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«A un certain moment, il se forma par accident 
une molécule particulièrement remarquable. 
Nous l'appellerons le Réplicateur. [...] Ils ont 

parcouru un long chemin, ces réplicateurs. On 
les appelle maintenant " gènes ", et nous 

sommes leurs machines de survie.»  
 

Richard Dawkins - Le Gène égoïste (1976) 
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Avant propos 
 
L’HDR ne représente pas seulement un rite de passage vers de nouvelles responsabilités, 

c’est aussi le moment de faire le bilan de son parcours professionnel et personnel. C’est 

l’occasion de réfléchir aux travaux qui ont déjà été accomplis et à ceux qui devront l’être 

dans le futur. C’est un exercice parfois difficile tant la carrière d’un enseignant-chercheur est 

riche. Comment organiser de manière logique  sur le papier tout ce qui a déjà été accompli?  

 

Pour commencer, ma passion pour la génétique de l’évolution est née d’une rencontre avec 

un professeur de génétique de l’Université d’Orsay : Pierre-Henri Gouyon. J’ai tout de suite 

eu un engouement pour ses cours qui ne ressemblaient à aucun autre, évoquant des notions 

rarement vues ailleurs comme la mort, la reproduction, l’eugénisme... Sa façon de présenter 

les travaux de SJ Gould en évoquant la coupole de la cathédrale St Marc, ou la théorie du 

gène égoïste de Dawkins à travers les multiples conflits dans le génome, avait de quoi 

soulever l’enthousiasme. Cela rappelait en moi les mêmes émotions que, lorsque petit 

garçon, je lisais des livres sur les dinosaures ou sur le monde « sauvage ». C’est ainsi que je 

me suis retrouvé, quelques années plus tard, à étudier les gènes responsables de la mise en 

place des tissus minéralisés. Sujet d’une grande richesse mais qui, historiquement, a suivi 

un long chemin sinueux. Le laboratoire dans lequel j’ai commencé à travailler cherchait à 

l’origine à comprendre l’origine des tissus minéralisés présents dans les écailles de certains 

vertébrés terrestres et aquatiques. D’où l’idée d’introduire dans cet ancien laboratoire 

« d’Anatomie Comparée » la biologie moléculaire afin d’étudier les gènes et les protéines 

présents dans ces tissus. C’est de cette manière que finalement, on m’a proposé de 

travailler sur l’évolution d’une protéine de l’émail, l’amélogénine à l’occasion d’une thèse de 

Doctorat.  

 

Depuis cette époque, « de l’eau est passée sous les ponts ». Les connaissances sur les 

protéines de minéralisation ont permis de découvrir une grande famille de gènes de 

minéralisation dont on ne soupçonnait pas l’existence. Les techniques de biologie 

moléculaires ont également beaucoup changé, permettant de connaître les gènes et leur 

organisation beaucoup plus rapidement que par le passé, parfois d’un simple clic sur un 

ordinateur. De nouvelles questions sont apparues, de nouvelles problématiques aussi. La 

manière de faire la recherche est différente mais, la curiosité et la volonté de trouver 

demeurent intactes en moi. Elles me poussent à continuer plus avant, à trouver de nouveaux 

outils, de nouveaux moyens pour tenter de répondre à ces questions passionnantes 

concernant l’évolution des vertébrés. 
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68 (“Biologie des organismes“ et “Biochimie, biologie moléculaire“) 
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l'évolution - Université Paris VII - Denis Diderot - « L’Amélogénine, 
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phylogénétique chez les Amniotes et recherche de son expression lors 
de la formation des dents de Chalcides viridanus (Squamate, 
Scincidé) ». 

 
1998  D.E.A. Biodiversité : Génétique, histoire et mécanismes de l'évolution  

   Université Paris XI - Orsay 
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2006 Post doctorant - UMR 7138- Université Paris 6 - Bourse de recherche 

attribuée par “l’Institut Français pour la Recherche Odontologique“ 
 
2005 Post doctorant : "Vertebrate Morphology and Developmental Biology 

laboratory“, Ghent University - Bourse de la “Fondation pour la 
Recherche Médicale“ 

 
2003-2004 Post doctorant - Université Paris 6 - laboratoire FRE 2696  

Bourse de recherche attribuée par “l’Institut Français pour la 
Recherche Odontologique“ (IFRO) 

 
1998 -2002 Doctorant - Université Paris 7 – UMR 8570 

Financement : "Collège de France"  
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4. Activités d'enseignements  
 
 4.1. Enseignement :  
 

- Licence 1ère année - Parcours BCPG (cycle d'intégration) 
LV 102 - Diversité du vivant 

 
- Licence 2ème année – Mention : Sciences de la Vie 

LV 201 - Organisation des métazoaires 
  

- Licence 3ème année – Mention : Sciences de la Vie et Sciences de la Terre  
 

LV 301 - Biologie comparée et évolution des animaux 
LT 310 - Vie passée, Vie actuelle 
LT 324 - Méthodes d'analyse de la Paléontologie 

 
- Master 1ère : MSUE4207 – Biominéralisations 
 
- Master 2ème année : UE: SEP 27- spécialité SEP - Tissus squelettiques des 
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• Gestion des plannings et réservations d’amphis et de salles de TP et de 
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• Gestion du site internet (plate-forme universitaire SAKAI) 
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des CME 
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• Organisation des examens, consultations de copies et délibérations 
 
 
5. Activités liées à l’administration  
 

- (2009-2010) Président du comité de Thèse de David Marjanovic (Directeur 
de thèse M. Laurin, ED n° 392) 
 
- (1999 - 2001) Membre élu du conseil scientifique de l'UFR de biologie de 
l'Université Paris VII - Denis Diderot : Représentant des étudiants de 3ème 
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cycle.  
 

6. Activités liées à la recherche 
 
 

1. Attribution de la Prime d’Investissement à la Recherche (campagne 2010). 
 
 

2. Participation à une demande de financement ANR (2012). « Vers les origines 
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Sire JY, Delgado S, Fromentin D & Girondot M (2005). Amelogenin: Lessons from 
Evolution. Archives of Oral Biology 50:205-212.  
 

 
Encadrements de Thèse 

 
- SILVENT Jérémie (2012) - « Morphologie, minéralisation et expression génique 
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Silvent J, Sire JY & Delgado S (2012). The dentin matrix acidic phosphoprotein 1 
(DMP1) in the light of mammalian evolution. 
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Articles:  
 
Al-Hashimi N, Lafont AG, Delgado S, Kawasaki K & Sire JY (2010). The enamelin 
genes in lizard, crocodile and frog, and the pseudogene in the chicken provide new 
insights on enamelin evolution in tetrapods. Mol Biol Evol. 2010 Sep;27(9):2078-94.  
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Al-Hashimi N, Sire JY & Delgado S (2009). Evolutionary Analysis of Mammalian 
Enamelin, the Largest Enamel Protein, Supports a Crucial Role for the 32 kDa 
Peptide and Reveals Selective Adaptation in Rodents and Primates. J Mol Evol. 2009 
Dec;69(6):635-56. 
 
 

- Claire BARDET (2009) – « La Phosphoglycoprotéine de la Matrice Extracellulaire, MEPE. 
Origine, fonction et évolution » (Co-encadrement: 10 %) 

 
Article:  
 
Bardet C, Delgado S & Sire JY (2009). MEPE Evolution in Mammals Reveals 
Regions and Residues of Prime Functional Importance. Cell Mol Life Sci. 2010 
Jan;67(2):305-20. 

 
 
- DAVIT-BEAL Tiphaine (2006) – « Odontogenèse chez l'amphibien Caudate, Pleurodeles 
waltl » - (Co-encadrement:  20 %) 
 

Articles:  
 

Davit-Béal T, Chisaka H, Delgado S & Sire JY (2007). Amphibian teeth: current 
knowledge, unanswered questions, and some directions for future research. 
Biological Reviews 2007 Feb;82(1):49-81. 

 
Sire JY, Davit-Béal T, Delgado S, Van Der Heyden C & Huysseune A (2002). First-
generation teeth in non-mammalian lineages: Evidence for a conserved ancestral 
character ? Microscopy Research and Technique 59 (5): 408-34. 

 
 
 

Encadrement de stage post-doctoral 
 

- LAFONT Anne-Gaëlle (2009-2010) - (Co-encadrement:  10 %) 
 

Article:  
 
Al-Hashimi N, Lafont AG, Delgado S, Kawasaki  & Sire JY (2010). The enamelin 
genes in lizard, crocodile and frog, and the pseudogene in the chicken provide new 
insights on enamelin evolution in tetrapods. Molecular Biology and Evolution 2010 
Sep;27(9):2078-94. 

 
 
- CHISAKA Ideki (2002-2003)- (Co-encadrement:  20 %) 
 

Article:  
 
Davit-Beal T, Chisaka H, Delgado S & Sire JY (2007). Amphibian teeth: current 
knowledge, unanswered questions, and some directions for future research. 
Biological Reviews 2007 Feb;82(1):49-81. 
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8. Publications  
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phylogenetic implications. J Exp Zool B Mol Dev Evol. 2012 Jul;318(5):353-67. Impact 
Factor: 2,373 

 
20. Sire JY, Huang WL, Delgado S, Goldberg M and Den Besten P (2012). Evolutionary 
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19. Al-Hashimi N, Lafont AG, Delgado S, Kawasaki K, Sire JY (2010). The enamelin 
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on enamelin evolution in tetrapods. Mol Biol Evol. 2010 Sep;27(9):2078-94. Epub 2010 Apr 
19. Impact Factor: 7,28 
 
18. Al-Hashimi N, Sire JY, Delgado S (2009). Evolutionary Analysis of Mammalian 
Enamelin, the Largest Enamel Protein, Supports a Crucial Role for the 32 kDa Peptide and 
Reveals Selective Adaptation in Rodents and Primates. J Mol Evol. 2009 Dec;69(6):635-
56. Impact Factor: 3,234 
 
17. Bardet C, Delgado S, Sire JY (2009). MEPE Evolution in Mammals Reveals Regions 
and Residues of Prime Functional Importance. Cell Mol Life Sci. 2010 Jan;67(2):305-20. 
Impact Factor: 5.511 
 
16. Sire JY, Delgado S, Girondot M (2008). Hen's teeth with enamel cap: from dream to 
impossibility. BMC Evolutionary Biology: 8: 246. Impact Factor: 4,091 
 
15. Delgado S, Vidal N, Veron G, Sire JY (2008). Amelogenin, the major protein of tooth 
enamel:a new phylogenetic marker for ordinal mammal relationships. Mol phyl Evol 2008 
Feb 2. Impact Factor: 3,994 
 
14. Richard B, Delgado S, Gorry P, Sire JY (2007). A study of polymorphism in human 
AMELX. Arch Oral Biol 2007 Jul 21. Impact Factor: 1,554. 
 
