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LISTE DES ABREVIATIONS 
 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

ARN : Acide désoxyribonucléique 

ALP : Phosphatase alcaline (Alcaline Phosphatase) 

 

BMP : Protéine de morphogenèse osseuse (Bone Morphogenetic Protein) 

BSP : Sialoprotéine osseuse (Bone SialoProtein) 

 

CCL : Chimiokine à motif CC 

CMH : Complexe majeur d’histocompartibilité 

CXCL : Chimiokine à motif CXC 

 

DC : Cellule dentitrique (Dentritic Cell) 

Dex : Dexaméthasone 

DO : Densité Optique 

DPP : Phosphoprotéine dentinaire (Dentin PhosphoProtein) 

DSPP : Sialophosphoprotéine dentinaire (Dentin SialoPhosphoProtein) 

DSP : Sialoprotéine dentinaire (Dentin SialoProtein) 

DMP1: Dentin matrix protein 1 

 

GH: Hormone de croissance (Growth Hormone) 

GHBP: Growth hormone binding protein 

GHR: Récepteur de l’hormone de croissance (Growth Hormone Receptor) 

GHRH: somatolibérine (Growth Hormone Releasing Hormone) 

 

HA: Hydroxy Apatite 

IGF1: Insuline Growth factor 1 

IR: Infra rouge 

JAK: JAnus Kinase 

 

LTA : Acide lipotéichoïque 

LPL : Lipoprotéine lipase 

LPS : Lipopolysaccharide 

LT : Lymphocyte T 

 

MAPK : Protéine kinase activée par la mitose (Mitogen Activated Protein Kinase) 

MEM : Minimum Essential Medium 

MEPE: Matrix Extracellular PhosphoglycoprotEin 

MMP : Métalloprotéinases matricielles (Matrix MetalloProteases) 

 

OC: Ostéocalcine 

ON : Ostéonectine 

OPN: Ostéopontine 

 

PBS: Tampon phosphate (Phosphate Buffered Saline) 

Pit-1: pitituary-spécific transcription factor-1 

PTH: Hormone parathyroïde (Parathyroïde Hormone) 

 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 
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RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

SIBLING: Small Intergrin-Binding LIgand N-linked Glycoproteins 

SMA: Actine du muscle lisse (Smooth muscle actine) 

SRIF: Somatostatine (Somatotropine Releasing-Inhibiting Factor) 

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription 

SVF: Sérum de Veau Fétal 

 

TGFβ: Facteur de croissance transformant de type β (Transforming Growth Factor β) 

TLR: Récepteur  semblable à Toll (Toll-Like Receptor)  
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Introduction 

 

La dent est une entité complexe constituée de trois tissus minéralisés : l’émail, la dentine et le 

cément ; et d’un tissu conjonctif : la pulpe dentaire.  

La carie dentaire est une maladie multifactorielle d’origine bactérienne. Sa prévalence 

diminue mais l’OMS la définie encore comme le 4
ème

 fléau mondial après les cancers, les 

maladies cardiovasculaires et le SIDA. Après l’attaque de l’émail, la carie va mettre en péril 

le complexe dentino-pulpaire et l’intégrité dentaire. La pulpe dentaire peut se défendre par 

l’élaboration de dentine réactionnelle. Mais très vite, l’envahissement du tissu dentinaire et du 

tissu pulpaire par les pathogènes bactériens conduisent à une inflammation puis à une nécrose 

pulpaire qui vont entrainer la dévitalisation voir l’extraction de la dent. 

La préservation des tissus minéralisés et de la vitalité pulpaire et l’un des fondements de notre 

activité de clinicien. Pour cela le développement de nouvelles thérapeutiques pour préserver la 

vitalité pulpaire (donc l’organe dentaire) mais également l’élaboration de nouvelles dents par 

ingénierie cellulaire/tissulaire sont nécessaires et constituent un véritable défi pour les 

chercheurs. 

Le tissu pulpaire dentaire est constitué de différentes populations cellulaires et d’une matrice 

extracellulaire riche en molécules inductrices. Sa physiopathologie complexe et unique n’est 

pas encore complètement élucidée (chapitre I).  

De nombreuses équipes de recherches travaillent sur les différents aspects de la biologie 

pulpaire et odontoblastique. Dans ce travail nous nous sommes focalisés sur deux aspects de 

la physiologie pulpaire : 

- les cellules souches pulpaires avec une étude des conditions de culture pouvant 

favoriser le recrutement des précurseurs d’intérêt dans l’optique d’une application 

en ingénierie tissulaire (chapitre II), 

- l’effet d’un facteur de croissance : l’hormone de croissance sur les odontoblastes 

(chapitre III). 
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I. Situation du sujet  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cellules de la pulpe dentaire 
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Dans le cadre de cette thèse d’Université, nous avons mis en culture des cellules de la pulpe 

dentaire afin d’étudier les effets du milieu de culture et de l’hormone de croissance. Dans ce 

chapitre nous allons décrire les cellules du tissu pulpaire pour permettre de comprendre les 

spécificités des cellules sur lesquelles nous avons travaillé. 

 

1.1. Généralités 

 

La pulpe dentaire est un tissu conjonctif lâche hautement spécialisé logé dans la cavité 

pulpaire au centre de la dent.  

 

 

   Figure1.1 : Représentation schématique de la pulpe dentaire 

 

Il faut distinguer : 

- la pulpe camérale logée dans la chambre pulpaire et comprenant les cornes 

pulpaires, 

- la pulpe radiculaire logée dans les canaux radiculaires et qui est en relation avec 

l’extérieur par le foramen apical. 

 

D’un point de vue embryonnaire, la pulpe dérive du mésenchyme para-axial provenant du 

premier arc branchial. La pulpe succède à la papille ectomésenchymateuse (mésenchyme 

contenant des cellules des crêtes neurales ayant migrés du mésencéphale et du 

rhombencéphale antérieur) du germe dentaire à la fin du stade de la cloche (Piette et 

Goldberg, 2001). 
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Histologiquement, le tissu pulpaire constitué de cellules dispersées dans une matrice de 

manière non uniforme, présente quatre zones distinctes (Nanci, 2007, 1998 ; Piette et 

Goldberg, 2001). De la périphérie vers le centre sont décrites : 

- la zone odontoblastique : les odontoblastes forment une couche cellulaire continue, 

- la zone acellulaire de Weil : décrite de manière inconstante et surtout apparente au 

niveau des cornes pulpaires. Elle est située directement sous les odontoblastes 

(épaisseur d’environ 40 µm). Cette zone, dépourvue de cellules, est riche en 

capillaires sanguins (plexus capillaire sous odontoblastique) et en terminaisons 

nerveuses sensitives et autonomes (Plexus de Raschkow), 

- la zone sous odontoblastique de Höhl : zone d’une faible épaisseur riche en 

cellules. Elle contient principalement les cellules de Höhl, des fibroblastes et des 

cellules dendritiques immatures, 

- la zone centrale : tissus conjonctif lâche constitué de cellules (fibroblastes, cellules 

de défense) dans une matrice extracellulaire, d’un réseau de vaisseaux sanguins 

associés à leur système nerveux sympathique, de vaisseaux lymphatiques, de 

troncs nerveux sensitifs et des terminaisons nerveuses libres. 

 

 

Zone claire de Weil

Zone riche en cellules

Zone odontoblastique

Zone centrale (partie 

superficielle)  

Figure 1.2 : Coupe histologique décalcifiée et colorée illustrant les différentes zones pulpaires  

(B. Alliot-Licht). 

 

 

La pulpe a comme principale fonction la production des dentines et le maintien de la structure 

du tissu pulpaire mais elle a également un rôle neurosensoriel et immunitaire (Piette et 

Goldberg, 2001 ; Farges et al, 2009 ; Magloire et al, 2009). Ces fonctions sont assurées par 
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les différents composants de ce tissu : les différents types de cellules, la matrice extra 

cellulaire et les éléments vasculaires et nerveux. 

 

 

Dans la suite de ce chapitre nous nous focaliserons sur les différents types cellulaires présents 

dans la pulpe dentaire. 

 

 

1.2. Les odontoblastes 

1.2.1. Origine et différenciation odontoblastique 

 

Les odontoblastes sont des cellules hautement spécialisées dérivant des crêtes neurales.  

La différenciation odontoblastique résulte d’interactions épithélio-mésenchymateuses entre 

des cellules compétentes de la papille dentaire (cellules des crêtes neurales) et l’épithélium 

dentaire interne au travers de la membrane basale. On parle de différenciation odontoblastique 

en réponse à un signal épigénétique (Lesot et al, 2001). La différenciation est initiée en regard 

de chaque cuspide, s’étend en direction apicale et s’effectue selon un schéma temporospacial 

spécifique (Ruch et al, 1995).  

La différenciation terminale des odontoblastes résulte d’une cascade d’évènements. Le 

préodontoblaste situé à proximité de la membrane a effectué un nombre déterminé de mitoses 

puis sort du cycle cellulaire. Lors de la dernière division le fuseau mitotique va s’orienter 

perpendiculairement à la membrane basale. Seules les cellules filles situées au contact de la 

membrane basale vont se polariser et ainsi se différencier en odontoblaste. Les cellules filles 

plus internes, donc à distance de la membrane basale, constituent les cellules de Höhl situées 

dans la zone sous odontoblastique (Goldberg et Smith, 2004). 

 

L’odontoblaste se polarise, s’allonge. Le noyau passe en position basale et les organites de 

synthèse se développent en position supra basale. L’odontoblaste faiblement différencié 

secrète la mantle dentine ou manteau dentinaire. Les éléments du cytosquelette 

(microfilaments et microtubules) se réorganisent et permettent l’allongement cellulaire et 

l’apparition de prolongements odontoblastiques (2 à 4) dans le manteau dentinaire (portion 

externe de la dentine, au contact de l’émail au niveau de la couronne et du cément au niveau 

de la racine). Puis, l’odontoblaste se différencie totalement avec un prolongement 
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odontoblastique qui s’allonge. Il sécrète alors la prédentine et participe à sa minéralisation en 

dentine. 

 

Le maintient du phénotype odontoblastique résulte des interactions entre l’odontoblaste et la 

matrice extracellulaire qu’il sécrète (Smith et al, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.3 : Représentation schématique de la différenciation odontoblastique . A : préodontoblaste. B : 

dernière division cellulaire. C : odontoblaste présecréteur faiblement différencié. D : épithélium dentaire 

interne. E : odontoblaste sécréteur. F et G : cellules de Höhl (B. Alliot-Licht). 

 

 

1.2.2. Facteurs impliqués dans la différenciation odontoblastique 

 

La différenciation odontoblastique est régulée par des interactions épithélio-

mésenchymateuses. L’épithélium dentaire interne contrôle la différenciation terminale des 

odontoblastes par l’intermédiaire de la membrane basale, qui par sa présence et des 

changements de sa composition joue un rôle clé dans ce phénomène (Lesot et al, 2001). 

De plus des molécules de la matrice extracellulaire sont impliquées dans la différenciation 

terminale des odontoblastes. Des marquages immunohistochimiques et des hybridations in 

situ ont montrés la présence de facteurs de croissance et de leurs récepteurs lors de la 

différenciation odontoblastique. L’effet de ces molécules sur la différenciation 
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odontoblastique a été testé in vitro. Parmi ces facteurs sont retrouvés de manière non 

exhaustive : les TGFβ (transforming growth factor β), les BMPs (bone morphogenetic 

protéines) et l’IGF1 (insuline growth factor 1) (Lesot et al, 2001). 

