« enameloids », agrégats d’émail très imparfait. (Figure 31 C-F). Nous observons aussi des 

agrégats d’amélogénine dans les cellules bordant les enameloids. Les agrégats se distinguent 

par une immunoréactivité très intense et une localisation en périphérie d’un appareil de Golgi 

atrophique (Figure 31 D). Des nombreuses particules d’or ont été associées dans la structure 

interne des minéralisations (Figure 31 E, F). La présence de l’amélogénine à cet endroit 

suggère que sa participation à la formation de cet émail anormal. 
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Figure 30. Caractérisation ultrastructurale des améloblastes chez la souris ERS. (A,B) 

Améloblastes dépolarisés au stade de sécrétion (flèches). (C, D) Matériaux minéralisés dans la 

matrice de l’émail sévèrement perturbé. N, noyau ; rER, réticulum endoplasmique rugueux ; 

ME, minéralisations ectopiques. Échelle barre noire de 2.5µm : A B C D. 
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Figure 31. Immunolocalisation ultrastructurale de l’amélogénine chez la souris ERS. (A) Semi 

fine d’une incisive chez la souris WT. (B) Semi fine d’une incisive chez la souris ERS. 

Immunolocalisation de l’amélogénine à l’extérieure des nodules minéralisés ; dans la matrice 

de l’émail (C) et l’appareil de Golgi (D). Nodule minéralisé dans la matrice de l’émail 

montrant de nombreuses particules d’or colloïdal dans certaines parties de sa structure. si : 

stratum intermédiaire ; am : améloblastes ; od : odontoblastes ; de : dentine ; en : enameloids; 

sa :substance amorphe. Échelle barre noire : (C)= 5 µm ; (D) 1 µm ; (E, F) = 2 µm. 
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4.4 DISCUSSION 

 

 Les patients ERS souffrent d’amélogenèse imparfaite de type hypoplasique qui se 

manifeste par une quasi-absence de l’émail (de la Dure-Molla et al., 2014). Pour FAM20C, 

l'équipe d'Acevedo a rapporté 5 cas issus de 2 familles brésiliennes consanguines avec un 

syndrome de Raine atténué (Acevedo et al., 2015). Ces patients présentaient une amélogenèse 

imparfaite de type hypoplasique. La littérature indique que FAM20A est exprimé dans les 

améloblastes et à un moindre degré dans les odontoblastes (Li et al., 2016; O’Sullivan et al., 

2011; Wang et al., 2014) alors que FAM20C est fortement exprimé au niveau des améloblastes 

et des odontoblastes (Wang et al., 2010; Du et al., 2015). FAM20A forme un complexe 

fonctionnel avec FAM20C, ce qui augmenterait l’activité catalytique de FAM20C et sa 

sécrétion (Cui et al., 2015; Ohyama et al., 2016). Tout ceci indique que dans les améloblastes 

FAM20A et FAM20C coopèrent pour activer leurs substrats, comme l’amélogénine et 

l’énaméline et constituer une matrice extracellulaire propice à la minéralisation de l’émail. 

 

Cette phosphorylation des substrats se situerait à partir des citernes golgiennes en trans, 

vésicules sécrétoires et milieu extracellulaire (Tagliabracci, Xiao, et al., 2013). Wang et al 

(Wang et al., 2014). L’expression de FAM20A dans l’appareil de Golgi des améloblastes de 

sécrétion a été observée en microscopie confocale (Li et al., 2016; O’Sullivan et al., 2011).  

 

Nous avons réalisé l’analyse par microscopie électronique à transmission (MET) de 

FAM20A et FAM20C dans les améloblastes de sécrétion. Cette analyse montre que FAM20A 

est localisé majoritairement sur la surface externe et aux alentours du réticulum endoplasmique 

rugueux (REG), plus parcimonieusement au niveau de l’appareil de Golgi et des vésicules 

sécrétoires au niveau du prolongement de Tomes. FAM20A est aussi localisé dans la matrice 

extracellulaire de la couche prismatique, c'est-à-dire dans la gaine des prismes. La localisation 

de FAM20C est différente. FAM20C est majoritairement localisé dans l’appareil de Golgi et 

les vésicules de sécrétion du prolongement de Tomes. FAM20C est aussi localisé dans la 

matrice extracellulaire des prismes. S’il existe une interaction entre FAM20A et FAM20C elle 

s’effectue certainement au niveau des vésicules sécrétoires et de la matrice extracellulaire de la 

couche prismatique. Ceci suggère que FAM20C peut avoir une activité peu dépendante de 

FAM20A dans l’appareil de Golgi, mais apparemment plus dépendante dans les vésicules 

sécrétoires et la matrice extracellulaire. Les localisations de FAM20A sur la face externe du 

REG et peut être dans des vésicules naviguant entre le REG et l’appareil de Golgi (ERGICs) 
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sont étonnantes et restent à éclaircir. La nature des interactions entre FAM20A et FAM20C 

dans ces compartiments est aussi à découvrir. 