13. Sire JY, Davit-Béal T, Delgado S, Gu X (2007). The origine and evolution of enamel 
mineralization genes. Cells Tissues Organs 186(1):25-48. Impact Factor: 1,776 
 
12. Delgado S, Ishiyama M & Sire JY (2007). Validation of Amelogenesis Imperfecta 
Inferred from Amelogenin Evolution. J Dent Res 86(4):326-330. Impact Factor: 3,496 
 
11. Davit-Béal T, Chisaka H, Delgado S, Sire JY (2007). Amphibian teeth: current 
knowledge, unanswered questions, and some directions for future research. Biological 
Reviews 2007 Feb;82(1):49-81. Impact Factor: 8,833 
 
10. Sire JY, Delgado S & Girondot M (2006). The amelogenin story: Origin and evolution. 
European Journal of Oral Sciences 2006 May;114 Suppl 1:64-77; discussion 93-5, 379-80. 
Impact Factor: 2,071 
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9. Delgado S, Couble ML, Magloire H & Sire JY (2006). Cloning, Sequencing and 
Expression of the Amelogenin Gene in two Scincid Lizards. J Dent Res 85(2):138-143. 
Impact Factor: 3,496 

 
8. Huysseune A, Delgado S & Eckhard Witten P (2005). How to Replace a Tooth: 
Fish(ing) for Answers. Oral Biosciences and Medicine Vol 2 (Issue 2/3): 75-81. (This 
journal has ceased publication) 
 
7. Delgado S, Girondot M & Sire JY (2005). Molecular evolution of amelogenin gene in 
mammals. J Mol Evol. 60:12–30. Impact Factor: 3,234 
 
6. Delgado S, Davit-Béal T, Allizard F & Sire JY (2005). Tooth development in a scincid 
lizard, Chalcides viridanus, (Squamata), with particular attention paid on enamel formation. 
Cell and Tissue Research 319: 71–89. Impact Factor: 2,613 
 
5. Sire JY, Delgado S, Fromentin D & Girondot M (2005). Amelogenin: Lessons from 
Evolution. Archives of Oral Biology 50:205-212. Impact Factor: 1,554 
 
4. Delgado S, Davit-Béal T & Sire J-Y (2003). The dentition and tooth replacement 
pattern in Chalcides (Squamata; Scincidae). Journal of Morphology 256(2):146-59. Impact 
Factor: 1,621 
 
3. Sire JY, Davit-Béal T, Delgado S, Van Der Heyden C & Huysseune A (2002). First-
generation teeth in non-mammalian lineages: Evidence for a conserved ancestral 
character? Microscopy Research and Technique 59 (5): 408-34. Impact Factor: 1,644 
 
2. Delgado S, Casane D, Bonnaud L, Laurin M, Sire JY & Girondot M (2001). Molecular 
Evidence for Precambrian origin of amelogenin, the major protein of vertebrate enamel. 
Molecular Biology and Evolution 18:2146-2153. Impact Factor: 6,438 

 
1. Girondot M, Delgado S & Laurin M (1998). Evolutionary analysis of "hagfish 
amelogenin". Anatomical Records 252:608-611. Impact Factor: 1,801 

 
 
8.2. Articles dans des revues nationales avec comité de lecture  

 
Delgado S, Davit-Béal T, Al Hashimi N & Sire J-Y (2007). Analyse évolutive de l’énaméline 
chez les Tétrapodes : mise en évidence de régions fonctionnelles et aide à la validation de 
mutations conduisant à l’amélogenèse imparfaite de type 2. Les Cahiers de l’ADF 22-
23(vol. 10):33-42. 
 
Delgado S, Davit-Béal T & Sire J-Y (2005). L’analyse évolutive moléculaire: un outil pour le 
diagnostic des pathologies génétiques héréditaires liées aux protéines dentaires. Les 
Cahiers de l’ADF 18-19(vol. 8):34-42. 

 
 
8.3. Articles résumés de conférences internationales avec comité de lecture  

 
Delgado S, Al-Hashimi N & Sire J-Y (2007). Evolutionary analysis of DMP1. European 
Cells and Materials Vol. 14. Suppl. 2, 2007 (page 10) 
 
Delgado S, Ishiyama M, Mikami M, Imai A, Shimomura H & Sire JY (2001). Evolutionnary 
and phylogenetic analyses of amelogenin genes in amniotes. Connect Tissue Res Vol 43, 
Number 2-3 
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Delgado S, Sire JY & Girondot M (1998). Evolutionnary Analysis of Non-mammalian 
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8.6. Séquences d'ADN publiées dans Genbank 
 
 

 
 
 

NM_001098513 : Macaca mulatta amelogenin (AMELX), mRNA 
gi|148612850|ref|NM_001098513.1|[148612850]  
 
EF537873 : Tarsius syrichta amelogenin (AMELX) gene, partial cds 
gi|147743852|gb|EF537873.1|[147743852]  
 
EF537872 : Callithrix jacchus amelogenin (AMELX) gene, complete cds 
gi|147743850|gb|EF537872.1|[147743850]  
 
EF537871 : Macaca mulatta amelogenin (AMELX) gene, complete cds 
gi|147743848|gb|EF537871.1|[147743848]  
 
EF537870 : Pongo pygmaeus amelogenin (AMELX) gene, partial cds 
gi|147743846|gb|EF537870.1|[147743846]  
 
EF537869 : Pan troglodytes amelogenin (AMELX) gene, complete cds 
gi|147743844|gb|EF537869.1|[147743844]  

 
AY788990 : Loxodonta africana amelogenin (AMEL) gene, exon 6 and partial cds 
gi|55709878|gb|AY788990.1|[55709878] 
 
AY787744 : Tursiops truncatus amelogenin (AMEL) gene, exon 6 and partial cds 
gi|55501314|gb|AY787744.1|AY787743S2[55501314] 
 
AY787743 : Tursiops truncatus amelogenin (AMEL) gene, exon 5 
gi|55501313|gb|AY787743.1|AY787743S1[55501313] 
 
AH014446 : Tursiops truncatus amelogenin (AMEL) gene, exons 5, 6 and partial cds 
gi|55501312|gb|AH014446.1|SEG_AY787743S[55501312] 
  
AY787742 : Hexaprotodon liberiensis amelogenin (AMEL) gene, exon 6 and partial cds 
gi|55501293|gb|AY787742.1|[55501293] 

 
DQ364453 : Chalcides sexlineatus amelogenin (AMEL) mRNA, partial cds. 
gi|86450315|gb|DQ364453.1|[86450315]  
 
DQ364454 : Chalcides viridanus amelogenin (AMEL) mRNA, partial cds 
gi|86450317|gb|DQ364454.1|[86450317]  
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II- Activités de recherche 
Synthèse des travaux et description des principaux résultats 

 
Origine et évolution des protéines minéralisantes 

 
 

Introduction 

L'invention des tissus minéralisés représente un moment important dans l'évolution des 

vertébrés; en effet, ces tissus furent à l'origine d'importantes adaptations phénotypiques 

comme l'armure corporelle pour la protection, les dents pour la prédation ou encore le 

squelette pour la locomotion. 

 
 

Fig. 1. Evolution des tissus minéralisés des vertébrés (d’après Al-Hashimi, 2010)  
 

L'origine des tissus minéralisés a longtemps été au cœur d'un débat. Les premiers 

éléments minéralisés apparentés aux dents qui apparaissent dans le registre fossile se trouvent 

chez des vertébrés primitifs sans mâchoires, les Conodontes. Ils possédaient un alignement 

complexe d'éléments dentaires qu'on appelle "appareil conodonte" et qui occupait une 

position interne (bucco pharyngienne). Ces éléments sont visibles à partir du Cambrien 
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moyen (500 millions d'années, Ma) jusqu’à la fin du trias et sont composés de cristaux de 

phosphate de calcium, un composé chimique qui n'est pas très répandu chez les êtres vivants. 

Il compose notamment l'os et les dents des vertébrés.  

  
Quatre types différents de conodontes (MEB). (Source : Mark Purnell, University of Leicester). 

 

Cet "animal conodonte" est un peu devenu un symbole de la paléontologie : un 

organisme dont on connaissait l'existence (puisqu'on connaissait les appareils conodontes), 

mais sans l'avoir jamais trouvé. Du fait de ce questionnement et de leur importance, la nature 

des conodontes fut longtemps l'un des plus grands mystères de la paléontologie. Il a fallu 

attendre…1983 pour que ce Saint Graal soit découvert au fond de la collection d'un musée ! 

 
 Reconstitution d’un conodonte (à droite) et appareil conodonte (à gauche) (© Philippe Janvier, 1997) 

 

Aujourd’hui, la majorité des spécialistes les considèrent comme des chordés. Cependant, 

leur position phylogénétique au sein des chordés est toujours objet de débats car ils ne 

possédaient pas certaines caractéristiques des vertébrés, comme un squelette minéralisé ou des 

nageoires paires (Donoghue et Sansom, 2002). De plus, l'os semble absent de "l'appareil 
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conodonte" (Donoghue et al., 2006). Cependant, de plus en plus d’auteurs les considèrent 

comme des vertébrés (Janvier, 2006, 2007, 2008; Aldridge & Briggs 2009), et même comme 

des Gnathostomes (Donoghue et al. 2000, 2008).  

D’après des travaux récents (Jones et al. 2012) on a pu établir grâce à l’usure et à la forme des 

différentes dents, qu'elles fonctionnaient par paires, l’une en face de l’autre, exerçant des 

mouvements de rotation pour broyer la nourriture. C’est grâce à ces mouvements que cette 

espèce aurait très bien pu se passer de mâchoires. Les éléments dentaires des Conodontes sont 

maintenant considérés comme étant composés de dentine et d'émail, comme les dents des 

vertébrés actuels.  

Les fossiles de vertébrés qui montrent les premières traces d'os cellulaire sont les 

Ostracodermes (des vertébrés fossiles sans mâchoires, ou agnathes). Ce tissu est présent 

simultanément dans le dermosquelette et le neurocrâne (Donoghue et al., 2006) de nombreux 

fossiles. Email et émailloïde (un tissu semblable à de l'émail par sa localisation et sa 

minéralisation mais contenant du collagène) sont également observés dans le squelette de ces 

premiers vertébrés sans mâchoires et plus généralement dans le groupe de Ptéraspidomorphes 

(qui comprend les Ostracodermes) (Donoghue et al., 2006). Email et émailloïde sont 

considérés généralement comme deux types de tissus hyperminéralisés qui ont évolué 

indépendamment (Donoghue et Sansom, 2002). 

 
(Dessins de plusieurs Ostracodermes : Tauraspis, Hoelaspis, Tremataspis, Zenaspis; © 1997 Philippe Janvier) 

 

Chez les vertébrés à mâchoires, les chondrichtyens (requins et raies) actuels et fossiles 

présentent un dermosquelette composé de denticules dermiques microscopiques, identiques à 

des dents et qui se développent à partir d'une papille dentaire. Chaque denticule est composé 

de dentine et d'os cellulaire ainsi que d'émail ou d'émailloïde selon les taxons (Donoghue et 

Sansom, 2002). Enfin, chez les Actinoptérygiens on peut trouver à la fois de l'émail "vrai" et 
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de l'émailloïde (Smith, 1992) et seulement de l'émail "vrai" chez les Sarcoptérygiens, 

recouvrant les dents et les écailles (Smith, 1989, 1992).  