 

 

a) Le TGFβ 

 

Le TGFβ est une protéine ubiquitaire jouant un rôle important dans la régulation des 

processus cellulaires. Il est notamment impliqué dans la prolifération et la différentiation 

cellulaire, dans la synthèse de la matrice extra cellulaire, dans la réponse immunitaire et dans 

le processus de mort cellulaire (Prime et al, 2004). Les souris TGFβ
-/-

 présentent des 

anomalies dentaires (D’Souza et Litz, 1995) ce qui implique que les TGFβ participent au 

développement dentaire. 

Chez l’homme, 3 formes de TGFβ sont décrites : TGFβ1, TGFβ2 et TGFβ3. Le TGFβ1 est 

exprimé par les préodontoblastes et par les odontoblastes polarisés et sécréteurs alors que son 

expression diminue dans les odontoblastes matures (Begue-Kirn et al, 1994). TGFβ1 est 

capable d’induire une différenciation odontoblastique sur des cultures isolées de papille 

dentaire (Begue-Kirn et al, 1994).  

Les TGFβ participent aux interactions épithélio-mésenchymateuses induisant la 

différenciation odontoblastique (Prime et al, 2004). Le TGFβ1 sécrété par l’épithélium 

dentaire interne est immobilisé et activé par les composants de la membrane basale puis 

interagissent avec les préodontoblaste et induit leur différenciation. L’odontoblaste se met 

ensuite à sécréter du TGFβ1 qui va agir de manière autocrine pour stimuler la sécrétion de 

prédentine et de dentine (Lesot et al, 2001). 

 

 

b) Les BMPs 

 

Les BMPs font partie de la superfamille des TGFβ et sont impliquées dans le développement 

craniofacial et dentaire (Nie et al, 2006). 

In vivo, l’étude du schéma d’expression de BMP-2, BMP-4 et BMP-7 montre que ces 

molécules sont exprimées par l’épithélium dentaire interne en face des cellules 

odontoblastiques (Vainio et al, 1993 ; Aberg et al, 1997) et indique qu’elles ont un rôle 

majeur dans les interactions épithélio-mésenchymateuses induisant la différenciation 
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odontoblastique (Nie et al, 2006). D’autre part, la BMP-4 est exprimé par les 

préodontoblastes et son expression diminue après leur différenciation en odontoblastes, alors 

que l’expression de la BMP-2 augmente pendant la différenciation odontoblastique terminale 

(Nie et al, 2006). BMP-2 et BMP-4 semblent donc impliquées dans la différenciation 

odontoblastique. 

Des approches fonctionnelles in vitro, ont aussi montré que BMP-2 et BMP-4 sont capables 

d’induire la différenciation des odontoblastes (Begue-Kirn et al, 1992 ; Begue-Kirn et al, 

1994). 

 

 

 

c) L’IGF1 et la GH 

 

L’IGF1 et la GH (growth hormone) semblent également impliqués dans la différenciation 

odontoblastique (Young et al, 1995 ; Werner et Katz, 2004). Des immunomarquages et des 

hybridations in situ réalisées chez le rat montrent en effet la présence de la GH et d’IGF1 et 

de leurs récepteurs au niveau des odontoblastes en cours de différenciation (Zhang et al, 

1992a et 1997 ; Joseph et al, 1993 et 1996). La GH et IGF1 seraient donc impliqués dans la 

différenciation odontoblastique. D’autre part, des expériences in vitro ont montrés qu’IGF1 

est capable d’induire la différenciation odontoblastique sur des cultures de papille dentaire de 

rat (Begue-Kirn et al, 1992).  

 

 

Les mécanismes impliqués dans la différenciation odontoblastique sont très complexes. Des 

interactions et une synergie entre les différents facteurs impliqués doit exister in vivo et le rôle 

exact des facteurs de croissance reste encore à élucider (Unda et al, 2001). 

 

 

1.2.3. Organisation structurale 

 

L’odontoblaste est une cellule polarisée constituée d’un corps et d’un prolongement cellulaire. 
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Corps cellulaire

Prolongement 

odontoblastique

 

Figure 1.4 : ultrastructure d’un odontoblaste (B. Alliot-Licht). 

 

 

 

a) Le corps cellulaire 

 

Il est situé dans la pulpe. Sa longueur varie de 25 à 30 µm au niveau radiculaire et de 40 à 60 

µm au niveau de la couronne ; sa largeur est d’environ 8 µm. Le noyau est situé en position 

basale de manière excentrée. Les organites de synthèse (réticulum endoplasmique, appareil de 

Golgi) et les mitochondries se situent en position supra nucléaire. On note également la 

présence d’un cil. (Piette et Goldberg, 2001 ; Arana-Chavez et al, 2004 ; Magloire et al, 

2004).  

 

 

b) Le prolongement odontoblastique  

 

Le prolongement odontoblastique est logé dans les tubulis dentinaires et est entouré de fluide 

dentinaire. Son diamètre est de 0,5 à 1µm et sa longueur est sujette à discussion. Certains 

pensent qu’il occupe toute la longueur du tubuli dentinaire jusqu’à la jonction émail-dentine. 

D’autres suggèrent que l’odontoblaste se rétracte au fur et à mesure de la synthèse de dentine 

et que le prolongement n’occupe que la partie interne du tubuli.  

Le prolongement odontoblastique ne contient pas d’organites de synthèse mais son 

cytosquelette est très développé. Il contient des microtubules associés à des vésicules de 

sécrétions et de nombreux microfilaments d’actines et des filaments intermédiaires de 
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vimentine. Ces éléments sont disposés dans le sens longitudinal (Piette et Goldberg, 2001 ; 

Arana-Chavez et al, 2004 ; Goldberg et al, 2004 ; Magloire et al, 2004).  

 

 

c) Organisation en palissade 

 

Les odontoblastes sont situés en périphérie de la pulpe et s’organisent en palissade avec un 

système de jonction et de terminal web très développé, conférant aux odontoblastes un aspect 

de couche cellulaire de type épithéliale (Magloire et al, 2004). 

 

 

  Figure 1.5 : Coupe histologique illustrant l’organisation des odontoblaste (B. Alliot-Licht). 

 

Les trois types majeurs de jonctions intercellulaires sont retrouvés au niveau des 

odontoblastes (Nanci, 2007). 

Des desmosomes sont situés à la base du prolongement cellulaire ce qui assure une forte 

cohésion mécanique entre les cellules (Kagayama et al, 1995). Des jonctions communicantes 

(gap jonctions) sont situées le long des surfaces latérales et dans la partie basale des corps 

cellulaires. Elles permettent le passage d’ions et de molécules entre les odontoblastes et entre 

les odontoblastes et les cellules de la couche sous odontoblastique (Sasaki et al, 1982). 

Les tight jonctions situées entre les odontoblastes établissent une barrière entre les cellules 

(João et al, 2004) mais participent surtout à la polarisation et à la différenciation cellulaire 

(Arana-Chavez et al, 1997 et 2004 ; João et al, 2004). 

 

 

1.2.4. Rôles des Odontoblastes 
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a) Synthèse des dentines 

 

Les odontoblastes sont responsables de la synthèse, de la maturation et de la minéralisation de 

la dentine primaire, secondaire et tertiaire réactionnelle. C’est la principale fonction des 

odontoblastes. 

 

Les odontoblastes vont sécrétés les éléments de la dentine selon deux sites de sécrétion.  

A la jonction entre le corps cellulaire et le prolongement odontoblastique, il y a sécrétion de 

prédentine non minéralisée, constituée de collagène de type I et de protéoglycanes. 

Au niveau du prolongement odontoblastique, au niveau du front de minéralisation : il y a 

sécrétion de la métadentine (qui est donc située entre la prédentine et la dentine) qui contient 

des SIBLINGs (Small Intergrin-Binding LIgand N-linked Glycoproteins) regroupant la 

dentine matrix protein 1 (DMP1), la bone sialoprotéine de type II (BSP II = BSP), 

l’ostéopontine (OPN, appelée aussi BSP I), la sialoprotéine dentinaire (DSP) et la 

phosphoprotéine dentinaire (DPP) (DSP et DPP sont issues d’un même gène, DSPP), la 

phosphoglycoprotéine matricielle extracellulaire (MEPE), et l’énaméline (Fisher et al, 2001 ; 

Fisher et Fedarko, 2003). L’odontoblaste sécrète également des protéines non phosphorylées 

comme l’ostéocalcine (ou Gla-protéine), l’ostéonectine (ou SPARC protéine), des 

protéoglycanes et des enzymes (les métalloprotéinases). 

 

Les SIBLINGs jouent un rôle clé dans établissement de conditions favorables pour le dépôt de 

cristaux d’hydroxy-apatite (Arana Chavez et al, 2004). Elles initieraient et contrôleraient la 

minéralisation et la croissance des cristaux (Hao et al, 2004 ; Qin et al, 2004). Des mutations 

au niveau de leur gène entrainent des phénotypes dentaires avec des anomalies de 

minéralisation (Qin et al, 2004). 

Le rôle exact de chaque molécule dans le processus de minéralisation de la prédentine en 

dentine n’est pas encore complètement élucidé mais les résultats de plusieurs équipes de 

recherche nous donnent des éléments de compréhension de ce phénomène complexe et 

montrent aussi que ces protéines peuvent être impliquées dans la différenciation 

odontoblastique. 

 

Dans les paragraphes suivants, nous allons détailler les données récentes de la littérature 

concernant les SIBLINGs. 
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La DMP1 (dentine matrix protein 1) a longtemps été considérée comme une protéine 

spécifique de la dentine. Mais il est maintenant aquis qu’elle est également présente dans 

d’autres tissus : le cément, le tissus osseux, le cerveau, le foie, le pancréas, le rein et les 

glandes salivaires (Hirst et al, 1997 ; Mac Dougall et al, 1998b ; Huq et al, 2005 ; Qin et al, 

2007). 

La DMP1 est exprimée par les cellules pulpaires et les odontoblastes (Feng et al, 2003). Elle 

est sécrétée de façon importante par les odontoblastes en voie de polarisation et les 

odontoblastes sécréteurs, mais elle est faiblement exprimée par les odontoblastes matures 

(Hao et al, 2004).  

Dans la matrice dentinaire deux fragments correspondants à la partie N-terminale (37-kDa) et 

à la partie C-terminale (57-kDa) de la DMP1 ont été mis en évidence (Qin et al, 2003) alors 

qu’on ne retrouve qu’une faible quantité de DMP1 (totale) (Huang et al, 2008). La DMP1 

serait donc un précurseur clivé en deux fragments qui sont les formes fonctionnelles (Qin et 

al, 2003 ; Qin et al, 2007).  

DMP1 induit la formation d’hydroxyapathite et contrôle la différenciation cellulaire in vitro et 

contrôle la dentinogenèse in vivo (pour revue voir Qin et al, 2007).  

L’étude des souris KO DMP1 apporte des éléments sur le rôle clé de DMP1 dans la 

minéralisation dentinaire et la différenciation odontoblastique. Une première étude a montré 

que les souris DMP1 
-/-

 présentaient une prédentine plus large, une épaisseur de dentine plus 

fine ainsi que des chambres pulpaires plus volumineuses par rapport aux souris sauvages (Ye 

et al, 2004). Une deuxième étude plus récente a mis en évidence que les souris DMP1 
-/-

 

présentaient une hypominéralisation dentinaire et une diminution de l’expression de DSPP et 

d’ostérix (facteur de transcription important dans l’odontogenèse) (Lu et al, 2007). L’étude de 

Lu (2007) montre aussi que DMP1 joue un rôle important dans la formation et le maintient de 

la structure des tubulis dentinaires permettant ainsi le passage des ions calcium et 

phosphatevers le front de minéralisation et la métadentine pour permettre la minéralisation 

dentinaire. En effet les souris KO pour DMP1 présentent des perturbations du réseau tubulaire 

conduisant à une hypominéralisation dentinaire (Lu et al, 2007). 