 

L’analyse ultrastructurale des améloblastes chez les patients l’ERS est impossible. Nous 

avons réalisé cette analyse sur des améloblastes provenant du modèle de souris FAM20A -/-

(Vogel et al., 2012). Ce modèle nous a permis de mettre en évidence le détachement des 

améloblastes de la dentine dès le stade de présécrétion. Les améloblastes ont perdu leur 

morphologie colonnaire et une perte de polarité a été identifiée. Sur la dentine, on distingue une 

couche très mince probablement faiblement minéralisée dont l’origine n’est pas encore 

identifiée. Dans la couche des améloblastes fortement désorganisée, des calcifications ovoïdes 

remplis de protéines (ou enameloids) se retrouvent mélangées avec des cellules en train de 

dégénérer. On retrouve des débris apoptotiques. Nous retrouvons aussi des cellules avec un 

appareil de Golgi anormal avec des agrégats d’amélogénine. Ce dernier signe semble indiquer 

que les améloblastes semblent souffrir d’une dégénérescence liée à l’agrégation anormale 

d’amélogénine. Reste à savoir si cette agrégation anormale est liée au manque de 

phosphorylation par FAM20A/FAM20C de l’amélogénine, qui deviendrait insoluble ou bien à 

un manque de veille du système UPR. Il a été montré récemment que FAM20C activait le 

système UPR lors du stress du réticulum endoplasmique induit pharmacologiquement (Yu et 

al., 2020). Pour être complet, il est à souligner que la pseudo-matrice amélaire produite par les 

améloblastes des souris Fam20C-/- ressemble à celle de la souris Fam20A -/- (Wang et al., 

2012; Wang, Jung, et al., 2013; Vogel et al., 2012) cependant l’amélogénine n’a pas été 

analysée aussi finement. 

 

En plus de la caractérisation ultrastructurale de l’amélogénine en intracellulaire, nous avons 

analysé la distribution de l’amélogénine dans la matrice extracellulaire.  L’amélogénine se 

retrouve en amas intense dans les calcifications ovoïdes présents dans la couche présumée 

d’émail. Ces calcifications qui présentent une matrice protéique interne constituée 

d’amélogénine sont appelés « enameloids ». A ce stade d’analyse il est difficile de dire si ces 

calcifications proviennent d’une sécrétion d’amélogénine sous forme d’agrégat puis d’une 

calcification ou bien d’un fantôme d’améloblaste apoptotique qui va concentrer les agrégats 

d’amélogénine et fournir une matrice favorable à une minéralisation anarchique. 

 

Ceci est en parfaite cohérence avec les travaux de l’équipe de Margolis qui avait montré 

que la phosphorylation de la sérine-16 de l’amélogénine et du peptide d’amélogénine riche en 
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leucine (LRAP (+P)) (produit d’épissage à l’amélogénine), avait un impact dans l’assemblage 

et la minéralisation des protéines in vitro. De ce fait, la phosphorylation de l’amélogénine induit 

des modifications structurelles qui peuvent affecter de manière critique l’auto-assemblage et sa 

capacité à stabiliser l’ACP au début de la formation de l’émail (Le Norcy et al., 2011; Yamazaki 

et al., 2017). Plus récemment, l’analyse des souris transgéniques « knockin (KI) » porteuses 

d’une substitution de la sérine-16 en alanine a montré une couche d’émail hypoplasique avec 

des calcifications ovoïdes de type « enameloids » (Shin et al., 2020), un phénotype assez proche 

de l’émail des souris FAM20A. Bien que la sécrétion de l’amélogénine mutée ne soit pas 

réellement discutée, il est mentionné que l’origine des « enameloids » est intracellulaire. 