 

Au niveau des gènes… 

 

La recherche des gènes impliqués dans la formation des tissus dentaires et osseux a 

permis la découverte d'une famille de gènes résultant de duplications génétiques successives 

et qui, malgré des divergences importantes, ont conservé des aspects fonctionnels et 

séquentiels similaires. Cette famille a été appelée SCPPs (pour Secretory Calcium-binding 

PhosphoProtein) suite aux travaux de Kawasaki et Weiss (2003). Les SCPPs (plus d'une 

vingtaine de membres chez l'homme) et qui représentent plus de 90% des protéines 

"minéralisantes", ont été créées par duplications successives à partir d'un ancêtre commun; les 

plus anciennes d'entre elles étaient probablement déjà présentes lors de l'apparition des 

structures minéralisées (os, dentine et émail) chez les tout premiers vertébrés, il y a au moins 

450 millions d'années (voir introduction). Cependant, dès 2001 nous avons découvert que les 

gènes de minéralisation étaient probablement apparentés en montrant que l’amélogénine, le 

gène majeur de la mise en place de l’émail dentaire, était apparenté au gène SPARC (Secreted 

Protein, Acidic Cystein Rich; aussi appelée ostéonectine), qui joue un rôle vital dans la 

minéralisation de l‘os (Delgado et al., 2001).  

C’est donc sur cet axe de recherche que j’ai travaillé depuis plusieurs années dans le but 

de tenter de retracer l'histoire de ces protéines impliquées dans la minéralisation des tissus du 

squelette et des dents (dentine et émail) SCPPs.  

Pour chacune de ces cibles, il s’agissait pour moi (1) d'identifier ses patrons évolutifs et 

de définir à quelle époque les caractéristiques propres ont été sélectionnées, (2) de mettre en 

évidence ses régions fonctionnellement très importantes (conservation de séquences), et (3) de 

définir ses liens de parenté avec les autres membres de la famille des SCPPs et son origine 

évolutive. Ces analyses évolutives ont permis, grâce à l'identification de résidus conservés 

pendant des centaines de millions d'années, de prédire certaines maladies génétiques associées 

à des mutations et de valider des mutations identifiées chez des patients. 

 

Dans la suite de ce manuscrit, j’ai choisi de présenter les connaissances actuelles sur 

cette famille génique en incluant les résultats de mes travaux de recherche.  
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1. Caractéristiques générales des gènes des SCPPs 

 

Comme je l'ai déjà expliqué plus haut, des séries de duplications de gènes ont donné 

naissance à la famille des gènes des SCPPs. Même si les protéines de cette famille, avec 

quelques exceptions cependant, n'ont pratiquement pas d'homologie de séquences en dehors 

de leur peptide signal, les indices suivants montrent leur origine commune (voir Tableau 1). 

 

Une caractéristique biochimique commune à tous les SCPPs : le peptide signal 

 

Tous les SCPPs ont un peptide signal (PS) et sont donc des protéines sécrétées. Le 

peptide signal est une séquence essentielle permettant, entre autres, aux protéines destinées à 

être secrétées à se retrouver dans une vésicule de sécrétion. Avant d’entrer dans la vésicule, le 

peptide signal est coupé et ne se retrouve pas à l’extérieur de la cellule, il ne joue donc aucun 

rôle direct dans la minéralisation. Par ailleurs, On observe une très bonne conservation des 

séquences des peptides signaux des SCPPs. C’est grâce à cette caractéristique que le peptide 

signal des SCPPs a été le principal outil utilisé par la recherche afin d'identifier de nouveaux 

gènes appartenant à ce groupe. 

 

 

 
Peptides signaux des SCPPs et de SPARC et SPARCL1 chez l'homme (D’après la thèse de Doctorat de 

Al-Hashimi, 2010). 
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Histoire de la découverte d’un peptide signal inhabituel... 

 

Tous les membres de la famille des SCPPs (22 chez l'homme) possèdent un peptide 

signal (PS) allant de 17 à 26 acides aminés, excepté ENAM, dans lequel le PS est 

exceptionnellement grand (39 résidus chez l'homme : Hu et al. 2000; 38 aa chez le porc : Hu 

et al. 1997). Un peptide signal aussi grand est rare chez les Eucaryotes; l'analyse comparative 

d'un grand nombre de PS d’Eucaryotes montre une longueur de 20-25 acides aminés en 

moyenne (von Heijne 1985; Martoglio et Dobberstein 1998). Ce grand PS est codé par l'exon 

3 (dans lequel est situé le site d’initiation de la traduction (TIS) qui est bien conservé chez les 

Mammifères), et l'exon 4 qui code les résidus bien conservés (région riche en leucines) 

composant la région hydrophobe du peptide (région-h) exigée pour l’adressage des protéines 

et leur insertion dans les membranes (von Heijne 1985). Par contre, la grande région n (de 

fonction inconnue) codée par l'exon 3 (la région N-ter de ce PS) n'est pas soumise à des 

pressions sélectives fortes, bien que présente dans tous les ENAM des Mammifères. En 

comparant ce grand PS avec ceux des autres SCPPs, on constate que la région-h est 

homologue aux PS des autres SCPPs, alors que la région n est propre à ENAM.  

 
 

 

Prédiction des peptides signaux (PS) de ENAM chez l’homme, codés soit par l’exon 3 et 4 (A) soit par 
l’exon 4 seul (B). Le site de coupure du peptide signal est indiqué par une flèche. Les deux PS de 
l’homme ont des scores élevés (0.973 et 1.000, respectivement) indiquant une probabilité identique 
d’utilisation.  
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Le peptide signal d’ENAM possède donc deux peptides signaux, un grand et un court, 

ce dernier étant inclus dans le premier. En conséquence, la région signal de ENAM possède 

également 2 sites d’initiation de la traduction (TIS), l‘un codé par l’exon 3, l’autre codé par 

l’exon 4. Il est probable que le premier TIS, codé par l’exon 3 se soit rajouté au cours de 

l’évolution probablement par le phénomène « d’exon shuffling » (Patthy, 1999). Cet 

événement s'est produit chez un ancêtre commun aux Mammifères car les reptiles ne 

possèdent pas de grand PS. La conservation de ce nouvel exon codant, dans le gène de 

ENAM, signifie que la présence d'un grand PS (avec une grande région-n) a été sélectionnée 

positivement. L’utilisation de l’un ou l’autre des PS par ENAM se fait probablement par 

épissage alternatif impliquant l’apparition d’au moins deux isoformes de la protéine, l’un 

possédant le PS court (homologue à celui d'autres SCPPs) et l’autre le PS long. La présence 

de deux PS dans ENAM n'est pas unique et l'utilisation d’un PS alternatif est un dispositif 

commun à plusieurs protéines (Davis et al., 2006). Par exemple, l’interleukin-15 présente un 

PS court et un long indiquant qu’il existe des voies complexes pour le trafic intracellulaire de 

cette protéine (Kurys et al., 2000). En effet, généralement les propriétés du peptide signal sont 

en rapport avec l’adressage cellulaire qui est multiple : sécrétion de protéine à l’extérieur de la 

cellule, localisation dans le cytoplasme, adressage vers la mitochondrie, protéine 

transmembranaire (Hiss et al. 2008; Davis et al. 2006). 

 Malheureusement, les études sur les différents types de peptides signaux manquent pour 

déterminer le rôle exact des PS de ENAM à partir de la seule connaissance des acides aminés. 

Cependant, de la structure de ces deux PS nous pouvons tout de même conclure qu’ils sont 

employés uniquement pour la sécrétion de protéine dans la matrice extracellulaire et pas pour 

d'autres voies cellulaires. Par contre on peut supposer que les deux peptides signaux ont une 

efficacité d’exportation différente comme cela a déjà été montré pour le PS de la protéine 

Shrew-1 (Hiss et al. 2008). En effet, l'efficacité d'exportation semble être corrélée avec 

l'existence et l'intégrité de la zone séparant les régions -n et -c. Cette région appelée la « zone 

de transition » existe dans beaucoup de longs peptides signaux et elle est caractérisée par 4-7 

acides aminés comprenant une glycine (G). Les auteurs cités ci-dessus ont montré que des 

mutations contrôlées, à l’intérieur de cette région, diminuent la quantité de protéine secrétée. 

Ainsi, l’utilisation alternative du PS court et du PS long chez ENAM pourrait moduler de 

manière très précise la quantité de protéines sécrétées par la cellule, ce phénomène se 

rajoutant aux contrôles habituels de l’expression des gènes. Ce système assez souple pourrait 

permettre un contrôle très précis de la minéralisation à travers la quantité de protéines versées 

dans la matrice. En effet, la diminution de la quantité de ENAM dans la matrice 
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extracellulaire durant les phases de transition et de maturation de l’émail pourrait faciliter le 

remplacement ordonné de la partie organique par les cristaux d’émail (Lu et al. 2008). 

Le grand peptide signal de ENAM possède également une zone de transition au début de 

l’exon 4, et ce qui est très intéressant, c’est que cette région est variable chez les Mammifères 

sauf la glycine en position 22 qui est essentielle. Ceci suggère une régulation très complexe de 

la sécrétion de ENAM, sécrétion qui diffère en fonction des groupes de Mammifères. Chaque 

lignée de mammifère semble donc posséder ses propres caractéristiques de sécrétion. C’est en 

observant ces différences entre les PS de ENAM des Mammifères que nous avons remarqué 

une anomalie intéressante: le calcul de la probabilité du grand peptide signal du dauphin est 

très faible. Par conséquent, ou ce grand PS n'est pas fonctionnel ou il pourrait jouer une autre 

fonction. Nous pouvons également nous demander si cette différence comparée aux autres 

ENAMs des Mammifères pourrait être liée à la dentition homodonte (dents identiques) des 

cétacés odontocètes. 

 

Autres caractéristiques communes… 

 

Les SCCPs de la dentine et de l'os (= SIBLINGs) sont riches en acides aminés acides 

(Glu et  Asp) tandis que les autres (SCPPs du lait, de la salive et de l'émail) sont riches en Pro 

et Gln mais pauvres en cystéines. Chez les Téléostéens, les SCPPs responsables de la 

formation de l'émailloïde sont riches en Pro et Gln. Cela confirmerait aussi l'hypothèse de la 

dérive phylogénétique de deux lignées différentes de SCPPs (chez les Actinoptérygiens et les 

Sarcoptérygiens). 

La plupart des SCPPs ont des motifs Ser-Xaa-Glu (SXE) dans lesquels Ser est 

phosphorylée (Xaa représente n'importe quel acide aminé et l'asparagine ou la phosphosérine 

peut remplacer l'acide glutamique). 