DMP1 agirait donc à différents niveaux. Il a un rôle initiateur de la minéralisation de la 

dentine en induisant la nucléation des cristaux aux stades précoces de la formation de la 

dentine (Hao et al, 2004). DMP1 a également un rôle de facteur de transcription (Narayanan 

et al, 2006) : au début de la différenciation odontoblastique, DMP1 est localisée au niveau du 

nucléole et est capable de se lier au promoteur de DSPP pour activer sa transcription 
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(Narayanan et al, 2006) expliquant ainsi la diminution de l’expression de DSPP et d’osterix 

observé par Lu et coll sur les souris KO DMP1. 

 

Le gène DSPP (Dentin sialophosphoprotein) est fortement exprimé par les odontoblastes et 

transitoirement exprimé par les améloblastes. De faibles niveau d’expression de DSPP ont 

également été retrouvés dans l’os, le rein, les poumons, les glandes salivaires et sudoripares 

(Qin et al, 2002 ; Suzuki et al, 2009).  

DSPP a un rôle important dans la différenciation odontoblastique et dans la minéralisation 

dentinaire (D’Souza et al, 1997 ; Chen et al, 2005). Des mutations du gène DSPP ont été 

décrites chez des patients atteints de dentinogenèse imparfaite et de dysplasie dentinaire, deux 

anomalies de structure dentinaire majeures (Kim et Simmer, 2007). Les souris invalidées pour 

DSPP présentent les mêmes défauts dentinaires que les patients atteints de dentinogenèse 

imparfaite et de dysplasie dentinaire avec une prédentine plus large, un front de minéralisation 

irrégulier, une dentine hypominéralisée et de fréquentes expositions pulpaires (Sreenath et al, 

2003). 

DSPP donne naissance à deux protéines, la dentine phosphoprotéine (DPP ou 

phosphophoryne) et la dentine sialoprotéine (DSP). Ces deux protéines ont un rôle distinct 

dans la minéralisation dentinaire. L’étude du phénotype dentaire de souris invalidées pour 

DPP mais exprimant DSP montre une épaisseur de prédentine normale, une absence de zones 

hypominéralisées dans la dentine et des expositions pulpaires moins fréquentes par rapport 

aux souris invalidées pour DSPP (Suzuki et al, 2009). Les auteurs concluent que DSP est 

impliqué dans l’initiation de la minéralisation dentinaire alors que DPP joue un rôle dans la 

maturation dentinaire (Suzuki et al, 2009). 

 

La BSP (bone sialoprotein) est retrouvée dans la dentine, dans l’os, dans le cément, dans les 

glandes salivaires et est également synthétisé par les cellules chondrocytaires et les 

trophoblastes placentaires (Qin et al, 2004 ; Butler et Ritchie, 1995 ; Huq et al, 2005). Son 

rôle exact dans la minéralisation est encore mal défini. BSP serait un initiateur de la formation 

des cristaux d’hydroxyapathite puis agirait comme un inhibiteur de la croissance de ces 

cristaux (Qin et al, 2004). 

 

OPN (ostéopontine) est synthétisée par les odontoblastes, les préostéoblastes, les ostéocytes 

et les chondrocytes (Butler et Ritchie, 1995) mais est également retrouvée dans des tissus non 

minéralisés comme les glandes salivaires (Huq et al, 2005). OPN agirait comme un inhibiteur 
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de la minéralisation en diminuant la formation et la croissance des cristaux d’hydroxyapathite 

(Qui et al, 2004). 

 

La MEPE (Matrix extracellular phosphoglycoprotein) est exprimée principalement dans la 

dentine et dans le tissu osseux (Huq et al, 2005). Dans le tissu osseux, MEPE est impliquée 

dans l’initiation de la minéralisation et le peptide ASARM (fragment C terminal de MEPE) 

est un inhibiteur de la minéralisation (Rowe et al, 2004). MEPE joue un rôle précoce dans la 

différenciation odontoblastique des cellules souches pulpaires et serait un inhibiteur de la 

minéralisation dentinaire. (Liu et al, 2005).  

 

Les molécules de la matrice extracellulaire dentinaire jouent donc plusieurs rôles (Goldberg et 

al, 2009): 

- Elles sont des protéines structurales formant un réseau tridimensionnel, 

- Elles sont impliquées dans l’adhésion, la migration, la prolifération, la survie et la 

différenciation cellulaire, en participant aux interactions entre les cellules et la 

matrice extracellulaire, 

- Elles jouent un rôle dynamique comme élément des voies de signalisation. Après 

interaction avec des récepteurs membranaires, elles sont internalisées dans la 

cellule, sont transloquées dans le nucléus et peuvent activer des voies de 

signalisation.  

 

 

b) Rôle de cellule immunitaire  

 

Parallèlement à son rôle de synthèse de la dentine, l’odontoblaste participe à la réponse 

immunitaire innée (Farges et al, 2009). 

Les odontoblastes sont les premières cellules que rencontrent les bactéries responsables de 

l’attaque carieuse ; ils constituent donc la première ligne de défense (Durand et al, 2006; 

Farges et al, 2009). Des études récentes, in vitro, ont montrées que les odontoblastes humains 

expriment des membres de la famille des Toll-Like Receptor : TLR1-6 et TLR9 (Durand et al, 

2006 ; Veerayutthwilai et al, 2007). Les TLRs sont impliqués dans la reconnaissance de 

molécules d’origine bactérienne, virale, fongique et parasitaire (Staquet et al, 2008). Par 

exemple TLR2 détecte le LTA (acide lipotéichoïque) qui est un constituant de la paroie 

bactérienne des bactéries GRAM+.  
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In vitro, les odontoblastes cultivés en présence de LTA vont surexprimer TLR2, 3, 5 et 9 et 

synthétiser différentes chimiokines dont CCL2 et CXCL10 (Durand et al, 2006). CCL2 

intervient dans le recrutement et l’activation des cellules dentritiques immatures qui vont 

migrer de la zone centrale de la pulpe vers la périphérie et s’accumuler dans la zone 

odontoblastique alors que CXCL10 est responsable de la migration des lymphocytes T. 

De plus, les odontoblastes expriment la béta-défensine-2 (BD-2) qui est impliquée dans le 

recrutement des cellules dendritiques immatures, des cellules Natural Killer et des 

lymphocytes T CD4+ (Shiba et al, 2003). 

Il faut également noter que les odontoblastes en culture en réponse au LTA vont diminuer 

l’expression de TGFβ et de DSPP (Durand et al, 2006). En réponse à une attaque bactérienne, 

les odontoblastes diminueraient donc leur activité de synthèse de dentine et participeraient à la 

mise en place de la réponse immunitaire. 

Les odontoblastes ont donc un rôle dans le recrutement des cellules de défense en réponse à 

une agression bactérienne et jouent donc un rôle important dans la réponse immunitaire innée 

(Farges et al, 2009). 

 

 

c) Rôle de cellule sensorielle 

 

Depuis quelques années plusieurs éléments ont montré la capacité de l’odontoblaste à être une 

cellule mécano-sensible impliquée dans la transmission des stimuli et la transmission de 

l’information douloureuse (Magloire et al, 2009).  

Comme nous l’avons décrit précedemment, les odontoblastes sont des cellules polarisées 

constituées d’un corps cellulaire et d’un prolongement odontoblastique qui est situé dans les 

canalicules pulpaires contenant le fluide dentinaire. Ils sont entourés par un réseau dense de 

fibres nerveuses sensorielles amyéliniques qui entourent le corps et le prolongement 

odontoblastiques (Ibuki et al, 1996). 

La sémaphorine 7A, synthétisée par les odontoblastes serait responsable du guidage des fibres 

nerveuses permettant leur arrivée au contact des odontoblastes (Maurin et al, 2005). La 

réeline, glycoprotéine de la matrice extracellulaire synthétisée par l’odontoblaste serait 

impliquée dans l’adhésion entre les odontoblastes et les fibres nerveuses (Maurin et al, 2004). 

Les odontoblastes ont à leur surface des canaux sodiques voltages dépendants et sont des 

cellules excitables capables d’engendrer des potentiels d’actions (Allard et al, 2006). Les 
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odontoblastes sont donc capables de traduire les mouvements du fluide dentinaire en signaux 

électriques (Magloire et al, 2009).  

Les canaux ioniques potassiques mécanosensibles (canaux TREK-1 et canaux potassiques 

calcium dépendants) situés sur la membrane odontoblastique (Allard et al, 2000 ; Magloire et 

al, 2003) ainsi que le cil primaire (Magloire et al, 2004) seraient impliqués dans la 

transduction du signal. 

Prédentine

Fluide 

dentinaire

Stimuli osmotique, thermique, 

électrique, mécanique

Ganglion trigéminale

Fibre 

nerveuse

 

Figure 1.6 : Représentation schématique du rôle sensoriel de l’odontoblaste (modifié 

d’après Magloire et al, 2009). 

 

 

 

Les odontoblastes sont donc des cellules primordiales dans la physiologie dentaire par leur 

rôle de synthèse de dentine et aussi par leur rôle de sentinelle sensorielle et immunitaire. 

Cependant ce sont des cellules très fragiles et surtout incapables de renouvellement car elles 

sont post-mitotiques.L’étude de leur comportement face à une agression in vivo ne peut se 

faire que chez l’animal. In vitro, l’étude des odontoblastes ne peut se faire que sur des lignées 

de cellules murines ou sur des cultures de cellules primaires (homme, porc, singe) à partir de 

cellules pulpaires dont on a induit la différenciation odontoblastique 
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1.3. Les cellules de Höhl 

 

Les cellules de Höhl ont la même origine que les odontoblastes. 

Lors de la dernière mitose des préodontoblastes, les cellules filles les plus internes donc 

situées à distance de la membrane basale (qui sépare les préaméloblastes et les 

préodontoblastes), ne se différencient pas en odontoblastes et retournent dans le cycle 

mitotique. Ces cellules sont appelées cellules de Höhl et sont situées dans la zone sous-

odontoblastique riche en cellules (Goldberg et al, 2008) (Cf Fig. 1.2 et 1.3). 

 

Cellules de Höhl

 

   Figure 1.7 : les cellules de Höhl (B. Alliot-Licht). 

 

Les cellules de Höhl sont des cellules rondes avec un noyau volumineux et de rares organites 

de synthèse (Piette et Goldberg, 2001). 

 

Les cellules de Höhl pourraient être des cellules de relais, susceptibles de se différencier en 

odontoblastes de remplacement lorsque les odontoblastes sont détruits (Goldberg et Smith, 

2004). Elles auraient donc un rôle important dans la dentinogenèse réactionnelle (dentine 

tertiaire). 

 

 

1.4. Les fibroblastes pulpaires 

 

Les fibroblastes sont des cellules ubiquitaires présentent dans tous les tissus conjonctifs. 
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Les fibroblastes pulpaires sont situés dans la zone riche en cellules (zone sous 

odontoblastique de Höhl) et dans la partie centrale de la pulpe. Ces cellules constituent la 

majeure partie de la fraction cellulaire pulpaire (Piette et Goldberg, 2001). 

 

Les fibroblastes pulpaires sont des cellules le plus souvent fusiformes, non polarisées avec un 

noyau volumineux (Goldberg et Smith, 2004). Ils contiennent les organites impliqués dans la 

synthèse protéique (réticulum endoplasmique granulaire, appareil de Golgi, vésicules de 

sécrétion…), des ribosomes libres, des microtubules et des microfilaments ainsi que des 

filaments de type vimentine. 

Les fibroblastes pulpaires sont reliés par des gap jonction et des desmosomes permettant les 

communications intercellulaires (Goldberg et Smith, 2004). 