 

En conclusion, la phosphorylation de l’amélogénine par le complexe FAM20A/FAM20C, 

localisations à préciser empêcherait l’agrégation de l’amélogénine dans les compartiments 

intracellulaires et permettrait sa sécrétion dans la matrice extracellulaire. La perte de 

phosphorylation entraînerait une agrégation anormale et toxique de l’amélogénine, comme pour 

les protéines précurseurs de l’amyloïde ou du prion dans les neurones, entraînant la mort des 

cellules puis des calcifications de type « enameloids ». 
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CHAPITRE III : CONCLUSION 
 

 
Le gène FAM20A code pour une pseudokinase, c'est-à-dire une protéine capable de lier 

l’ATP mais n’ayant pas d’activité catalytique. D’après la littérature, FAM20A agirait comme 

co-facteur de FAM20C, une caséine kinase du Golgi apparentée à FAM20A. FAM20A 

augmenterait l’activité de FAM20C et sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. Chez 

l’homme, les mutations du gène FAM20A sont à l’origine du syndrome émail-rein (ERS) 

caractérisé par une amélogenèse imparfaite, un retard d’éruption, une hyperplasie gingivale 

fibreuse avec des calcifications et une néphrocalcinose. Chez l’homme, les mutations du gène 

FAM20C sont à l’origine du syndrome de Raine (RS) caractérisé par une ostéosclérose 

généralisée létale peu de temps après la naissance, une amélogenèse imparfaite et des anomalies 

cérébrales comprenant des calcifications. Il existe aussi de rares cas de RS non létal. Chez ces 

patients, on observe aussi une hypertrophie gingivale mais sans calcifications. Les différences 

phénotypiques observées entre les deux syndromes s’expliquent essentiellement par deux 

mécanismes. Le premier est lié à la différence d’expression tissulaire entre FAM20A et 

FAM20C, certains tissus co-expriment FAM20A et FAM20C (améloblastes, odontoblastes…) 

alors que d’autres majoritairement FAM20C (ostéoblastes, cémentoblastes…) ou 

majoritairement FAM20A (vaisseaux…). Le deuxième est lié aux niveaux de phosphate, de 

calcium et de FGF23. En effet, les patients RS présentent une hypophosphatémie liée au FGF23, 

cible de FAM20C (Takeyari et al., 2014; Kinoshita et al., 2014), alors que les patients ERS 

présentent des taux à limite supérieure en phosphate. 

 

Dans mon travail de thèse, j’ai exploré les conséquences physiopathologiques de 

l’invalidation du gène FAM20A : 1) dans la gencive d’un patient ERS, et 2) dans les 

améloblastes sécréteurs et l’émail des souris FAM20A KO. J’ai aussi abordé grâce à un modèle 

cellulaire le mécanisme de la néphrocalcinose uniquement observé chez les patients ERS. 

 

FAM20A et tissus mous 

 

Nous avons caractérisé une nouvelle mutation FAM20A chez un patient ERS au niveau de 

l’exon 1, substitution d’une Cytosine par une Thymine entraînant l’apparition d’un codon stop 

prématuré (c.358C>T, p.Gln120*). Ce patient présentait aussi des nodules ectopiques calcifiés 

dans les régions des vertèbres cervicales et thoraciques.  
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Nous avons analysé finement la gencive pathologique de ce patient. Nous avons observé 

une couche papillaire élargie associée à une angiogenèse aberrante et des changements 

significatifs dans la composition du tissu conjonctif, y compris une perturbation importante du 

réseau de fibres de collagène. Cette augmentation du volume gingival, se distinguait par une 

augmentation de l’aspect fibreux avec des faisceaux allant dans toutes les directions et des 

nodules de minéralisation, observation cohérente avec les autres cas cliniques ERS (de la Dure-

Molla et al., 2014; Dourado et al., 2019; Jaureguiberry et al., 2012; O’Sullivan et al., 2011). 

Nous montrons également la présence de cellules épithéliales probablement odontogènes à 

proximité des calcifications ectopiques (Martelli-Júnior et al., 2008). Il est possible que ces îlots 

de cellules épithéliales proviennent du mécanisme pathologique lié à la non-éruption des dents 

des patients ERS. En effet, la formation de la couronne et l’éruption des dents entraîne la 

réorganisation d’un compartiment cellulaire, le follicule dentaire. Le follicule dentaire est un 

sac de tissu conjonctif lâche qui entoure l’organe de l’émail. La membrane épithéliale 

recouvrant le follicule dentaire disparaît au moment de l’éruption et peut se retrouver 

transitoirement dans la gencive sous forme d’ilots ou restes odontogéniques. Nous montrons 

qu’à proximité de ces ilots il existe des calcifications. La caractérisation de ces calcifications 

montre qu’il s’agit d’une hydroxyapatite faiblement cristallisée sur une trame collagènique, 

structure assez proche de l’os ou du cément dentaire. Les cellules à l’origine des calcifications 

sont des cellules possédant des caractéristiques de cellules «chondro- ostéoblastiques », avec 

une expression de la phosphatase alcaline, de la périostine, ou de la calbindine. Il est probable 

que ces cellules proviennent de la trans-différenciation des fibroblastes gingivaux déficients en 

FAM20A en cellules «chondro- ostéoblastiques ». C’est ce que nous avons montré in vitro avec 

des fibroblastes gingivaux issus de patient ERS cultivés en condition minéralisante (phosphate 

élevé). En conclusion à ce travail nous pouvons émettre l’hypothèse selon laquelle des taux 

élevés de phosphate provoquent la trans-différenciation des fibroblastes gingivaux déficients 

en FAM20A en cellules possédant des caractéristiques « chondro-ostéoblastiques » in vivo et 

in vitro. In vivo, nous pensons que les corps apoptotiques issus de la mort cellulaire observée 

dans les ilots pourraient servir de nidus à la formation des nombreuses calcifications (Figure 

32). 