Bien que SPARC soit une protéine qui se lie au calcium, elle ne dispose pas de motif 

SXE alors que SPARCL1 (SPARC-like1) présente 11 à 14 de ces motifs (Tableau 1). Il 

semble que le motif SXE soit initialement développé chez SPARCL1 puis ait été transmis aux 

SCPPs au fur et à mesure de leur apparition (Kawasaki et al., 2004). Par ailleurs, le motif 

SXE des SCPPs semble se situer majoritairement dans la partie 3' de l'exon 3. 
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Enfin, ces protéines ainsi que leurs supposés ancêtres SPARC et SPARCL1 se lient aux 

ions de calcium via leurs acides aminés ayant un caractère acide et leurs motifs SXE. Pour 

cette raison, ces protéines sont appelées « phosphoprotéines secrétées se liant au calcium ». 

Structure génétique similaire 

 

Une deuxième caractéristique commune concerne la structure génique des SCPPs. 

Premièrement, les introns sont exclusivement en phase-0 ce qui signifie qu'ils sont situés 

entre deux codons adjacents au lieu d'altérer un codon (Kawasaki et Weiss, 2006). Cette 

distribution non arbitraire de phase d'introns est principalement due au phénomène de 

duplication d'exons (« exon suffling »). 

 

 

Structure génique des SCPPs (Adapté de Sire et al., Colloque sur les Biominéralisations 

Roscoff 6-8 sept 2010). 

 

Deuxièmement, la totalité de l'exon 1 et l'extrémité 5' de l'exon 2 constituent la région 5' 

non traduite (5'UTR), cette caractéristique est commune à tous les SCPPs et à SPARC et 

SPARCL1.  
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Points communs de SCPPs au niveau des exons. 

(Adapté de Sire et al., Colloque sur les Biominéralisations, Roscoff 6-8 sept 2010). 

 

Chez l'homme tous les gènes des SCPPS sont situés sur le chromosome 4 et regroupés 

en deux régions, l'une pour les gènes des SCPPs de la dentine et de l'os et l'autre pour les 

gènes des SCPPS de l'émail, de la salive et du lait. La seule exception est AMEL qui est situé 

sur les chromosomes sexuels chez les Mammifères placentaires.  

SPARCL1 est situé sur le chromosome 4 ce qui soutient l'hypothèse que les gènes des 

SCPPs sont des duplications en tandem à partir de SPARCL1. 

 

Caractéristiques fonctionnelles similaires 

 

Toutes les SCPPs sont impliquées dans des processus de minéralisation soit dans l'os et 

la dentine, soit dans l'émail et l'émailloïde (SCPPs des Téléostéens), excepté les SCPPs de la 

salive et du lait qui conservent toutefois la fonction principale de se lier au calcium (Ca-

binding) mais restent fortement impliquées dans la régulation du calcium au niveau de la 

salive et du lait. Quelques éléments de ce groupe ont complètement changé de fonction 

comme l’histatine (HTN3) qui agit comme agent antibactérien. 
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 Peptides 
signaux 

 
Motif SXE 

Chr. 4 
(homme) 

 

Riche en 
Pro/Qln 

Acidité 
(Glu/Asp) 

Motif RGD Introns en 
phase 0 

SPARC P P O(1) O P (Glu) O P 
SPARC L1 P 11 à 14 

motifs 
P P P (Glu) O P 

Os et 

Dentine 

DSPP P P P O P P P 
DMP1 P P P O P P P 
IBSP 

(BSP) 
P P P O P P P 

MEPE P P P O O P P 
SPP1 

(OPN) 
P P P O P P P 

Email 

(EMPs) 

AMEL P P O(2) P O O P 
AMBN P P P P O O P 
ENAM P P P P O P P 
AMTN P O P P O O P 
ODAM P P P P O O P 

Salive et 

Lait 

CSN1S1 P P P P O O P 
CSN2 P P P P O O P 
CSN3 

(CSN10) 
P P P P O O P 

FDCSP P P P P O O P 
STATH P P P P O O P 
HTN1 P P P P O O P 
HTN3 P P P O O O P 
PROL1 P P P O O O P 
PROL2 P P P P O O P 
PROL3 P P P P O O P 
MUC7 P P P P O O P 

 
Tableau 1- caractéristiques générales des SCCPs. (1) chez l'homme, le gène SPARC est situé sur le chromosome 5; (2) chez l'homme, le gène de l'amélogénine 

est situé sur les chromosomes sexuels X et Y. (D’après la thèse de Al-Hashimi, 2010). 
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2. Origine et évolution de la famille des SCPPs 

 

Il y a deux hypothèses concernant l'origine des SCPPs qui diffèrent sur la date exacte du premier 

événement de duplication (Fig. 2). Selon nos travaux antérieurs (Delgado et al. 2001), et d’après 

l’observation d’une homologie de séquence nucléotidique entre l'exon 2 d'AMEL, de SPARC 

(ostéonectine) et SPARCL1, AMEL dériverait de SPARC/SPARC-L1 et leur date de divergence se 

situerait il y a environ 600 Ma. Ces travaux ont été complétés par la suite (Sire et al., 2007) et il a été 

montré qu'en fait AMEL (et AMBN) avaient été créées par duplication à partir d'un gène ancestral, 

apparenté à ENAM.  

Kawasaki et Weiss (2003) ont proposé une autre hypothèse selon laquelle le tout premier 

événement, la duplication de SPARC en SPARCL1, est estimé à environ 531 Ma, soit bien après la date de 

600 Ma estimée par nous (Delgado et al., 2001; Sire et al., 2007). 

SPARC est probablement l'une des premières protéines impliquées dans la minéralisation car elle 

contient un large domaine acide (Kawasaki et al., 2006). Cette hypothèse est en accord avec l'observation 

de l'expression de SPARC dans les os et écailles de poissons Téléostéens. 

Chez l'homme, le gène SPARC est situé sur le chromosome 5q31.3-q32 tandis que SPARCL1 est 

localisé sur le chromosome 4q22.1. Chez les autres Mammifères, les oiseaux et les Téléostéens, ces deux 

gènes sont également situés sur deux chromosomes différents (Kawasaki et Weiss, 2006). Les protéines 

de SPARC et SPARCL1 se composent d'un peptide signal et de trois modules fonctionnels appelés 

domaine-I (acide), domaine-II ("follistatin like"), domaine-III (extracellulaire se liant au calcium). Le 

domaine 1 possède la structure caractéristique des gènes de la famille des SCPPs. 

SPARC et SPARCL1 ont divergé après une duplication d'une grande région du génome (WGD ou 

Wide Genome Duplication) qui a eu lieu chez l'un des tous premiers vertébrés à mâchoires. On pense que 

SPARCL1 a surtout conservé la région codant le domaine 1 de SPARC (Fig. 2) qui est devenu plus long et 

plus acide. L'apparition de SPARCL1 coïncide avec celle du squelette minéralisé (Kawasaki et al., 2007). 

Le domaine I est radicalement différent entre SPARC et SPARCL1. Chez l'homme, celui de 

SPARC est constitué de 52 acides aminés tandis que celui de SPARCL1 contient 414 acides aminés 

parmi lesquels 339 résidus codés par un grand exon présent seulement chez SPARCL1. De plus, il est 

important de souligner que le domaine 1 de SPARC contient 18 acides aminés acides mais aucun acide 

aminé basique alors que celui de SPARCL1 possède 104 acides aminés acides et 55 acides aminés 

basiques. On retrouve ces différences dans SPARC et SPARCL1 de tous les Téléostéens et les Tétrapodes 

étudiés jusqu'à aujourd'hui. La conservation phylogénétique de ces caractères biochimiques suggère que 

le taux des acides aminés acides et basiques et le regroupement des résidus acides, plutôt que la séquence 

primaire, sont importants pour la cristallisation de l’hydroxyapatite (Kawasaki et al., 2004). Un autre 
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point qui doit être souligné dans ce contexte est que le domaine I n'est pas incorporé dans une structure 

globulaire rigide et ne contient pas de cystéine comme c'est le cas dans la plupart des SCPPs qui 

contiennent peu voire aucune cystéine et ne peuvent donc pas stabiliser des structures globulaires fixes à 

travers un ou plusieurs ponts disulfures intramoléculaires. 

Le deuxième événement dans l’évolution des SCPPs est l'apparition des premiers gènes des SCPPs 

à la suite de duplications en tandem à partir de SPARCL1, avant la divergence des Actinoptérygiens et des 

Sarcoptérygiens. Ces nouveaux gènes  n'ont pas conservé les exons codant les domaines II et III qu'on 

retrouve chez SPARC et SPARCL1 (Fig. 1). 

 

2.1 Dérive phénogénétique : un point crucial dans l'évolution des SCPPs 

 

Le troisième événement dans l'évolution des SCPPs est caractérisé par une dérive phénogénétique 

qui peut être définie comme une modification du génotype alors que durant cette période, le phénotype (la 

minéralisation des dents) est resté stable (Kawasaki et al., 2005). En effet, les gènes des premières SCPPs 

ont subi une duplication indépendante et parallèle dans les deux grandes lignées d'Ostéichtyens. Elle a 

donné naissance à deux lignées spécifiques de gènes des SCPP, alors que l'ancêtre commun du gène a été 

supprimé du génome. 

Ces processus de naissance et de mort, ainsi que l'évolution du nombre d'exons et de la taille des 

SCPPs ont engendré des SCPPs qui ont évolué indépendamment chez les Actinoptérygiens et les 

Sarcoptérygiens (Fig. 2). On peut encore retrouver le gène SPP1 dans ces deux lignées alors qu'il a été, 

semble t-il, perdu chez les amphibiens et le fugu (Kawasaki et Weiss, 2008). 

Néanmoins, les SCPPs impliquées dans le développement des dents démontrent l'existence d'aspects 

biochimiques similaires entre les protéines de fonctions correspondantes. À titre d'exemple, l'émail des 

Tétrapodes est un tissu dur et spécialisé à caractère unique formé à partir de SCPPs distinctes sécrétées 

par les améloblastes, alors que l'émailloïde des Téléostéens se développe à partir du collagène 1 sécrété à 

la fois par les améloblastes et les odontoblastes. 

 

2.2 Les SCPPs des Actinoptérygiens 

 

Bien que je n’aie jamais eu encore l’occasion de travailler sur les gènes des SCPPs dans cette lignée 

de vertébrés, il était important de mentionner leur existence.  

Les gènes des SCPPS sont connus uniquement chez quelques Téléostéens. Ils constituent un groupe 

indépendant des SCPPs des Tétrapodes mais ils ont cependant des traits communs avec ceux-ci. Dans ce 

groupe, on trouve huit gènes de SCPPs chez le fugu (SPP1, SCPP1, SCPP2, SCPP3A, SCPP3B, SCPP3C, 

SCPP4, SCPP5) et quatre chez le poisson-zèbre (SPP1, SCPP1, SCPP2, SCPP5) (Kawasaki et al., 2008). 
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Alors que ces SCPPs ont évolué indépendamment de ceux des Tétrapodes et qu'il n'y a aucune homologie 

de séquences entre eux, ils partagent néanmoins quelques caractéristiques communes à tous les gènes des 

SCPPs (5' UTR similaires, introns en phase 0, motifs SXE et région riche en proline et glutamine). 