 

1.4.1 Rôle de synthèse de la matrice extracellulaire pulpaire 

 

Les fibroblastes pulpaires sont responsables de la synthèse et de la dégradation de la matrice 

extra cellulaire pulpaire dont ils assurent le « turn over » (Goldberg et Smith, 2004).  

 

La matrice extracellulaire pulpaire contient des collagènes et des protéines non collagéniques 

dans un rapport d’environ un tiers/deux tiers. 

Différents types de fibres de collagènes sont présents : du collagène de type I (56%), du 

collagène de type III (41%), une faible quantité de collagène de type V et VI et du collagène 

de type IV au niveau de la membrane basale des vaisseaux (Goldberg et Smith, 2004). 

Les fibres de collagène ont un rôle structural. La quantité de collagène augmente avec l’âge. 

 

Parmi les protéines non collagèniques de la pulpe dentaire sont retrouvées  (Goldberg et 

Smith, 2004) :  

- les glycoaminoglycanes (chondroïtines 4 et 6 sulfate, dermatane sulfate, keratane 

sulfate, acide hyaluronique) qui ont un rôle de rétention d’eau, 

- des protésoglycanes (décorine, biglycane, versicane) qui contribuent à la viscosité 

de la matrice extracellulaire, 

- des glycoprotéines (fibronectine, tenascine, thrombospondine), 

- de l’élastine, 

- des métalloprotéinases matricielles (essentiellement MMP1 et 2) qui ont un rôle 

dans le renouvellement de la matrice extracellulaire (dégradation du collagène). 
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Les MMP sont également impliquées dans les processus inflammatoires et dans la 

cicatrisation pulpaire car elles permettent la migration des cellules immunitaires à 

travers la matrice extracellulaire et la formation de nouveaux vaisseaux (Palosaari 

et al, 2003), 

- des lipides. 

 

 

1.4.2. Rôle de cellule immunitaire 

 

Les fibroblastes pulpaires jouent un rôle dans la défense immunitaire innée (Staquet et al, 

2008) et adaptative (Hahn et al, 2007b). 

Lors de l’attaque carieuse, les fibroblastes situés sous la zone sous-odontoblastique rentrent en 

contact de manière précoce avec le pathogènes (bactériens, viraux…) qui pénètrent dans la 

pulpe. Comme les odontoblastes, les fibroblastes humains, in vitro, expriment des TLRs : 

TLR2, TLR3, TLR4 (Mutoh et al, 2007 ; Staquet et al, 2008). Les fibroblastes expriment 

également des chimiokines dont CCL2, CCL7, CCL26, CXCL2, CXCL12 et CXCL14 et le 

niveau d’expression de certaines de ces chimiokines est augmenté quand les fibroblastes sont 

stimulés par des agents pathogènes (LTA, ARN viral, LPS). Les fibroblastes pulpaires jouent 

également un rôle dans la migration des cellules dendritiques immatures (Staquet et al, 2008). 

Les fibroblastes pulpaires sont donc impliqués dans l’immunité innée mais ce rôle est 

différent que celui joué par les odontoblastes de part la nature des éléments engagés (TLR et 

chimiokines) en réponse aux pathogènes et par leur pouvoir plus faible d’attraction des 

cellules dentritiques immatures (Staquet et al, 2008). 

 

Les fibroblastes pulpaires par leur activité de synthèse ont donc un rôle physiologique 

important dans la régulation de la migration et de la différenciation cellulaire.  

In vitro, les modèles de culture de cellules pulpaires sont en majorité constitués de 

fibroblastes. En effet, dans la technique de mise en culture d’explants pulpaires, ce sont les 

fibroblastes qui migrent des fragments pulpaires et colonisent les boites de culture. De même 

dans la technique de digestion enzymatique de la pulpe, la majorité des cellules dissociées et 

cultivées sont des fibroblastes pulpaires. Cependant, il est possible d’induire leur 

différenciation en odontoblastes par l’adjontion de mollécules inductrices comme par exemple 

le β-glycerophosphate. Depuis 2000 au sein de ces cultures fibroblastiques ont également été 

identifiées des cellules souches (Gronthos et al, 2000 ; Alliot Licht et al, 2001). 
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1.5. Les cellules souches pulpaires 

 1.5.1.  Définition 

 

Une cellule souche est une cellule indifférenciée capable d’auto renouvellement, qui prolifère 

en culture en formant des CFU (colony forming unit) et qui peut se différencier en différents 

types cellulaires. Les cellules souches sont issues soit de l'embryon, soit du fœtus, soit de 

tissus adultes. Il existe plusieurs types des cellules souches.  

 

 

Figure 1.8 : Les différents types de cellule souche (d’après Renard et al, 2007) 

 

Les cellules souches totipotentes, cellules souches embryonnaires issues des premières 

divisions de l’oeuf fécondé (jusqu’au 4
ème

 jour), sont capables de donner naissance à tous les 

types de cellules de l'organisme et sont les seules à permettre le développement d’un 

organisme entier.  

Les cellules souches pluripotentes (cellules souches embryonnaires germinales, cellules 

souches fœtales et adultes) sont capables de donner naissance à plus de 200 types cellulaires 

représentatifs de tous les tissus de l'organisme (exemple : les cellules des crêtes neurales). 

Elles sont capables de former un organe mais pas un organisme entier. 

Les cellules souches multipotentes (cellules fœtales et adultes) sont capables de donner 

naissance à plusieurs types cellulaires. Par exemple, les cellules souches de la moelle osseuse 

sont à l’origine des cellules hématopoïétiques, qui donneront toutes les cellules de la lignée 

http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/vie/d/embryon_2257/
http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/vie/d/foetus_3386/
http://www.futura-sciences.com/fr/definition/t/vie/d/moelle-osseuse_2768/
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sanguine et des cellules mésenchymateuses (stromales), qui se différencient et forment 

différents tissus de l’organisme, dont le tissu osseux, le tissu cartilagineux et le tissu graisseux 

(Fig 1.8).  

 

1.5.2. Identification et localisation dans la pulpe dentaire 

 

Depuis 2000, l’identification, dans la pulpe dentaire, de marqueurs spécifiques des cellules 

souches a mis en évidence la présence de cellules souches adultes dans le tissu pulpaire.  

En culture, il a été observé que certaines cellules de la pulpe dentaire sont capables de former 

des CFU. De plus, à l’aide d’anticorps monoclonaux, la présence de marqueurs spécifiques, 

tels que STRO-1 (antigène de surface utilisé comme marqueur des cellules souches de la 

moelle osseuse), dans la pulpe dentaire a été démontrée à la surface d’environ 6% des cellules 

de la pulpe dentaire en culture (Shi et Gronthos, 2003), sur des cellules situées à proximité des 

vaisseaux sanguins et au niveau des périneurions sur des coupes de tissus pulpaires humains 

(Shi et Gronthos, 2003). 

À la périphérie des vaisseaux sanguins, il existe des cellules appelées myofibroblastes (ou 

péricytes ou cellules de Rouget). Ces cellules répondent aux propriétés des cellules souches. 

Elles ont une capacité d’autorenouvellement et de différenciation en differents types 

cellulaires : osteoblastes, chondrocytes, adipocytes, macrophages, fibroblastes (Doherty et al, 

1998 ; Farrington-Rock et al, 2004). Elles sont caractérisées par des éléments dans leur 

cytosquelette, tels que l’alpha actine du muscle lisse (α-SMA), et des marqueurs spécifiques, 

CD146 et 3G5, que l’on retrouve dans les cultures de cellules de pulpe dentaire (Alliot-Licht 

et al, 2001 ; Shi et Gronthos, 2003 ; Farrington-Rock et al, 2004). Une colocalisation du 

marqueur spécifique STRO-1 et de CD146 dans le tissu pulpaire fait suspecter fortement 

l’analogie entre les cellules souches pulpaires et les péricytes et permettent de conclure que la 

niche de ces cellules souches est paravasculaire (Shi et Gronthos, 2003). 

 

D’autres études consistent à isoler dans la pupe dentaire une population cellulaire dite side 

population, ou cellules SP, à l’aide d’un colorant fluorescent Hoechst 33342 lié à l’ADN 

(Iohara et al, 2006). Ces cellules ont été isolées à partir des nombreux tissus contenant des 

cellules souches mésenchymateuses chez les mammifères (Asakura et al, 2002). Cette 

population, qui possède un grand potentiel d’auto renouvellement, a été caractérisée par de 

très nombreux marqueurs (récepteurs de la famille des SLAM, CD150, CD244, CD48, CD34, 
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CD146), mais dans une première étude elles ne présentaient que très peu d’α-SMA (Iohara et 

al, 2006). Les cellules SP ont une grande plasticité et sont capables de se différencier en 

cellules osseuses, cartilagineuses et neuronales.  

On a d’abord pensé que cette population SP pouvait constituer une niche secondaire de 

cellules progénitrices (Nakashima et al, 2006). Mais l’hybridation in situ et la microscopie 

électronique ont permis de localiser certains marqueurs associés aux cellules SP (CD31 et 

Bcrp1) dans la région périvasculaire de la pulpe dentaire (Iohara et al, 2006). De plus, la mise 

en évidence dans un deuxième temps de l’expression de CD146 et d’α-SMA par ces cellules 

(Iohara et al, 2008) fait penser que les SP sont également des péricytes. 

 

 

 

1.5.3. Cellules souches et réparation pulpo-dentinaire 

 

Les cellules souches pulpaires ont un rôle de remplacement des odontoblastes pour former la 

dentine de réparation qui est le type de dentine tertiaire observé sous un coiffage pulpaire, 

dans les cas d’agression sévère avec effraction pulpaire et perte des odontoblastes et des 

cellules de Höhl. En effet, il a été montré que les cellules souches pulpaires sont capables de 

se différencier en différents types cellulaires dont les odontoblastes et seraient donc 

impliquées dans les mécanismes de réparation pulpo-dentinaire. 

Une étude de Teclès et coll en 2005 a montré l’activation des cellules souches pulpaires en 

réponse à une agression. Les auteurs ont réalisé des expositions pulpaires sur des dents de 

sagesses maintenues en culture et ils ont observé l’activation des cellules par marquage au 

BrdU (5-bromo-2’-desoxyuridine). Un jour après l’agression, le marquage est observé dans 

les nuclei des cellules dans les zones paravasculaires avec un fort marquage des vaisseaux 

entourant l’effraction pulpaire. Après deux semaines le marquage n’est plus vasculaire et se 

rapproche de la cavité crée expérimentalement où doit se faire l’aposition de dentine de 

réparation. Au bout de 4 semaines, il se situe uniquement au niveau de la zone de l’effraction 

pulpaire. Les cellules souches de la pulpe dentaire ayant une localisation paravasculaire 

seraient donc recrutées dans les cas d’agression sévère impliquant la destruction de la couche 

odontoblastique (Teclès et al, 2005). 

 

Différentes études in vivo (coiffages pulpaires avec des molécules bioactives) et in vitro 

(effets des molécules de la matrice extracellulaire sur des cultures de ou contenant des cellules 
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souches pulpaires) ont apportés des éléments de compréhensions sur les mécanismes de 

réparation pulpo-dentinaire et sur l’implication de certaines molécules de la matrice 

extracellulaire pulpaire et dentinaire. Notamment, il a été montré que le TGFβ1 (Tziafas et al, 

2001 ; Liu et al, 2007 ; Zhang et al, 2008), les BMP 2, 4 et 7 (Nakashima et al, 1994, 2005 et 

2006 ; Iohara et al, 2004 ; Goldberg et al, 2006 et 2009 ; Yang et al, 2007 et 2008), l’IGF1 

(Lovschall et al, 2001 ; Haddad et al 2003), , l’Amélogénine (A4+, A4-) (Lacerda-Pinheiro et 

al, 2006 ; Jégat et al, 2007), la BSP (Six et al, 2002 ; Goldberg et al 2006 et 2009) et MEPE 

(Liu et al, 2005 ; Goldberg et al, 2006 et 2009 ; Tetè, et al 2008) jouent un rôle dans le 

recrutement, la migration, la prolifération et la différenciation des cellules souches de la pulpe 

dentaire et dans les processus de minéralisation de la dentine de réparation  

 

 

 

1.5.4. Cellules souches et ingénierie tissulaire 

 

La collecte des cellules souches dans la pulpe dentaire est peu invasive et peut s’envisager 

chez l’enfant (dent temporaire ou dent permanente extraite pour des raisons orthodontiques) et 

chez l’adulte. 