 

L’analyse du surnageant des cultures de FGs déficients en FAM20A a montré une tendance 

pro-fibrotique de ces fibroblastes avec une augmentation de la protéine matricellulaire 

périostine et des collagènes fibrillaires de type I, III, V et VI. Il est à noter que cette matrice est 

aussi pro-calcifiante dans la mesure où elle ressemble à la matrice utilisée par les ostéoblastes 
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pour calcifier. En ce qui concerne les cultures de FGs RS atténué, on observe une diminution 

d’un interactome centré sur la fibronectine et la laminine. Ce changement matriciel devrait 

entraîner des propriétés d’adhésion qui restent à définir et à replacer dans un contexte 

physiopathologique. 

 

 

  

Figure 32. Trans-différenciation fibroblastes en cellules « chondro-ostéoblastiques 
 
  

Est-ce que ce mécanisme pourrait se transposer dans le rein ? Si oui, quel serait le rôle de 

FAM20A et FAM20C ? Il a été suggéré récemment que la néphrocalcinose médullaire pouvait 

être liée à un mécanisme pathologique de transdifférenciation ostéogénique de cellules 

épithéliales (Priante, Ceol, et al., 2019). En utilisant le même modèle de cellules épithéliales 

rénales (HK2), nous montrons que l’utilisation d’un milieu minéralisant, c'est-à-dire avec un 

taux élevé de phosphate, entraîne l’apparition de foyers de minéralisation et ce dès la première 

semaine. Nous montrons aussi que les cellules HK2 expriment FAM20A et FAM20C et 

représentent potentiellement un excellent modèle pour étudier les mécanismes 

physiopathologiques de la néphrocalcinose observée chez les patients ERS. 

 

 Finalement, nous avons caractérisé en microscopie électronique les localisations 

cellulaire et extracellulaire de FAM20A et FAM20C dans les améloblastes sécréteurs de 

l’incisive de souris. Nous montrons que FAM20A et FAM20C sont présents dans la matrice 

amélaire, que FAM20A se concentre à la périphérie et sur la face externe du réticulum 
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endoplasmique et que FAM20C est concentré dans l’appareil de Golgi et les vésicules 

sécrétoires. Ces résultats révèlent la complexité insoupçonnée des interactions entre 

FAM20A/FAM20C au niveau cellulaire. 

 

Nous avons aussi caractérisé en microscopie électronique chez la souris FAM20A KO la perte 

de la polarité apico-basale des améloblastes et la nature des calcifications ovoïdes en 

« enameloids ». L’immunolocalisation de l’amélogénine indique la présence d’amélogénine à 

l’intérieur des enameloids et plus surprenante sous forme d’amas très intense à la périphérie 

d’un appareil de Golgi anormal. Ceci suggère que la perte de fonction de FAM20A entraîne 

une agrégation anormale et toxique de l’amélogénine qui cause la mort des améloblastes. 
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CHAPITRE IV : PERSPECTIVES 

 

Des études complémentaires dans les fibroblastes gingivaux visant à identifie le 

processus moléculaire à l’origine de modification observés. En effet, il sera analysé dans 

quelle mesure la surexpression de FAM20A pourrait rétablir le phénotype gingival chez les 

fibroblastes de patients ERS.  

Dans les HK2, il serait intéressant de regarder si en inactivant l’expression de FAM20A/ 

FAM20C et en mettant les cellules dans des conditions minéralisantes, si on modifie leur 

capacité à faire des nodules minéralisantes. Il serait pertinent d’étudier quel sont les voies 

de signalisation (ex. TGβ) et comme les cellules évolue pendant la minéralisation. Compte 

tenu de ces résultats, il serait pertinent de regarder si en inactivant FAM20A les cibles de 

FAM20C sont inactivées (fibroblastes gingivaux / HK2). 

Enfin, des études complémentaires chez l’homme visant à regarder l’évolution du 

phénotype rénale en le corrèlent avec les paramètres sanguin (Vitamine D, PTH…) et les 

déférentes types de mutations de FAM20A.  
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