Certaines SCPPs des Téléostéens sont impliquées dans la formation de l'émailloïde comme le sont 

les protéines de l'émail des Tétrapodes dans la formation de l'émail. 

 
Figure 1. Evolution des SCPPs. A partir de SPARC, des événements de duplications de gènes ou de 
génomes ont amené à la formation de SPARCL1, puis de l'ancêtre des SCPPs puis de tous les SCPPs 
actuels. Ces derniers événements se sont déroulés indépendamment dans la lignée des Actinoptérygiens 
et dans celle des Sarcoptérygiens. (D’après la thèse de Al-Hashimi, 2010). 
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2.3 Les SCPPs des Sarcoptérygiens 

 

Il n'a pas été trouvé, à ce jour, de SCPPs chez les deux lignées basales des Sarcoptérygiens, les 

cœlacanthes ou les dipneustes. Les connaissances se limitent donc aux Tétrapodes et encore, surtout chez 

les Mammifères grâce au grand nombre de génomes séquencés dans cette lignée. Chez les Mammifères 

justement, on peut identifier trois sous-groupes principaux de SCPPs:  

1) les SCPPs impliquées dans la minéralisation de la dentine et de l'os, encore appelées SIBLINGs 

(pour Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins).  

2) les SCPPs impliquées dans la minéralisation de l'émail, ou EMPs (pour Enamel Matrix Proteins). 

3) les SCPPs constituant les protéines du lait et de la salive. On retrouve les deux premiers sous-

groupes chez les Sauropsides et les Amphibiens. 

 

2.4 Evolution des SCPPs 

 

 On estime que les SCPPs impliquées dans la minéralisation de la dentine et de l'os constituent le 

groupe qui s'est formé le premier au cours de l'évolution, avant celui des EMPs et des protéines du lait et 

de la salive. Cette hypothèse est consolidée par la présence du gène de la SPP1 (Bone sialoprotein-1) 

aussi bien dans le génome des Téléostéens que dans celui des Tétrapodes, alors que l'on n'a pas retrouvé 

de gène d’EMPs chez les Téléostéens. Pourtant, les travaux menés chez le Fugu (Kawasaki et al., 2008), 

ont permis d’analyser tous les gènes exprimés au niveau des dents mais ceux-ci sont les gènes SCPPs 

décrits au chapitre 1.2 qui n’ont aucune homologie avec les gènes des EMPs des Tétrapodes.  

L’apparition des protéines du lait et de la salive constituent une innovation majeure chez les 

Mammifères rendue possible grâce à la création d'un nouveau groupe de SCPPs ayant de nouvelles 

fonctions. Les caséines du lait fournissent du phosphate de calcium pour les nouveaux-nés des 

Mammifères, ce qui aide le développement de leurs os et de leurs dents. Les protéines de la salive 

protègent les dents en régulant la précipitation des sels de phosphate de calcium à la surface de l'émail. Ce 

nouveau groupe de SCPPs du lait et de la salive a probablement évolué à partir de gènes de SCPPs, et 

l’hypothèse la plus récente désigne ODAM comme le gène le plus proche de ce groupe de SCPPs 

(Kawasaki et al., 2011). Si les caséines sont connues chez tous les Mammifères, les protéines de la salive 

n'ont été identifiées que chez quelques Mammifères. Par exemple, un pseudogène de stathérine (STATH) 

mais pas d'histatine (HTN) a été identifié dans le génome de la souris. L'arbre phylogénétique basé sur les 

séquences du dernier exon de ces gènes montre que STATH et HTN proviennent des caséines CSN1S2 

(Kawasaki et al., 2003). Le gène STATH aurait été créé à partir de CSN1S2 avant la divergence des 

rongeurs, il y a 96 millions d'années (Kawasaki et al., 2003). La duplication de HTN1-HTN3 a eu lieu 
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entre 15 à 30 millions d'années d'après l'analyse des taux de substitution (Fig. 2). Tous ces éléments 

suggèrent une origine récente des protéines salivaires.  

 

 

Les SCPPs dans différentes lignées de vertébrés. D’après Kawasaki, 2011. 

 

Finalement, le bilan des données disponibles sur la famille des SCPPs, permet de reconstituer le 

scénario suivant : actuellement, nous pensons que les SCPPs se sont séparées rapidement en deux groupes 

distincts à partir d’un gène ancestral des SCPPs, donnant le groupe des protéines de l’os et de la salive 

(Siblings), d’une part et le groupe des protéines de l’émail (EMPs) d’autre part. C’est à partir d’un gène 

de l’émail identifié comme ODAM que sont apparues les protéines du lait et de la salive. Ce scénario 

reste à préciser. En effet, bien que les relations au sein des EMPs soient connues aujourd’hui suite à nos 

travaux (voir partie suivante), les relations au sein des Siblings sont largement méconnues. De plus, de 

nouveaux gènes appartenant à cette famille continuent d’être découverts, comme SCPPPQ1 et FDCSP par 

exemple. On suppose qu’ils pourraient provenir de duplications de ODAM, ce qui pourrait encore 

modifier nos phylogénies.  
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Fig. 2. Relations de parenté des SCPPs. D'après Sire et al., 2007. 

 

 

3. Recherches sur les protéines de l’émail 

  

3.1. AMEL 

 

Parmi les SCPPs, un groupe de protéines m’a particulièrement intéressé: les protéines de l'émail, en 

partie à cause de leur intérêt médical. La première à avoir été étudiée est l'amélogénine (AMEL), la 

protéine majeure de ce tissu. Son abondance dans la matrice amélaire (plus de 90 % des protéines) en 

faisait le sujet d'étude le plus intéressant. Toutefois, peu de choses étaient connues sur le rôle d'AMEL et, 

de manière plus générale, sur les SCPPs, en particulier leur interaction avec les cristaux de minéral et leur 

rôle dans l'orientation et le développement des cristaux en formation. Pour cette raison, différentes études 

ont vu le jour dans l'équipe Evolution et Développement du Squelette (EDS) dont la ligne directrice 

majeure était de pouvoir comparer les séquences protéiques des SCPPs obtenues dans de nombreuses 

lignées animales afin de mieux identifier les régions fonctionnelles. Les premiers travaux que j'ai menés à 

partir de ma thèse de doctorat sur l'amélogénine, ont été très fructueux (Delgado et al., 2001, 2005, 2006, 

2007; Sire et al., 2005, 2006) et l'idée d'étendre les connaissances de cette protéine aux reptiles a permis 

d'apprécier les variations de la séquence de cette protéine au cours de l'évolution des Amniotes, sur une 

période de plus de 300 Ma. L’une des retombées médicales de ces travaux a été d’établir une carte des 

acides aminés susceptibles de conduire à une amélogenèse imparfaite (AIH1) en cas de mutation 

(Delgado et al., 2005). Ce résultat a été obtenu grâce à un grand nombre de séquences d’AMEL 

représentatives des lignées de Mammifères et de reptiles; cette base de données nous a permis, entre 
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autres, d’identifier les résidus conservés pendant 300 millions d’années en raison d’une importante 

pression sélective, preuve du rôle majeur que jouent certainement ces acides aminés dans la fonction de la 

protéine. La relation entre pression sélective et fonction cruciale de certains résidus est d’ailleurs bien 

confortée d’une part, par une étude montrant que 95% des substitutions d’acides aminés conduisant à une 

maladie génétique ont lieu sur des résidus conservés durant 100 million d’années d’évolution 

(Subramanian et Kumar, 2006) et d’autre part, par les quelques cas connus d’AIH1 concernant nos gènes 

dans lesquels les acides aminés substitués impliqués dans cette maladie font effectivement partie des 

résidus conservés au cours de l’évolution. Cette étude évolutive sur l’amélogénine (Delgado et al., 2005) 

a montré que plus de 30 acides aminés étaient de bons candidats pour conduire à une AIH1 s’ils étaient 

mutés.  

Ce qui m’a encouragé à continuer dans cette voie est que toutes les mutations conduisant à une 

amélogenèse imparfaite découvertes par la médecine dentaire depuis ces recherches en 2005 sont situées 

dans les régions mises en évidence dans cet article. 

 

En dehors du rôle de AMEL dans la minéralisation, j’ai découvert au cours de mes recherches que 

AMEL est un marqueur phylogénétique intéressant pour reconstituer les relations de parenté chez les 

Mammifères (Delgado et al., 2007). Cette découverte inattendue m’a permis de revenir, le temps d’un 

article, à ma spécialité de Master de génétique de l’évolution : la phylogénie moléculaire. 

 

Je suis ensuite passé à d’autres sujets d’étude, d’autres gènes de minéralisation, cependant 

récemment, j’ai eu l’occasion de revenir à mes « premières amours ». En effet, il restait certaines 

questions en suspens à la fin de ma thèse auxquelles j’ai toujours souhaité répondre. Parmi celles-ci, la 

présence d’un exon 4 chez certains Mammifères seulement et la présence de 2 exons terminaux (exon 8 et 

9) offrant une terminaison alternative aux ARNm de l’homme et de la souris étaient assez intriguant. 

Grâce à une étude menée conjointement avec des collègues de l’Université de Californie à San Francisco, 

et du Laboratoire « Différenciation de Cellules Souches et Prions », de l’Université Paris Descartes (Sire 

et al., 2012), il a été possible de découvrir l’origine de ces exons, de montrer par exemple qu’il y a eu une 

duplication des exons 4 et 5 pour donner un exon 4b et l’exon 8 (voir figure ci-dessous).  

 

 
(Sire et al., 2012) 
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De plus, notre étude a permis de reconstituer le scénario de l’apparition de ces différents exons 

chez les Mammifères. Ainsi, c’est la genèse de nouvelles régions codantes, le phénomène de naissance et 

de mort des exons, qui est visible à travers l’étude de l’évolution des exons d’AMEL. Reste à connaitre 

plus précisément le rôle de ces exons supplémentaires chez les Mammifères qui les ont gardés 

fonctionnels. Ces exons font partie de transcrits minoritaires ce qui a rendu la connaissance de leur 

existence tardive. Cependant, ils ont trouvé leur place au sein du processus de minéralisation de l’émail, il 

convient donc de savoir à quel moment et pourquoi ils sont exprimés.  

 
Evolution des exons 4, 8 et 9 chez les Mammifères. Les exons en noir sont codants, ceux en blanc sont des 

pseudo-exons et les exons en gris sont supposés codants. (Sire et al., 2012) 
 

 

3.2. ENAM 

 

La découverte des relations de parenté entre l'amélogénine et les autres protéines de l'émail (Enamel 

Matrix Proteins: EMPs), améloblastine (AMBN) et énaméline (ENAM), m'a amené à considérer que la 

seule étude d'AMEL n'était pas suffisante pour comprendre la biologie de l'émail et les interactions 

possibles de cette protéine avec les autres EMPs et, également, d'autres SCPPs (Sire et al., 2007).  