Les cellules souches pulpaires ont une grande plasticité. Ce sont des cellules multipotentes qui 

cultivées en présence de milieux inducteurs sont capables de se différencier en cellules 

odontoblastiques, en cellules osseuses, en cellules cartilagineuses, en adipocytes, en cellules 

nerveuses.  

Les cellules souches pulpaires peuvent être conservées par cryopréservation pendant de 

longues périodes en gardant toutes leurs propriétés (Perry et al, 2008 ; Woods et al, 2009). 

Les cellules souches de la pulpe dentaire ont donc un potentiel important pour l’ingénierie 

tissulaire dentaire ou extra-dentaire (os, cartilage). 

 

Les cellules souches pulpaires sont capables de reformer un complexe dentino-pulpaire quand 

elles sont transplantées chez la souris nude (Gronthos et al 2000). La génération complète 

d’une dent par ingénierie tissulaire en combinant cellules souches pulpaires et cellules 

souches desmodontales semble possible et constitue un challenge pour certaines équipes de 

recherche. 
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L’utilisation des cellules souches pulpaires pour l’ingénierie osseuse semble plus rapidement 

envisageable. Par exemple, Laino et coll ont sélectionné une sous population des cellules 

souches de la pulpe dentaire (Laino et al, 2005). Ces cellules sont c kit + CD34+ et CD45- et 

en culture elles présentent toutes les caractéristiques des cellules souches. Elles ont une 

grande capacité de prolifération cellulaire et sont capables de se différencier en différents 

types cellulaires (ostéoblastes, adipocytes, cellules nerveuses et cellules musculaires lisses) 

(Laino et al, 2005 et 2006 ; D’Aquino et al, 2009). Elles sont capables de former du tissu 

osseux quand elles sont cultivées in vitro et quand elles sont transplantées in vivo. Les cellules 

souches de la pulpe dentaire pourraient donc être utilisées dans la réparation de défauts osseux 

(D’Aquino et al, 2009). 

 

La présence de cellules souches adultes dans la pulpe dentaire ouvre donc des perspectives 

intéressantes pour l’ingénierie pulpo/dentinaire, dentaire, mais aussi pour la régénération 

osseuse, cartilagineuse ou neuronale. La mise au point de cultures cellulaires permettant 

d’isoler et d’amplifier le plus grand nombre de cellules souches données pour une application 

clinique donné est d’un intérêt majeur (Peng et al, 2007) 

 

 

1.6. Les cellules immunitaires 

 

Les cellules immunocompétentes représentent 8% des cellules de la pulpe dentaire (Piette et 

Goldberg, 2001). On retrouve majoritairement des cellules dendritiques et des macrophages 

(avec un ratio de 4 pour 1) et des lymphocytes T (LTs) en proportion moins importante avec 

une quantité supérieure de LTs CD8
+
 par rapport eux LTs CD4

+
 (Jontell et al, 1998 ; Farges 

et al, 2003). Toutes ces cellules se localisent dans l’ensemble du tissu pulpaire et leur nombre 

augmente en cas d’agression. Quand l’émail et la dentine sont détruits par l’attaque carieuse, 

les cellules dendritiques immatures migrent rapidement jusqu’à la couche odontoblastique en 

regard de la zone cariée. Ensuite, il y a une accumulation progressive et séquentielle de 

lymphocytes T, de macrophages, de neutrophiles et de lymphocytes B (Goldberg et al, 2008). 

 

 

1.6.1. Les cellules dendritiques  
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Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules présentatrices d’antigène. Elles ont un noyau 

excentré et quelques courtes dendrites quand elles sont immatures et de longues dendrites 

quand elles sont matures. Elles ont comme fonction le dépistage dans les tissus de la présence 

d’agents infectieux et doivent avoir une forte capacité d’endocytose et de phagocytose et une 

capacité migratoire efficace. Les antigènes internalisés par les DCs sont dégradés et les 

peptides antigéniques produits sont exportés vers la surface cellulaire associés aux molécules 

du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe II et sont présentés aux 

lymphocytes T.  

 

Les DCs contenues dans la pulpe dentaire, sont des cellules de grande taille (50µm) reliées 

entre elles par leurs dendrites et formant un réseau continu dans tout le tissu (Jontell et al, 

1998). Dans la pulpe dentaire plusieurs types de cellules dendritiques sont présents : 

- les DCs immatures, les plus fréquentes, sont situées principalement dans la couche 

sous odontoblastique mais aussi dans la partie centrale de la pulpe. Elles entretiennent des 

relations étroites avec les capillaires sanguins et les odontoblastes (Yoshiba et al, 1996 ; 

Farges et al, 2003). Elles participent à la réponse immunitaire innée, 

 - les DCs matures qui ont un rôle d’immunosurveillance (Hahn et Liewer, 2007a).  

- des DCs en voie de maturation ont été identifiées près du plancher pulpaire et dans 

les racines (Farges et al, 2003). 

 

Les cellules dendritiques de la pulpe dentaire auraient également un rôle dans la 

différenciation odontoblastique et dans la modulation de l’activité de synthèse des 

odontoblastes (Hahn et Liewer, 2007a ; Goldberg et al, 2008). 

 

 

1.6.2. Les macrophages 

 

Les macrophages sont de grosses cellules ovalaires, fusiformes ou étoilées avec un noyau 

excentré et des vacuoles dans leur cytoplasme. Dans la pulpe dentaire, ils sont principalement 

situés dans les zones périvasculaires (Jontell et al, 1998). Ils ont une fonction de phagocytose. 

Ils sont impliqués dans l’homéostasie tissulaire en éliminant les cellules sénescentes, les 

cellules mortes et les débris cellulaires. Ils participent aussi à l’immunité innée comme 

défense non-spécifique, mais sont également impliqués dans l’immunité adaptative. En effet, 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Immunit%C3%A9_inn%C3%A9e&action=edit&redlink=1
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ils phagocytent les pathogènes (bactériens, viraux…) et comme les cellules dendritiques, ils 

sont des cellules présentatrices d'antigène (Hahn et Liewer, 2007a et b).  

 

 

 

 

Le tissu pulpaire dentaire est donc constitué de différentes populations cellulaires et d’une 

matrice extracellulaire riche en molécules inductrices. Sa physiopathologie complexe et 

unique n’est pas encore complètement élucidée.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_dendritique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_pr%C3%A9sentatrice_d%27antig%C3%A8ne
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II. Première partie expérimentale  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cellules souches et modèle primaire 

de cellules pulpaires humaines 
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2.1. Généralités sur les cultures de cellules pulpaires humaines  

 

Les cultures de cellules pulpaires ont été développées pour étudier les mécanismes de 

réparation dentinaire et la différenciation odontoblastique (Kasugai et al, 1993 ; Stanislawski 

et al, 1997 ; About et al, 2000 ; Couble et al, 2000 ; Tziafas et al, 2000). Depuis 2000, 

plusieurs équipes ont mis en évidences dans ces cultures, la présence de cellules souches 

adultes qui disposent naturellement de capacités d’auto-renouvellement et d’une grande 

plasticité. Les équipes de plus en plus nombreuses qui travaillent sur les cellules souches de la 

pulpe dentaire peuvent se classer en deux catégories. Certaines équipes travaillent à partir de 

la pulpe totale en dissociant les cellules par digestion enzymatique. D’autres équipes de 

recherche s’intéressent à sélectionner une sous-population d’intérêt dans la pulpe dentaire.  

Un modèle de culture de cellules pulpaires humaines issues de dents de sagesses a été 

développé au sein de notre laboratoire (Alliot-Licht et al, 2001). L’originalité de ce modèle 

est d’obtenir une minéralisation dans les cultures sans l’ajout de β-glycérophosphate ou de 

dexaméthasone. Dans ces cultures de cellules pulpaires humaines, nous avons montré la 

présence de cellules α-actine du muscle lisse positives (SMA+), identifiées comme pérycites 

par leur aspect morphologique caractéristique en microscopie électronique à transmission 

(Alliot-Licht, 2001).  

Les pérycites sont des cellules pluripotentes capables de se différencier en différents types 

cellulaires comme les ostéoblastes, les chondrocytes, les adipocytes et les cellules musculaires 

lisses (Simmons et al, 2001, Farrington-Rock et al, 2004). Ils sont également considérés 

comme des précurseurs odontoblastiques (Gronthos et al, 2000 et 2003). Comme nous l’avons 

mentionné précedemment, une colocalisation de STRO-1 (marqueur spécifique des cellules 

souches) et de CD146 (marqueur spécifique des péricytes) dans le tissu pulpaire fait suspecter 

fortement l’analogie entre les cellules souches pulpaires et les péricytes et permet de conclure 

que la niche de ces cellules souches est paravasculaire (Shi et Gronthos, 2003). 

 

Notre modèle primaire de cellules pulpaires humaines est donc un modèle intéressant pour  

étudier les conditions de cultures optimales afin de permettre le recrutement, la prolifération 

et la différenciation des cellules souches de la pulpe dentaire. En effet en vue d’une 

implantation chez l’homme, il est nécessaire de générer le plus rapidement possible une 

quantité maximale de cellules d’intérêt pour les trier et pouvoir ensuite les utiliser dans une 

indication donnée (Peng et al, 2007). 
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Dans ce travail, nous avons observé les effets de deux milieux de culture, l’un riche en 

calcium (MEM) et l’autre riche en phosphate (RPMI) sur le potentiel de différenciation 

odontoblastique et  la proportion de cellules souches. Puis dans un second temps, nous avons 

étudier les effets de la dexaméthasone. Après avoir décrit le matériel et méthodes nous 

décrirons successivement les résultats de l’effet du milieu de culture puis de l’effet de la 

dexamethasone et nous termineront par une discussion globale de l’ensemble des résultats. 
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 2.2. Matériel et méthodes 

2.2.1. Matériel 

 

Les plaques et flacons de culture ont été fournis par Corning-Costar (Corning BV Life 

Sciences, Schiphol-Rijk, Pays-Bas). Le sérum de veau fœtal (SVF) provient de chez D. 

Dutscher (Brumath, France). Les milieux de culture (MEM, RPMI) la L-glutamine, les 

antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine), la Trypsine/EDTA, le Trizol, la DNAse 

(désoxyribonucléase), les dNTPs (désoxynucléotides tri phosphate), la TaqDNA polymérase, 

le PBS (Phosphate Buffered Saline) et le tampon TRIS Borate EDTA (TBE) proviennent de 

chez Invitrogen Corporation (Paisley, UK). 

La Dexamethasone provient de chez Sigma (La Verpillere, France). 

L’AMV-RT (avian myeloblastosis virus-reverse transcriptase), les amorces 

hexanucléotidiques aléatoires et la RNAsin (Recombinant ribonuclease inhibitor) ont été 

achetés chez Promega (Charbonnière, France). 

Le Master Mix a été fourni par Stratagene, le SyBr Green par Molecular Probes Inc. 

(Amsterdam, Netherlands) et la Titanium Taq DNA polymerase par Clontech (Mountain 

View, CA, USA). 

Le réactif Pierce Coomassie Plus Assay provient de chez Pierce (Rockford, IL, USA).  

 

 

2.2.2. Cultures cellulaires 

 

Les cellules pulpaires humaines sont obtenues à partir d’explants pulpaires issus de dents de 

sagesses extraites pour des raisons orthodontiques, sous anesthésie générale, chez de jeunes 

patients (14-20 ans) ne présentant aucune pathologie générale et ayant donnés leur 

consentement. Une fois la dent extraite, les gaines épithéliales de Hertwig sont éliminées à 

l’aide d’une pince fine et une rainure coronaire est réalisée à la fraise diamantée sur turbine et 

sous spray d’eau, sans effectuer d’effraction pulpaire. La dent est ensuite cassée en deux. La 

pulpe coronaire est alors prélevée et émincée en explants d’environ 1 mm
2
 à l’aide d’un 

bistouri. Lorsque la dent est peu édifiée et que les apex sont largement ouverts et après 

élimination de la gaine épithéliale de Hertwig, la pulpe peut être extirpée par les apex à l’aide 

d’une pince fine. 
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Les explants sont mis en culture dans des plaques six puits à raison de 2 à 3 explants par puits. 

Les explants sont ensuite légèrement recouverts de milieu de culture afin de permettre leur 

adhésion au fond de la boîte. Le milieu de culture utilisé est soit du MEM soit du RPMI 

supplémenté en :  

- pénicilline (100U/ml) et de la streptomycine (100µg/ml) , 

- fungizone (10µg/ml), 

- 10% de sérum de veau fœtal (SVF).  

Les plaques sont alors placées à 37°C dans une atmosphère humide à 5% de CO2. 

Le milieu de culture est renouvelé trois fois par semaine. 

 

Les explants sont retirés des puits quand à l’observation au microscope à contraste de phase 

(grossissement x4) tout le champ d’observation entourant l’explant est occupé par des 

cellules. 

 

Après 31 jours de culture, les primocultures sont réensemencées (P1). Le tapis cellulaire est 

décollé à la trypsine-EDTA. Après un lavage, les cellules sont remises en suspension et 

comptées à l’aide d’une cellule de Malassez. Les cellules sont ensemencées à une densité 

cellulaire de 20 000 cellules par cm
2
 dans le milieu de culture complet. 

Un nouveau passage est effectué tous les 14 jours. Les cellules sont cultivées jusqu’au 5
ième

 

passage (P5). 

 

Pour l’étude de l’effet de la dexaméthasone, 10
-8

M de Dex ou son véhicule (0,1% d’éthanol) 

sont ajouté au milieu de culture. 

 

 

2.2.3. Etude de la prolifération cellulaire 

a) Comptages cellulaires 

 

Les cellules sont ensemencées à une densité cellulaire de 20 000 cellules par cm
2
 et sont 

cultivées dans du RPMI ou du MEM (3 puits par condition). Pour étudier l’effet de la Dex, 

10
-8

M de Dex ou son véhicule est ajouté au milieu de culture. (3 puits par condition). A 

différents jours de culture, les cellules sont décollées avec de la trypsine/EDTA et sont 

comptées à l’aide d’une cellule de Malassez suivant la méthode d’exclusion par le bleu 

trypan. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules par puit ou en pourcentage. 
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b) Incorporation de thymidine tritiée 

 

La prolifération cellulaire peut être évaluée en quantifiant la synthèse d’ADN par dosage de 

l’incorporation de thymidine tritiée.  

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité cellulaire de 30 000 

cellules par puits et sont cultivées dans du RPMI ou du MEM (6 puits par condition). Pour 

étudier l’effet de la Dex, 10
-8

M de Dex ou son véhicule est ajouté au milieu de culture (6 puits 

par condition).  

Le jour du dosage, la moitié du milieu de culture est remplacé par du milieu contenant de la 

3
[H] Thymidine (1µCi/ml). Après 4 heures d’incubation, à 37°C dans l’étuve, la totalité du 

milieu est éliminé. Les cellules sont rincées trois fois avec du PBS, fixées pendant 15 minutes 

au méthanol (95%). Le tapis cellulaire est alors séché pendant 5 minutes et incubé avec 1 ml 

de NaOH (0,1 N) pendant 45 minutes à 37 °C dans une atmosphère à 5% de CO2. La soude de 

chaque puits est alors récupérée et 4 ml de liquide à scintillation sont ajoutés. La radioactivité 

est lue à l’aide d’un compteur à scintillations β (Beckman LS 6 000SC). 

 

 

2.2.4. Activité phosphatase alcaline 

 

La phosphatase alcaline (ALP) est une enzyme qui fournit les ions phosphates utilisés au 

cours de la minéralisation. L’ALP est considérée comme un marqueur des cellules en voie de 

différenciation en cellules ostéoblastiques, mais son rôle exact dans la minéralisation n’est pas 

encore complètement élucidé. Parmi les trois isotypes décrits, la forme tissulaire non 

spécifique (rein-foie-os) est retrouvée au niveau de la pulpe (Goseki et al, 1990 ; San Miguel 

et al, 1999). La phosphatase alcaline peut être observée de façon qualitative par coloration ou 

de manière quantitative par dosage de l’activité enzymatique. 

 

 

a) Mise en évidence de l’activité Phosphatase alcaline par coloration 

 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits à une densité cellulaire de 100 000 

cellules par puit et sont cultivées dans du RPMI ou du MEM. Le milieu de culture est 

renouvelé trois fois par semaine.  
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Après 14 jours de culture, le milieu de culture est éliminé et le tapis cellulaire est fixé avec 

une solution de Citrate concentré (SIGMA) et d’acétone (2 volumes de tampon citrate dans 

trois volumes d’acétone) pendant 30 secondes à température ambiante. Les cellules sont 

ensuite rincées pendant 45 secondes à l’eau distillée. 

Une capsule de Fast violet B (SIGMA) est diluée dans 48 ml d’eau distillée. 2 ml de Naphtol 

AS-MX (SIGMA) sont ensuite ajoutés au mélange. Les cellules sont alors incubées avec la 

solution ainsi obtenue pendant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière. 

Après un rinçage de 2 minutes à l’eau distillée, le tapis cellulaire est recouvert d’une solution 

d’Hématoxyline de Mayer pendant 10 minutes. Après plusieurs rinçages à l’eau distillée afin 

d’enlever l’excès de colorant, les cellules sont observées au microscope à contraste de phase. 

 

Suite à l’activité phosphatase alcaline le naphtal AS-MX est libéré et se couple 

immédiatement à un sel de diazonium (contenu dans la capsule Fast violet B) formant un 

pigment insoluble visible sur les sites d’activités de la phosphatase alcaline. Les cellules ayant 

pris une coloration violette seront considérées comme positives c'est-à-dire exprimant 

l’enzyme à leur surface. 

 

 

b) Mesure de l’activité phosphatase alcaline 

 

Les cellules sont ensemencées à raison de trois puits par condition dans des plaques 6 puits à 

une densité cellulaire de 100 000 cellules par puits et sont cultivées dans du RPMI ou du 

MEM. Pour l’étude de l’effet de la dex les cellules sont cultivées en présence de Dex (10
-8

M) 

ou de son véhicule. Après 7, 10, 14 jours de culture, le milieu de culture est éliminé et le tapis 

cellulaire est rincé trois fois avec du PBS puis perméabilisé avec 1 ml d’une solution de Tris 

triton (10 mM Tris-HCl, 5 mM MgSO4, 0,1% Triton X100, 0,1% NaNO3). Les cellules sont 

ensuite congelées (- 20°C) et décongelées trois fois (pour rompre les membranes cellulaires). 

Après la troisième décongélation, le Tris triton contenant les cellules est transféré dans des 

eppendorfs, passé aux ultrasons pendant 5 minutes pour rompre les membranes cellulaires, 

puis centrifugées à 4000 g à 4°C pendant 15 minutes. 

L’activité phosphatase alcaline est déterminée dans chaque lysat par l’hydrolyse de 

paranitrophényl phosphate (PNPP) dans du tampon 2-amino-2-méthyl-1-propanol (tampon 

AMP) (Ph 10,4) à 37°C pendant 40 minutes. La quantité de paranitrophénol libéré est 
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mesurée par un spectrophotomètre à 405 nm. La spécificité de l’enzyme est contrôlée par du 

Levamisol (inhibiteur spécifique de l’activité phosphatase alcaline non spécifique). 

 

 Echantillons : 40 µl de solution biologique 

20 µl de PNPP 

   140 µl de tampon AMP 

 

Blanc : 20 µl de PNPP 

 180 µl de tampon AMP 

 

 Contrôle : 40 µl de solution biologique 

       20 µl de PNPP 

       120 µl de tampon AMP 

       20 µl de levamisole 

 

Les dosages de protéines de chaque échantillon sont réalisés selon la méthode de Bradford 

(Bradford, 1976) en utilisant de l’albumine sérique bovine (BSA) comme standard. La lecture 

est effectuée à une longueur d’onde de 505 nm. 

 

Echantillons : 40 µl de solution biologique  

   900 µl de solution de Bradford  

   60 µl de PBS 

 

 Blanc : 40µl de Tris triton 

   900 µl de solution de Bradford 

   60 µl de PBS 

 

L’activité phosphatase alcaline est rapportée à la concentration de protéines totales et est 

exprimée en nM de paranitrophénol/minutes/µg de protéines 
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 2.2.5. Mise en évidence des cellules SMA+ et des cellules STRO-1+ : 

Marquages immunofluorescents et analyse quantitative par cytométrie de flux 

 

Parmis les différents types cellulaires potentiellement présents dans nos cultures nous nous 

sommes plus particulièrement intéressés à mettre en évidences lescellules souches.  

 

 

a) α- actine du muscle lisse 

 

Pour les immunomarquages, les cellules sont ensemencées sur des lamelles de verre 

(spécialement traitées pour la culture cellulaire et stérilisées) dans des plaques 24 puits à une 

densité cellulaire de 30 000 cellules par puits et sont cultivées dans du RPMI ou du MEM 

avec ou Dex ou son véhicule. Après 4 jours de culture, les cellules sont rincées deux fois avec 

du PBS (GIBCO), puis fixées dans une solution de paraformaldéhyde à 4% pendant une heure 

à 4°C. Dix minutes avant la fin de la fixation, une solution de PBS-Triton 0,1% est ajoutée 

afin de perméabiliser les cellules. Après deux rinçages au PBS, les cellules sont incubées dans 

un tampon de saturation de PBS-BSA 3% pendant 20 minutes à température ambiante. Les 

lamelles sont ensuite incubées avec l’anticorps monoclonal anti α actine du muscle lisse 

(IgG2a anti-humain produit chez la souris, dilution 1/400
ème

, Sigma, France), pendant 45 

minutes à 37°C, rincées deux fois avec du PBS puis incubées avec un anticorps anti souris 

couplé FITC (IgG1 anti souris couplé FITC produit chez la chèvre, dilution 1/64
ème

, Sigma, 

France) pendant 30 minutes à température ambiante, à l’abri de la lumière.  

Des contrôles négatifs sont réalisés en suivant le même protocole mais en remplaçant le 

premier anticorps par un contrôle isotypique IgG2a de souris (Sigma, France). 

Après deux rinçages au PBS et montage à l’aide d’un liquide de montage antifading les 

cellules sont observées avec un microscope équipé pour la fluorescence (Olympus BX60). 

 

Dans le but de quantifier le pourcentage de cellules SMA+ dans notre modèle hétérogène de 

culture nous avons utilisé la cytométrie de flux. 