 

Je me suis alors intéressé à ENAM car cette protéine est la plus ancienne des EMPs. Plus 

exactement, les trois EMPs connues à ce jour, AMEL, AMBN et ENAM, proviennent de la duplication 

du gène ancestral de d'ENAM (Sire et al., 2005, 2006, 2007). Comme je l’ai expliqué dans le chapitre 

précédent, nos travaux ont suggéré que l'ancêtre des EMPs pourrait être apparu à la suite de la duplication 
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de SPARC (anciennement connue sous le nom d'ostéonectine), il y a plus de 600 Ma (Delgado et al., 

2001; Sire et al., 2007).  

 

 
Relations phylogénétiques entre les gènes des protéines de l’émail ; D’après Sire et al., 2007. 

 

 

Cette place particulière d'ENAM à l'origine des EMPs des vertébrés amenait plusieurs questions et 

la recherche des réponses a débouché sur une thèse de doctorat que j'ai co-encadrée et qui s’est terminée 

en 2010 (Al-Hashimi, 2010). Cette thèse a apporté de nombreuses connaissances sur ce gène crucial dans 

la minéralisation des dents. Quand nous avons commencé à étudier ENAM les données bibliographiques 

indiquaient que son rôle était incertain. 

L’étude comparative des séquences d’ENAM de 36 Mammifères dont les génomes sont disponibles 

dans les banques de données a permis de mesurer les pressions de sélection au niveau des acides aminés 

et de détecter les régions conservées.  

La découverte la plus importante résultant de cette analyse est la mise en évidence du rôle central 

joué par le fragment de 32 kDa d’ENAM. En effet, comme toutes les protéines de la matrice de l’émail, 

ENAM subit des coupures protéolytiques, au court de son cycle, qui génèrent des polypeptides de 

différentes tailles. Ainsi, la littérature décrit pour ENAM des peptides de 155, 142, 89, 34, 32 et 25-kDa 

(Fukae and Tanabe 1985, 1987; Uchida et al. 1991; Tanabe et al. 1994; Fukae et al. 1996). 

Malheureusement, il est toujours difficile de connaître le rôle exact de ces polypeptides. D’autant que 

parfois, ces fragments ne sont que des résidus de coupure qui n’ont en réalité pas de rôles actifs dans la 
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minéralisation. Notre travail a permis de montrer que le fragment de 32 kDa d’ENAM dont l’existence est 

connue depuis longtemps, mais dont le rôle était encore incertain, est la "clef de voûte" dans la 

minéralisation de l'émail. Sans le fragment de 32 kDa, il n’y a pas d’initiation de la minéralisation, donc 

pas d’émail du tout. A partir de cette dernière découverte et en compilant nos résultats avec les données 

de la littérature, nous avons pu proposer un nouveau modèle de distribution des protéines au cours de la 

minéralisation de la matrice amélaire. 

 

 
Séquence humaine de ENAM. Elle est composée de 1142 résidus incluant 
le peptide signal supposé codé par les exons 3 et 4. La flèche indique le site 
de clivage du peptide signal. Les positions conservées, i.e., sujettes à la 
sélection purifiante chez les Mammifères (durant 160 million d’années 
d’évolution), sont indiquées en noir et gris foncé (plus forte sélection) et en 
gris clair (sélection plus faible). (D’après Al-Hashimi et al., 2009). 

 

 

 Juste après, nous avons étendu cette étude aux reptiles et aux amphibiens (Al-Hashimi et al., 2010) 

ce qui a permis de montrer que le peptide signal original de ENAM découvert précédemment est bien une 

innovation apparue chez les Mammifères. Ce travail a aussi permis de montrer que le poulet possède les 

traces encore visibles dans son génome de la présence du gène de l’émail ENAM mais sous forme d’un 
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pseudogène désormais non fonctionnel. Cette découverte, n’était pas très surprenante puisque nous avions 

déjà découvert le pseudogène de l’amélogénine (autre gène majeur de l’émail) il y a quelques années 

(Sire et al., 2008). Ces travaux avaient fait suite à certaines expériences ambigües qui avait permis de 

faire développer des dents ou des bourgeons de dents chez le poulet sans prouver formellement la 

présence d’émail (Kollar et Fisher, 1980; Chen et al., 2000; Mitsiadis et al., 2003). Certains auteurs, se 

demandaient alors si les oiseaux n’auraient pas gardé potentiellement les outils génétiques pour fabriquer 

des dents. L’invalidation des gènes dentaires prouve ainsi le contraire.  

 

4. Recherches sur les protéines de la dentine et de l’os 

 

4.1. DMP1 

 

Ce travail fait partie d’une des dernières thèses en date dans notre laboratoire, réalisée par Jérémie 

Silvent. Cet encadrement a abouti à l’écriture d’un article qui vient d’être soumis à une revue, sous le titre 

« The dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP1) in the light of mammalian évolution » (par Jérémie 

Silvent, Jean-Yves Sire et Sidney Delgado). 

DMP1 m’a donné l’occasion de travailler pour la première fois sur une des protéines de la dentine et 

de l’os (Siblings). Parmi toutes les Siblings, DMP1 semblait une cible d’étude très intéressante pour 

plusieurs raisons. En premier lieu à cause de son importance dans la minéralisation de la dentine et de 

l’os. Cette importance a été mise en évidence par l’existence de certaines maladies génétiques chez 

l’homme et par des expériences d’invalidation du gène chez la souris. Les expériences de Knockout chez 

la souris montrent des défauts de minéralisation de l’os et de la dentine (Ye et al. 2005; Ye 2004). Chez 

l’homme, des mutations de DMP1 ont été associées avec divers syndromes comme une forme autosomale 

récessive de rachitisme hypophosphatémique (ARHR) (Feng et al. 2006; Lorenz-Depiereux et al. 2006; 

Mäkitie et al. 2010; Turan et al. 2010), de l’ostéomalacie (Feng et al. 2006), ou encore des défauts de 

maturation de la dentine (Ye 2004). Une autre raison de s’intéresser à DMP1 est la diversité de ses 

fonctions. En plus de son rôle dans la nucléation et la régulation de la minéralisation au niveau de la 

matrice de collagène, DMP1 peut agir dans l’ostéogenèse comme facteur de transcription en activant 

certains gènes spécifiques des cellules osseuses (ostéoblastes) comme par exemple l’ostéocalcine 

(Narayanan et al. 2003) ou DSPP (Lu et al. 2007; Ye 2004). Cette fonction est possible grâce à la 

présence d’un motif (NLS) permettant l’importation de DMP1 dans le noyau. Récemment il a aussi été 

suggéré que DMP1 pourrait jouer un rôle dans l’angiogenèse (Pirotte et al. 2011) ou agir dans le turnover 

des protéines de la matrice extracellulaire endommagées par oxydation en formant un complexe avec 

MMP-9 (Ogbureke and Fisher 2006; Ogbureke and Fisher 2005; Ogbureke and Fisher 2004). Une telle 

palette d’action soulevait les questions suivantes : Où se localisaient ces différentes fonctions sur la 

protéine ? Et comment les motifs potentiellement associés à ces fonctions ont-ils évolué ? 
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Nous avons donc étudié l’évolution de DMP1 chez les Mammifères dans le but 1) d’identifier des 

acides aminés ou des régions qui pourraient jouer un rôle important pour la fonction de DMP1, 2) de 

définir de manière plus précise les régions fonctionnelles précédemment décrites et 3) d’établir 

l’emplacement potentiel de mutations associées à des maladies génétiques humaines.  

En plus des sites déjà décrits dans la littérature et qui sont, comme prédit, conservés durant 200 Ma 

d’évolution (voir  les deux figures ci-dessous), nous avons effectivement découvert des motifs inconnus 

dont la fonction reste à définir, ce qui n’est guère surprenant étant donné la gamme étendue d’actions de 

DMP1. Le plus frappant dans cette étude est d’avoir pu constater que les limites de ces motifs protéiques 

précédemment décrites dans la littérature ont été redéfinies par nos calculs de conservation. Lorsque l’on 

étudie de plus près les articles précédents concernant DMP1, on constate que les limites des motifs sont 

parfois définies par des techniques consistant à couper la protéine en de nombreux morceaux pour ensuite 

trier les peptides en fonction de leur rôle. Dans ces conditions, les limites des motifs sont confondues avec 

celles des peptides qui les portent. Parfois, certains motifs sont définis par homologie avec des motifs 

identifiés sur d’autres protéines, les limites en sont donc putatives. Les comparaisons de séquences que 

nous avons réalisées ont donc redéfini les contours des régions fonctionnelles de DMP1 parfois de 

manière importante, par exemple pour le motif de régulation de DSPP.  

 

 
Analyse évolutive de DMP1 à partir de 41 séquences de Mammifères. « Sliding Window » 

(fenêtre de 15 pb et déplacement de 5 pb). Logarithme du taux de substitution par site (b) Taux de 
substitution non synonyme (dN) le long de DMP1. Les fortes contraintes sélectives correspondant aux 
faibles taux de substitution. Les zones connues pour avoir un rôle fonctionnel sont indiquées en 
abscisse (RGD, liaison au collagène, ASARM, NLS (motif d’adressage dans le noyau)).  
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Séquence en acides aminés de DMP1 de l’homme sur laquelle est indiquée le résultat de 

l’analyse évolutive des conservations de séquences. La couleur la plus sombre représente le niveau 
de conservation le plus élevé. Les régions déjà connues pour leur rôle dans DMP1 sont indiquées 
ainsi : signal peptide (souligné); motif RGD (carré); site SG (ovale); Liaison collagène (carré 
contours grisés); peptide ASARM souligné deux fois; Site de localisation nucléaire (carré avec 
ligne pointillée); liaison DSPP (carré grisé). Pointe de flèche : 4 sites de clivage connus chez le 
rat. Etoiles : résidus sélectionnés positivement. (*) : Résidus phosphorylés; (#) : Résidus N-
glycosylés. Ovales contours grisés : sites inconnus supposés avec une fonction importante pour 
DMP1.  
 