Un million de cellules sont ensemencées dans des flasques 75 cm
2
 et sont cultivées dans du 

RPMI ou du MEM avec Dex (10
-8

M) ou son véhicule. Après 4 jours de culture, les cellules 

sont décollées avec de la trypsine-EDTA, lavées et le culot cellulaire est remis en suspension 

dans 200 µl de PBS. Les cellules sont comptées et redistribuées dans des tubes eppendorf à 

raison de 500 000 cellules par tube. Après un deuxième lavage et une fixation au 
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paraformaldéhyde à 4% pendant 30 minutes à température ambiante, les membranes 

cellulaires sont perméabilisées avec une solution de PBS-triton (0,025%) pendant 15 minutes. 

Les cellules sont ensuite rincées deux fois au PBS. Les sites non spécifiques sont saturés avec 

du sérum AB humain décomplémenté (Centre de transfusion sanguine, Nantes) pendant 15 

minutes, puis les cellules sont incubées avec l’anticorps monoclonal anti α actine du muscle 

lisse humain (IgG2a produit chez la souris, dilution 1/200
ème

, Sigma, France), pendant une 

heure à température ambiante. Après deux rinçages au PBS, les sites non spécifiques sont de 

nouveau saturés avec du Sérum AB pendant 15 minutes avant le marquage avec le deuxième 

anticorps anti souris couplé FITC (IgG1 anti souris couplé FITC produit chez la chèvre, 

dilution 1/64
ème

, Sigma, France) 30 minutes à température ambiante, à l’abri de la lumière. 

Après deux rinçages au PBS, les cellules sont remises en suspension sur de la glace, dans du 

formol 1% pour l’analyse en cytométrie en flux. 

Des contrôles négatifs, afin de déterminer le marquage de bruit de fond, sont réalisés en 

suivant le même protocole mais en remplaçant le premier anticorps par un contrôle isotype 

IgG2a. 

La fluorescence cellulaire a été analysée sur 5000 évènements collectés dans un Beckon 

Dickinson FACS Calibur en utilisant le programme Cell-Quest software (BD, biosciences, 

San Diego, CA). 

 

b) STRO-1 

 

Les immunomarquages de STRO-1 ont été réalisés sur des cellules pulpaires humaines 

cultivées dans du RPMI ou du MEM avec Dex (10
-8

M) ou son véhicule après 14 jours de 

culture et après 4 jours de culture pour le MG-63 et les SaOS-2. Les lames de 

cytocentrifugation sont préparées à 500 rpm, 5 mn dans un cytospin (Shandon) en utilisant 

20 000 cellules par lame. Les cellules sont ensuite séchées à l’air pendant une nuit, puis fixées 

à l’acétone 5 mn et conservées à – 20°C. Les marquages sont effectués dans une chambre 

humide à température ambiante. Les cellules sont réhydratées dans du PBS supplémenté avec 

2% de SVF (tampon de rinçage) 5 mn puis incubées avec du surnageant contenant l’anticorps 

anti-STRO-1 (21µg/ml) (DHSB, Iowa, USA) ou l’anticorps monoclonal contrôle isotypique 

d’IgM de souris pendant une heure. Après deux rinçages, les cellules sont incubées avec 

l’anticorps monoclonal anti IgM de souris (µ-chaîne spécifique) couplé FITC (Sigma, France) 

pendant 30 mn. Finalement, les cellules sont lavées au PBS et contrecolorées avec du PBS 

contenant 0,002% de bromure d’éthydium pendant 30 s. Après un rinçage à l’eau courante , 
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les lames sont montées avec 90% de gélatine-glycérol dans du PBS contenant 2,5% de 

DABCO. Le marquage est examiné à l’aide d'un microscope à lumière fluorescente (Olympus 

BX60). 

L’analyse par FACS de l’expression de STRO-1 ont été réalisés sur des cellules pulpaires 

humaines cultivées dans du RPMI ou du MEM avec Dex (10
-8

M) ou son véhicule après 14 

jours de culture et après 4 jours de culture pour le MG-63 et les SaOS-2. Les cellules sont 

décollées avec de la trypsine-EDTA, lavées et le culot cellulaire est remis en suspension dans 

du PBS. Les cellules sont comptées et redistribuées dans des tubes eppendorf à raison de 250 

000 cellules par tube. Les cellules sont incubées dans 100µl de surnageant contenant 21µg/ml 

d’anticorps antiSTRO-1 ou avec le contrôle isotypique d’IgM de souris, 1 heure à 37°C. Les 

cellules sont lavées au PBS et remises en suspension avec l’anticorps monoclonal anti IgM de 

souris (µ-chaîne spécifique) couplé FITC et incubées 45 mn sur de la glace. Les cellules sont 

alors lavées et fixées dans du paraformaldéhyde (2%) avant l’analyse de la fluorescence 

cellulaire effectuée sur 5000 évènements collectés dans un Beckon Dickinson FACS Calibur 

en utilisant le programme Cell-Quest software (BD, biosciences, San Diego, CA). 

 

 

2.2.6. Etude des marqueurs de différenciation odontoblastique 

a) Extraction d’ARN 

 

Un million de cellules sont ensemencées dans des flasques 75 cm
2
 et sont cultivées dans du 

RPMI ou du MEM avec Dex (10
-8

M) ou son véhicule. 

Aux jours de culture choisis, les lysats cellulaires sont récupérés par grattage dans 1ml de 

Trizol sur de la glace, et centrifugés à 13 200 g pendant 10 minutes à 4°C. 200µl de 

chloroforme sont ajoutés au surnageant puis centrifugés à 13 200 g pendant 15 minutes à 4°C. 

Les ARN totaux contenus dans la phase aqueuse sont alors précipités par ajout de 500 µl 

d’isopropanol, puis centrifugés à 13 200 g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot est lavé à 

l’éthanol 75%, séché, puis repris dans 50µl d’eau distillée. La concentration d’ARNm est 

mesurée par lecture de la densité optique (DO) à 260 nm et la pureté des ARN est évaluée par 

le rapport des DO à 260 et 280 nm. La concentration des ARN est alors ajustée à 1µg/µl.  

2,5µg d’ARN sont traités par 0,1UI/µl de DNase dans son tampon de réaction (Invitrogen) 

dans un volume final de 10µl pendant 15 minutes à température ambiante puis 10 minutes à 

65°C après ajout d’1µl d’EDTA (Invitrogen). 
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L’absence de dégradation des ARN et l’absence d’ADN génomique sont vérifiées par 

migration sur gel d’agarose à 1%. 

 

 

b) RT-PCR 

 

Les ARN subissent une reverse transcription à 42°C pendant 50 minutes par 0,33 UI/µl 

d’AMV-RT et en présence de 1mM de dNTPs, 50nM d'amorces hexanucléotidiques 

aléatoires, 6µl de tampon de reverse transcription (5X) (Invitrogen) et 1,33UI/µl de RNasin 

dans un volume final de 30µl. Cette étape de transcription réverse aboutit à la synthèse de 

2,5µl d’ADN complémentaires des ARNm initialement extrait des cellules. 

Puis 2,5µl d'ADNc sont amplifiés par 0,1 UI/µl de TaqDNA polymérase avec 0,2mM de 

chacune des amorces spécifiques de l'ADNc à détecter dessinées par le logiciel Beacon 

Designer 5.0, (cf. Tableau 1), 0,2µM dNTPs, 1µM MgCl2 et 2,5µl de tampon de réaction 

(10X) (Invitrogen) dans un volume final de 25µl. 

L’amplification est réalisée dans un thermocycleur « Eppendorf Mastercycler personal » 

(Heidelberg, Allemagne). Après une première phase de dénaturation des ADNc à 95°C 

pendant 3 minutes, l’ADNc est amplifié par cycle comprenant trois phases de 20 secondes : 

une dénaturation à 95°C, une hybridation avec les amorces à 60°C et une élongation à 72°C. 

Le nombre de cycle est référencé dans le tableau 2.1ci-dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nom du transcrit Amorces (5’-3’)
annilation amplicon 

Nombre Température Taille

de cycles

DSPPP Sens:  GAGGATAAAGGACAACATGG 54°C 280 pb 38

Antisens: AAGAAGCATCTCCTCGGC

PTH/PTHrp Sens: AGAAGAAGTACCTGTGGGGCTTCA    58°C 265 pb 35

receptor Antisens: TTCCGGTACTGCTGCCGTGT

RUNX2 Sens: GTGGACGAGGCAAGAGTTTCA 59°C 698 pb 35

Antisens: TGGCAGGTAGGTGTGGTAGT

ON Sens: ATGAGGGCCTGGATCTTCTT 58°C 576 pb 32

Antisens: CTGCTTCTCAGTCAGAAGGT

LPL Sens: CTGTTGCCAGAGATGGAGGTT 59°C 393 pb 38

Reverse: TCATCGCTCAGGAGGTCCTT

GAPDH Sens: ATCACTGCCACCCAGAAGAC 57°C 443 pb 23

Antisens: ATGAGGTCCACCACCCTGGTT

Nom du transcrit Amorces (5’-3’)
annilation amplicon 

Nombre Température Taille

de cycles

DSPPP Sens:  GAGGATAAAGGACAACATGG 54°C 280 pb 38

Antisens: AAGAAGCATCTCCTCGGC

PTH/PTHrp Sens: AGAAGAAGTACCTGTGGGGCTTCA    58°C 265 pb 35

receptor Antisens: TTCCGGTACTGCTGCCGTGT

RUNX2 Sens: GTGGACGAGGCAAGAGTTTCA 59°C 698 pb 35

Antisens: TGGCAGGTAGGTGTGGTAGT

ON Sens: ATGAGGGCCTGGATCTTCTT 58°C 576 pb 32

Antisens: CTGCTTCTCAGTCAGAAGGT

LPL Sens: CTGTTGCCAGAGATGGAGGTT 59°C 393 pb 38

Reverse: TCATCGCTCAGGAGGTCCTT

GAPDH Sens: ATCACTGCCACCCAGAAGAC 57°C 443 pb 23

Antisens: ATGAGGTCCACCACCCTGGTT
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La migration des produits de PCR se fait dans un gel d’agarose à 2%. La révélation des 

bandes d’ADN se fait par du Bromure d’éthidium à l’aide d’un trans illuminateur UV.  

 

 

2.2.7. Analyse statistique 

 

Chaque expérience a été réalisée en triplicate et répétée au moins deux fois avec des résultats 

similaires. Des études comparatives à partir des moyennes, ont été réalisées en utilisant un test 

ANOVA avec des valeurs significatives pour p<0,05. Les résultats sont exprimés en moyenne 

des valeurs +/- SEM. 
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2.3. Mise en évidence de l’effet des conditions de culture 

 

2.3.1. Intérêt de l’étude 

 

Les cultures primaires de cellules pulpaires sont hétérogènes : plusieurs types cellulaires et 

différents stades de différenciation d’un même type cellulaire sont présents (Panagakos, 

1998). Les conditions de culture ont une influence sur les sous-populations cellulaires en 

présence (Nakashima, 1991). L’expression d’un phénotype cellulaire particulier dépend du 

matériel biologique utilisé, de sa manipulation, mais également des conditions de culture 

(Coelho et al, 2000a et b). Plusieurs études comparant la croissance et la morphologie des 

cellules pulpaires avec différents milieux de cultures ont été réalisées. Pissiotis et Spangberg 

(1993) préconisent l’emploi du MEM car ils ont observé une meilleure prolifération cellulaire 

en MEM en comparaison avec d’autres milieux de culture. Nakashima (1991) a mis en 

évidence une majorité de cellules de type fibroblastique et une meilleure prolifération 

cellulaire en DMEM, alors qu’en RPMI 1640, il a observé des cellules plus grandes avec un 

contour irrégulier et une prolifération moins importante. Il préconise donc l’emploi du 

DMEM et déconseille l’utilisation du RPMI 1640.  