 

4.1. MEPE 

 

Dans le cadre d’une thèse de Doctorat effectuée dans notre laboratoire et consacrée à MEPE 

(Bardet, 2009) j’ai eu l’occasion de travailler sur une autre protéine importante dans la minéralisation de 

l’os et de la dentine. Avec la doctorante chargée de ce sujet, nous avons essayé de mettre à jour les 

patrons d’évolution de cette protéine chez les Mammifères. Ma contribution à ces travaux étant plus 

modeste que dans les chapitres précédents, je n’entrerai donc pas dans les détails de cet article, mais je 

souhaiterai insister sur le fait que cette fois encore, les résultats se sont avérés intéressants dans la 

compréhension du fonctionnement de MEPE. Cette protéine est non seulement connue pour être 

impliquée dans la minéralisation de l’os et de la dentine mais également dans la minéralisation de la 

coquille d’œuf chez les oiseaux. Ainsi on suppose que la fonction primordiale de MEPE serait la 

minéralisation de l’os, ensuite se serait ajoutée la minéralisation de la coquille d’œuf chez les Tétrapodes 

ovipares. Puis cette fonction se serait perdue secondairement chez les Mammifères placentaires. Il n’a 

malheureusement pas été possible de découvrir le gène MEPE chez l’ornithorynque qui est un mammifère 

ovipare. La comparaison avec les autres Mammifères aurait été intéressante. 
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Avant cette étude, la littérature décrivait la région « dentonine » de MEPE avec ses deux motifs de 

liaison à la matrice (RGD et SGDG) comme étant une caractéristique ancienne des Sibling (Fisher et 

Fedarko, 2003). Or nous avons pu montrer qu’au contraire, ces deux motifs sont une particularité apparue 

chez MEPE dans la lignée placentaire.  
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III - Projets de recherches 
 

 

Plusieurs voies possibles de recherches se sont dégagées à partir des études que j’ai menées ces 

dernières années.  

 

Premièrement, je souhaite m’intéresser à ce groupe de protéines, les Siblings dont j’ai eu 

l’occasion d’exposer les caractéristiques dans le chapitre précédent. Ce groupe de protéines est très 

intéressant car assez diversifié, elles sont principalement impliquées dans la minéralisation de tissus 

comme l’os ou la dentine, mais aussi dans la minéralisation de la coquille d’œuf chez les oiseaux. De 

plus, des mutations dans ces gènes semblent avoir un large spectre d’effets phénotypiques : par exemple, 

des mutations dans le gène DMP1 sont impliquées dans certaines formes de rachitisme. L’étude 

individuelle de ces gènes permettra donc de mieux comprendre leurs rôles et leurs fonctions.  

Par ailleurs, les relations de parenté au sein de cette famille de gènes sont mal connues alors que 

tous possèdent un ancêtre commun. Le but des recherches que je souhaite entreprendre est de comprendre 

l’histoire évolutive de cette famille afin d’imaginer un scénario évolutif concernant l’apparition des tissus 

qu’ils forment. Plusieurs questions se posent auxquelles je souhaite apporter une réponse : les Siblings 

étaient-elles toutes présentes chez l'ancêtre commun des Sarcoptérygiens ou bien certaines ont-elles été 

recrutées plus tardivement? Comment ont été acquises la structure des gènes ainsi que les caractéristiques 

propres à chaque protéine ? Celles-ci différent-elles dans les différentes lignées? Quelles sont les relations 

de parenté entre les protéines de la dentine et de l'os. 

Le gène MEPE est connu pour intervenir dans la minéralisation de l’os et de la dentine mais 

également dans la minéralisation de la coquille de l’eau des oiseaux. Comment ce gène s’est adapté à ces 

différentes fonctions au cours de l’évolution ? Quels ont été les changements de structure de la protéine 

au cours de la transition vers les amniotes et ensuite vers les placentaires ? 

Pour cela il serait nécessaire de compléter les données sur ces protéines en étendant les 

connaissances aux reptiles, aux amphibiens et Sarcoptérygiens aquatiques (cœlacanthe et dipneuste), afin 

d’avoir une idée de l’évolution des gènes concernés sur une période au moins 450 Ma.  

Deuxièmement, je souhaite développer un axe de recherche consacré à une autre famille de gènes : 

les EMP (Enamel Matrix Proteins) qui participent à la formation de l’émail. Nous travaillons sur les 

EMPs depuis plusieurs années dans notre équipe (voir chapitre précédent). Cependant, comme pour les 

Siblings, les données sur ces gènes sont faibles dès que l’on cherche hors du groupe des Mammifères, 

excepté les celles issues de nos précédents travaux (delgado et al., 2003 ; Bardet et al., 2010). Il n’existe 

aucune donnée sur l’expression de ces gènes dans les deux lignées de Tétrapodes autres que les 

Mammifères : les reptiles et les amphibiens. Enfin, étonnamment, on a montré un lien de parenté entre les 

gènes de l’émail et les protéines de la salive et du lait (Kawasaki et al., 2011) qui ne sont pourtant pas 
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impliqués dans des processus de minéralisation. Il sera nécessaire d’inclure ces gènes dans des analyses 

phylogénétiques afin de comprendre l’histoire évolutive de cette grande famille. En ce qui concerne le 

protéines du lait et de la salive, on peut supposer qu’un tel changement de fonction au cours de 

l’évolution s’est traduit par des changements important des pressions de sélection qu’il serait intéressant 

d’analyser.  

De plus, plusieurs gènes de la famille des EMPs (ODAM, AMTN, SCPP-PQ1) ont été découverts 

très récemment et on connaît peu ou pas de choses sur leurs fonctions. Interviennent-ils exclusivement 

dans la minéralisation ? Quand ont-ils été crées ? Quel est leur rôle spécifique dans la minéralisation ? Ils 

représentent donc un nouveau champ d’étude à explorer.  

Plusieurs gènes de EMPs seront donc mes prochaines cibles de recherche, car il existe de 

nombreuses « zones d’ombre » les concernant :  

 

1. L’Améloblastine (AMBN) 

 

L’améloblastine a été découverte simultanément par trois groupes, deux travaillant sur les incisives 

du rat (Cerny et al., 1996; Fong et al., 1996; Krebsbach et al., 1996) et l’autre sur les dents du porc (Hu et 

al., 1997a). L’expression d’AMBN est restreinte à l’améloblaste, comme pour l’amélogénine, mais cette 

expression diminue durant la maturation de l’émail (Cerny et al., 1996; Fong et al., 1996; Krebsbach et 

al., 1996; Uchida et al., 1997, 1998; Fukumoto et al., 2004). Seules de petites quantités d'AMBN ont été 

détectées, représentant moins de 5% des protéines totales de la matrice de l’émail (Krebsbach et al., 

1996). AMBN est, comme AMEL, une protéine spécifique des dents. Elle est exprimée par toutes les 

cellules de la couche basale de l'organe de l’émail (gaine épithéliale d’Hertwig, améloblastes en pré-

sécrétion, en sécrétion et en maturation) et, de façon transitoire, au niveau des odontoblastes. De plus, les 

régions C-ter et N-ter montrent des localisations différentes au cours du développement de la matrice de 

l’émail. En effet, contrairement à ce qui a été observé pour la région N-ter dans les expériences 

d’immuno-marquage d’Uchida et al. (1991) et de Fukae et al. (1993) (voir plus haut), la région C-ter est 

fortement concentrée à l’intérieur des 2 µm des fibres de Tomes. On la retrouve ensuite de moins en 

moins concentrée sur une profondeur de 50 µm avec un patron d’immuno-marquage en forme de “ruche 

d’abeille“ inversée. Elle ne montre aucun marquage dans l’émail plus profond.  

Le rôle d'AMBN reste pour l’instant mal connu, mais certains auteurs ont suggéré que la protéine 

pourrait jouer un rôle important dans le contrôle de la croissance des cristaux d'émail et dans la 

détermination de la structure prismatique (Robinson et al., 1998). Hu et al. (1997) pensent qu'AMBN 

prévient la croissance des cristallites dans le manteau de l'émail durant la phase de sécrétion et maintient 

ouvert un chemin par lequel les protéines de l'émail profond peuvent s'échapper durant la phase de 

maturation. 
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Et puis, il reste un fait intriguant : bien que les études citées ci-dessus ont démontré que l’améloblastine 

joue un rôle important dans l’amélogenèse, c’est le seul gène de l’émail pour lequel aucune mutation 

ponctuelle provoquant une maladie génétique (Amélogenèse Imparfaite) n’a encore été découverte. 

 

2. L’Amélotine (AMTN) 

 

Une étudiante en thèse travaille actuellement sur ce sujet et une collaboration avec elle devrait 

probablement voir le jour très bientôt. 

L'amélotine s'est ajoutée récemment à la famille des EMPs; elle a été initialement identifiée  au 

niveau des améloblastes d'incisives de souris par la technique de DD-PCR (Differential Display 

Polymerase Chain Reaction) (Iwasaki et al., 2005). Le clonage des ADNc d'AMTN du rat a donné trois 

différents produits de transcription, le plus long contenant 1032 nucléotides avec 9 exons (Moffatt et al., 

2006). Les deux autres produits de transcription représentent des variantes d'épissage : le produit de 

transcription 2 ne contient pas l'exon 7 alors que le produit de transcription 3 ne contient pas les exons 3 à 

7. Les sept premiers exons codants sont en phase 0. L'amélotine est une protéine sécrétée caractérisée par 

une abondance égale de  proline, leucine, glutamine et thréonine et par l'absence de cystéine. Des 

modifications post-traductionnelles ont révélé la présence de motifs SXE très conservés chez sept 

Mammifères (humains, rats, souris, chimpanzés, macaques, chiens et opossums) ainsi que de nombreux 

sites potentiels d'O-glycosylation. Étonnamment, les produits de transcription 2 et 3 ne possèdent pas de 

motifs SXE, ce qui peut révéler des différences fondamentales dans les fonctions des différentes 

isoformes de l'AMTN (Moffatt et al., 2006). L'expression d'AMTN est restreinte au stade de maturation 

des améloblastes des molaires et des incisives de souris en développement (Iwasaki et al., 2005). Cette 

découverte est confirmée par Northern Blot (Moffatt et al., 2006) qui révèle une expression importante 

d'AMTN dans les stades de maturation de l'organe de l'émail. Cependant, cette expression d'AMTN dans 

les stades de maturation est différente de celles d'AMBN et d'ENAM qui sont principalement exprimés 

dans les stades de sécrétion de l'améloblaste (Smith, 1998). Il convient aussi de noter qu'AMTN est 

exprimée à de faibles niveaux dans d'autres tissus comme les ligaments parodontaux, les poumons, la 

gencive et le thymus. La localisation immuno-histochimique d'AMTN a révélé une localisation unique à 

l'interface entre l'extrémité apicale des améloblastes et la surface de l'émail au cours de la maturation dans 

la lame basale. Cette localisation cellulaire particulière suggère un rôle dans l'adhésion des cellules. 

Néanmoins, aucun motif RGD connu pour se lier aux intégrines de la membrane cellulaire n'est présent 

dans l'AMTN (Moffatt et al., 2006). Iwasaki et al. (2005) ont aussi indiqué qu'il est peu probable que les 

améloblastes sécrètent des quantités importantes d'AMTN dans un environnement fortement 

protéolytique, à moins que la protéine elle-même ne soit une protéase. 
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3. Odontogenic, ameloblast-associated protein (ODAM) 
 

Cette protéine a été initialement identifiée par Solomon et al. (2003) dans des dépôts d'amyloïde 

d'échantillons de tumeurs odontogénétiques humaines; ils l'ont appelée Apin. 

Une recherche intensive des gènes de protéines exprimées par les améloblastes à partir de banques 

d'ADNc provenant d'incisives de rat a récemment permis l'identification d'ODAM en même temps 

qu'AMTN. Ces deux gènes sont en effet exprimés par les améloblastes durant le stade de maturation de 

l'émail (Moffatt et al., 2006). Cependant, Park et al. (2007) ont aussi détecté une faible expression 

d'ODAM par les améloblastes au stade de sécrétion. Étant donné la localisation d'ODAM sur le 

chromosome 4 chez les humains et son architecture, le gène a été inclus dans la famille des SCPPs 

(Kawasaki et Weiss, 2003). ODAM contient un peptide signal riche en glutamine et proline (Moffatt et 

al., 2006), aussi faut-il souligner qu'ODAM a quelques autres caractéristiques des SCPPs, par exemple des 

introns en phase 0 et la présence d'un motif SXE codé par l'extrémité de l'exon 3. Chez l'homme, ODAM 

semble avoir une variante d’épissage qui ne dispose pas de l'exon 2, mais on ne retrouve pas cette 

caractéristique chez les rongeurs (Moffatt et al., 2006). ODAM est surexprimée dans certaines cellules 

cancéreuses (cancer du col de l'utérus: Rosty et al., 2005 ; quelques cancers gastriques: Aung et al., 2006). 

L'expression excessive d'ODAM dans plusieurs formes de cancers reste encore un phénomène incompris. 

Comme AMTN, ODAM est détecté au début du stade de la maturation dans la région de Golgi et 

dans la région apicale des améloblastes (Moffatt et al., 2008). Le marquage immunologique dans le Golgi 

pour ODAM persiste tout au long du stade de maturation, alors que celui d'AMTN devient faible juste 

après la progression des améloblastes dans les stades de maturation. Une autre différence réside dans 

l'observation d'une coloration plus diffuse d'ODAM le long de la surface apicale de l'améloblastes alors 

que celle d'AMTN est localisée précisément au niveau de la région de la lame basale faisant la connexion 

entre l'organe de l'émail et la surface de l'émail (Moffatt et al., 2006). L'autre site d'expression d'ODAM et 

d'AMTN est l'épithélium de jonction qui entoure les dents en éruption (Park et al., 2007; Moffatt et al., 

2008). 

La localisation d'ODAM et d'AMTN indique que ces deux protéines jouent peut-être un rôle 

favorisant l'adhésion de l'épithélium à la surface des dents et cela suggère aussi une interaction possible 

entre les deux protéines qui est nécessaire à l’accomplissement de cette fonction. 

Cependant, Park et al. (2007) ont suggéré qu'ODAM pourrait aussi être impliquée dans la 

minéralisation et la maturation de l'émail, mais probablement de façon indirecte en régulant l'expression 

de la métalloprotéinase MMP 20 et de la tufteline. 
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Il n’y a pas que les SCPPs dans la vie …  

 

 MMP20 et KLK4 

 

 La minéralisation de l’émail est sous le contrôle des EMPs. Cependant, cela fait longtemps que 

l’on soupçonne un rôle prédominant des protéases dans la mise en place correcte de l’émail. En effet, 

l’émail est un tissu unique dans le monde animal car il est hyperminéralisé ce qui empêche la présence de 

protéines comme le collagène qui servent habituellement de soutien, de trame de minéralisation dans les 

tissus comme l’os. Les EMPs, et particulièrement l’amélogénine, jouent ce rôle clef de trame de 

minéralisation mais avec une contrainte de taille : cette trame doit être ôtée de la matrice durant la phase 

de minéralisation afin d’obtenir un tissu minéralisé à plus de 98%. C’est ici qu’interviennent les 

protéases. 

La protéase prédominante dans la matrice de l'émail au cours de l'étape de sécrétion est 

l'énamélysine (MMP20) (Li et al., 1999 ; Ryu et al., 1999). MMP20 est supposée être une protéase qui 

clive rapidement AMBN et ENAM, ainsi qu'AMEL, juste après leur sécrétion par les améloblastes et 

qu'elle dégrade ensuite sélectivement certains de leurs produits de clivage, alors que d'autres au contraire 

s'accumulent, faute d'être protéolysés, comme le fragment d'ENAM de 32 kDa (Yamakoshi et al., 2006). 

L'inactivation de MMP20 chez la souris par la technique du "knock-out" entraîne de profonds 

défauts de l'émail, ce qui confirme son importance majeure dans la formation de l'émail (Caterina et al., 

2002). Cependant, Yamakoshi et al. (2006) ont montré que MMP20 ne peut pas cliver le fragment de 32 

kDa d’ENAM in vitro car les glycosylations protègent ce peptide des dégradations. En revanche, il a été 

démontré que KLK4 (kallikrein 4), une protéase plus petite que MMP20 (Scully et al., 1998) est capable 

de dégrader le fragment de 32 kDa (Yamakoshi et al., 2006). Cinq sites majeurs de clivage par la KLK4 

ont été identifiés chez ENAM. Il a également été montré que MMP20 et KLK4 clivent les protéines de 

l'émail de manière différente, suggérant qu'elles jouent un rôle complémentaire dans l'amélogenèse 

(Yamakoshi et al., 2006). 

Ces protéases ont donc probablement évolué conjointement avec les EMPs pour assurer la 

minéralisation de l’émail. L’émail a dû être un tissu qui est devenu de plus en plus minéralisé au cours de 

l’histoire des vertébrés et cette évolution s’est réalisée à la fois par la spécialisation de protéines de 

minéralisation comme les EMPs et aussi par le recrutement de protéases assurant à l’arrivée la 

construction d’un tissu presque entièrement minéral. C’est pourquoi, l’étude de l’évolution de l’émail doit 

passer par l’étude de l’évolution des protéases de la matrice amélaire.  
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 miR-1304 

 

Des travaux récents (Lopez-Valenzuela et al., 2012) ont montré qu’un MicroARNs (miR-1304) 

régule les gènes responsables de la formation de l’émail comme ENAM et AMTN. Une version 

ancestrale de ce MicroARN présente chez Neandertal est responsable d’une réduction de 50% de 

l’expression de ces gènes. Il existe des différences évidentes de morphologie de l’émail entre l’Homme 

moderne, comme par exemple une plus grande finesse de l’émail chez ce dernier. Les auteurs concluent 

que ces différences sont le résultat d’une mutation sur miR-1304 survenue sur la lignée d’Homo sapiens.  

Il serait intéressant d’étudier l’évolution de la séquence de ce MicroARN ou de sa région de 

liaison  située dans les partie 3’-UTR de ENAM et AMTN, surtout chez les Mammifères qui montrent 

une diversité de morphologie de l’émail très importante.  
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Perspectives 
 

A ce jour nous ne savons pas quels membres des SCPPs étaient présents lors de la minéralisation 

des tissus squelettiques des premiers vertébrés. Tout au plus, les études d'évolution moléculaire menées 

dans notre équipe ont indiqué que les gènes de l'émail étaient présents à cette époque (Delgado et al., 

2001 ; Sire et al., 2007). De par leur nature non structurée (Tompa 2002), les SCPPs possèdent des 

régions variables qui limitent beaucoup l'identification de leurs gènes par les méthodes de PCR 

classiques, surtout chez des espèces phylogénétiquement éloignées. Pour cette raison, les connaissances 

sont très dépendantes du séquençage de génomes et elles ont beaucoup plus progressé chez les 

Mammifères (45 génomes disponibles) que dans les autres lignées sarcoptérygiennes où elles sont 

limitées à quelques espèces de Tétrapodes non mammaliens (3 génomes d'oiseaux, 1 génome de lézard, 1 

génome d'amphibien) chez lesquelles les SCPPs sont assez bien connues. L’étude de l'origine, des liens 

de parenté, des patrons évolutifs des SCPPs et des régions fonctionnelles se heurte donc aujourd’hui à ces 

données fragmentaires chez les Sauropsides et les amphibiens, et à leur totale absence chez les 

représentants actuels des lignées basales des Sarcoptérygiens, dipneustes et cœlacanthes.  

 

J’ai donc commencé par accueillir une étudiante sur un sujet de Master 2 et bien qu’elle n’ait pu 

poursuivre nos recherches en Thèse de Doctorat, son travail a permis d’obtenir les premières données sur 

les EMPs chez les reptiles. D’un point de vue personnel, cette expérience d’encadrement en Master a 

également été très enrichissante, mais le fait de devoir s’arrêter après quelques mois fructueux m’a paru 

assez frustrant et m’a incité à aller plus loin, vers la thèse de doctorat. Pour poursuivre ces projets, j’ai 

donc écrit un sujet de thèse pour atteindre un double objectif : tout d'abord, acquérir de nouvelles données 

sur ces gènes chez les reptiles archosauriens (crocodiliens), chez les amphibiens (pleurodèle et 

gymnophiones), chez les dipneustes et les cœlacanthes, afin de faire l'analyse évolutive des SCPPs chez 

les Sarcoptérygiens.  

La séquence d’un gène ou d’une protéine apporte évidemment énormément d’informations sur un 

phénomène biologique comme la biominéralisation, mais elle ne doit jamais être déconnectée de l’aspect 

fonctionnel et physiologique. Aussi, le deuxième objectif d’une thèse sous ma direction serait d'étudier 

l’expression des SCPPs chez le pleurodèle (en élevage au laboratoire) et chez un gymnophione (facile à 

obtenir dans le commerce spécialisé) au cours du développement des dents et des os (mâchoire) et 

permettrait de comprendre comment les fonctions de ces protéines ont été acquises dans les différentes 

lignées sarcoptérygiennes. Une étude faisant appel à l’hybridation in situ aiderait certainement à répondre 

aux question suivantes : l’expression de ces gènes est-elle semblable ou différente dans le temps et 

l'espace chez ces diverses espèces? Est-elle étendue à d'autres tissus, y compris non minéralisés, ou au 

contraire la spécificité de ces protéines était-elle déjà bien établie chez l'ancêtre des Sarcoptérygiens, il y a 

environ 450 Ma? 
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Comme je viens de l’exposer, il manque des données moléculaires cruciales que je me propose 

d’obtenir dans les années à venir. Pour combler ces manques, je peux également m’appuyer sur certains 

génomes incomplets en cours de réalisation. Celui du cœlacanthe est le plus prometteur et permettra de 

compenser la rareté de son ADN ! Cependant, afin de ne pas dépendre de l’avancée aléatoire d’autres 

recherches, nous nous sommes lancés récemment dans le séquençage de transcriptomes de mâchoires sur 

les modèles qui nous intéressent. Ainsi, nous avons réalisé le séquençage de transcriptomes de mâchoires 

d'un crocodile et d'un dipneuste. Malgré cela, à ce jour ces nouvelles données n’ont pu être exploitées 

faute d’un étudiant en thèse. 

 

De plus, nous prévoyons dans le futur d'obtenir d’autres transcriptomes comme ceux d'un 

gymnophione et d’un pleurodèle. Ces projets dépendent évidemment de financements car le séquençage à 

grande échelle reste une technique onéreuse. C’est dans ce cadre que nous avons fait une demande de 

financement ANR en 2012.  
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