Le choix du milieu de culture est donc important et influence les différentes sous-populations 

cellulaires en présence. Des travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire ont mis en 

évidence la présence de cellules SMA+ dans des cultures réalisées en RPMI 1640 (Alliot-

Licht et al, 2001). Afin de déterminer les conditions de cultures les plus favorables au 

recrutement, à la croissance et à la différenciation des cellules souches éventuellement pour la 

thérapie cellulaire, nous avons décidé de tester deux milieux de culture : le RPMI 1640 

(milieu utilisé jusqu’alors pour la mise au point du modèle cellulaire) et le MEM (milieu le 

plus couramment utilisé pour la culture de cellules pulpaires). Ces deux milieux diffèrent 

essentiellement par leur composition en acides aminés, en vitamines et dans la quantité de 

calcium et de phosphate en présence :  

- Le MEM contient 30 composants : les 13 acides aminés essentiels, 9 

vitamines, 6 espèces ioniques, du glucose et du sérum. Ces éléments sont 

suffisants pour cultiver la plupart des lignées humaines (Eagle, 1959). Le 

MEM contient aussi 1,8 mM de calcium et 1 mM de phosphate, 

- Le RPMI 1640 est un milieu plus riche car il comporte 39 composants. Il 

contient les 13 acides aminés essentiels plus 7 autres acides aminés dont par 
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exemple la proline (qui entre dans la composition de nombreuses protéines). 

Le RPMI contient 0,8 mM de calcium et 5 mM de phosphate. 

En résumé, le MEM est riche en calcium et le RPMI est riche en phosphate. 

Dans cette étude nous avons observé la morphologie, la prolifération et la 

différenciation des cellules pulpaires cultivées soit en RPMI soit en MEM. Les 

cellules de chaque patient sont partagées en deux lots et cultivées de façon 

simultannée avec le même lot de sérum. 

 

2.3.2. Résultats 

  2.3.2.1. Effet du milieu de culture sur la morphologie cellulaire 

a) Aspect cellulaire en primoculture 
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Figure 2.1 : Morphologie cellulaire des primocultures de cellules pulpaires humaines cultivées en 

RPMI 1640 (A, C, E) ou en MEM (B, D, F) pendant 20 jours (A, B, E, F) et 25 jours (C, D). Les clichés 

réalisés au microscope à contraste de phase montrent les différents aspects cellulaires : rétraction 

cellulaire avec formation d’organisation en collines et vallées (cv) (A, B) et nodules (n). Grossissement 

initial x100 (A, B, C, D) et x150 (E, F). 
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L’étude en microscopie à contraste de phase montre que les cellules cultivées avec les deux 

milieux de culture présentent une morphologie similaire (Fig 2.1). Des organisations 

multicellulaires ou nodules et des zones de rétraction cellulaire où les cellules sont disposées 

en « collines et vallées » (cv) sont observées. Ces aspects cellulaires ont été précédemment 

décrits dans notre modèle (Alliot Licht et al, 2001) et dans des cultures pures de péricytes 

vasculaires (Proudfoot et al, 1998). 

Dans les primocultures, l’apparition de nodules est observable quel que soit le milieu utilisé, 

autour de J21. La formation des nodules est précédée par un phénomène de rétraction 

cellulaire. Au cours des passages, les nodules se forment dès le quatrième jour de culture, quel 

que soit le milieu utilisé (Fig. 2.7 A). La fréquence et le nombre des nodules sont très 

variables en fonction des passages et des patients. 

 

 

b) Mise en évidence des cellules SMA+ 
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Figure 2.2 : Immunomarquages des cellules α actine du muscle lisse positives. A et B : cellules SMA+ isolées.  

C et D : cellules SMA+  groupées. E et F : cellules SMA+ entourant un nodule. G et H : Contrôles isotypiques 

(Grossissement initial A et B x400 ; C, D,F, G et H  x200; E x300). 

 

Les cellules α actine du muscle lisse positives (SMA+) observées par immunomarquage sont 

isolées, groupées ou en amas autour des nodules quel que soit le milieu de culture utilisé, quel 

que soit le donneur et le passage (Fig. 2.2). 

 

 

  2.3.2.2. Effet du milieu de culture sur la prolifération cellulaire 

a) En Primoculture 

 

 Nous avons tout d’abord étudié si le milieu de culture avait un effet sur la migration 

cellulaire à partir des explants. 

 J3 J7 J14 

RPMI 24 53 108 

MEM 49 79 110 

Tableau 2.2 : Migration cellulaire à partir des explants : 118 explants issus de 7 patients différents ont 

été mis en culture dans chaque milieu. Le chiffre indique le nombre d’explants présentant des cellules à 

leur périphérie. 

 

L’étude du tableau 2.2 montre que le milieu de culture influence la vitesse de migration des 

cellules à partir des explants. A J3, 2 fois plus d’explants présentent des cellules à leur 

périphérie en MEM par rapport en RPMI. Cependant dès J14, le nombre d’explants entourés 

de cellules est identique quelque soit le milieu de culture. 

 

 Nous avons ensuite effectué des comptages à J31 avant d’effectuer le premier passage.  
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 RPMI MEM MEM/RPMI 

Patient A 105 000 320 000 3,04 

Patient B 266 000 716 000 2,70 

Patient C 285 000 500 000 1,75 

Patient D 733 000 833 000 1,13 

Patient E 53 000 800 000 15,00 

Patient F 870 000 930 000 1,06 

Patient G 236 000 440 000 1,80 

Patient H 213 000 893 000 4,18 

  

 Tableau 2.3 : Comptages cellulaires exprimés en nombre de cellules divisé  

  par le nombre de puits à J31 

 

A J31, le nombre de cellules obtenues, rapporté au nombre de puits, est donneur dépendant 

quelque soit le milieu de culture et. Le nombre de cellules compté à J31 est toujours supérieur 

quand le milieu utilisé est le MEM. Cependant l’écart entre les deux milieux de culture est 

donneur dépendant (Tableau 2.3). 

 

 

    b) Au cours des passages 

 

 Afin d’étudier l’effet du milieu de culture sur la prolifération cellulaire, nous avons 

réalisé des incorporations de Thymidine tritiée. 
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Figure 2.3 : Effet du milieu de culture sur la prolifération cellulaire de cellules pulpaires humaines. Les 

cellules ont été cultivées avec du MEM ou du RPMI 1640 comme indiqué dans le matériel et méthodes. 

L’incorporation de [
3
H] Thymidine est exprimée en cpm par puit. Les résultats sont exprimés en 

moyenne +/-SEM. Le résultat d’une expérience représentative est montré. * p<0,05 et ** p< 0,01. 

 

A J1, J2 et J4 cette incorporation est significativement plus importante en MEM qu’en RPMI 

1640 avec une augmentation respective par 2, 2,5 et 0,5 (p<0,05 à J1 et p<0,01 à J2) (Fig. 

2.3). 

 

 Pour confirmer que l’augmentation de l’incorporation de Thymidine tritiée observée 

en présence de MEM est en relation avec une augmentation du nombre total de 

cellules en MEM sans augmentation de la mort cellulaire en RPMI 1640, nous avons 

effectués des comptages cellulaires. 
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Figure 2.4 : Effet du milieu de culture sur la prolifération cellulaire de cellules pulpaires humaines. Les 

cellules ont été cultivées avec du MEM ou du RPMI 1640 comme indiqué dans le matériel et méthodes. 

Les comptages cellulaires sont exprimés en nombre total de cellules. Les résultats sont exprimés en 

moyenne +/-SEM. Le résultat d’une expérience représentative est montré. * p<0,05 et ** p< 0,01 en 

comparaison avec le RPMI 1640. 
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Nos résultats montrent un nombre significativement plus important de cellules quand le 

milieu utilisé est du MEM, après 2 et 4 jours de culture, sans augmentation du nombre de 

cellules mortes (Fig.2.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2.3. Effet du milieu de culture sur le pourcentage de cellules SMA+ 
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Figure 2.5 : Effet du milieu de culture sur le pourcentage de cellules SMA+ dans des cultures de 

cellules pulpaires humaines après 14 jours de culture dans du RPMI 1640 ou du MEM. A : analyse par 

FACS du pourcentage de cellules SMA+. Un histogramme caractéristique est montré. La ligne grise 

représente le marquage avec l’isotype contrôle ; la ligne noire représente le marquage avec l’anticorps 
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anti SMA. La barre représente les cellules SMA+. B : pourcentage de cellules SMA+ en fonction du 

milieu de culture chez trois différents donneurs. 

 

 

Les cellules SMA+ sont considérées comme une source possible d’odontoblastes (Miura et al 

2003, Gronthos et al, 2003). Pour appréhender l’effet du milieu sur ce marqueur des péricytes, 

nous avons étudié le pourcentage de cellules SMA+ dans nos deux conditions de culture par 

cytométrie de flux. Nos résultats montrent que les cellules pulpaires en présence de MEM 

présentent 2 fois plus de cellules SMA+ que les cellules cultivées en RPMI 1640 (n=3).  

 

 

2.3.2.4. Effet du milieu de culture sur la minéralisation des nodules  
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Figure 2.6 : Effet du milieu de culture sur la formation de nodules. A : présence de nodules dans des 

cultures de humaines cultivées en RPMI 1640 (A, C) ou en MEM (B, D). Grossissement initial x100 (A, 

C, D) et x 200 (B). B : Coloration Von Kossa dans un premier passage (P1) d’une culture de cellules 
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pulpaires en MEM après 30 jours de culture. Grossissement initial x200. C : Analyse par spectroscopie 

Infra rouge à transformée de Fourrier de la phase minérale formée après 30 jours de culture en MEM et 

en RPMI. 

 

L’observation au microscope à contraste de phase montre une transformation progressive des 

nodules qui deviennent marrons puis noirs (Fig. 2.6 A). 

Les colorations Von Kossa montrent la présence de minéral au niveau des nodules (les ions 

Ag du colorant se substituant au calcium des composés phosphocalciques) (Fig. 2.6 B). 

L’analyse en spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourrier des nodules montre la 

présence d’une apatite biologique qui est comparable à celle de la dentine humaine (Fig.2.6 

C). Une minéralisation spontanée est donc observée dans notre modèle quel que soit le milieu 

de culture utilisé, sans ajout de β-glycérophosphate ou de facteurs de croissance.  

L’apparition de ce minéral dans les cultures, ne peut être due à un phénomène de précipitation 

spontannée car la teneur en Pi et en Ca dans les milieux est trop faible. Dans le but de mieux 

comprendre si l’apparition du minéral est due à un processus de différenciation cellulaire, 

nous avons étudié l’expression des transcripts de marqueurs de différenciation 

odontoblastique et ostéoblastiques. 

 

  2.3.2.5. Effet du milieu de culture sur la différenciation cellulaire 
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Figure 2.7 : Effet du milieu de culture sur la différenciation cellulaire. A : Effet du milieu sur l’activité 

phosphatase alcaline des cellules pulpaires humaines. L’activité ALP est mesurée après 14 jours de 

culture. Les valeurs représentent la moyenne d’expérimentations réalisées en triplicata + SEM. (* 

P<0,05, n=5). B : Effet du milieu RPMI/MEM sur l’expression des transcrits de l’ostéonectine (ON), du 

récepteur à l’hormone parathyroïde/ protéine apparentée à la PTH (PTH/PTHrp), de la dentine 

sialophosphoprotéine (DSPP) après 14 jours de culture. La GAPDH est utilisée comme gène de 

référence. Un gel d’agarose représentatif est montré. 

 

 

Afin d’étudier l’effet du milieu de culture sur la différenciation des cellules de la pulpe 

dentaire humaine in vitro, nous nous sommes d’abord intéressé à l’activité phosphatase 

alcaline. Une activité phosphatase alcaline non spécifique est en effet classiquement décrite 

sur les cellules impliquées dans la minéralisation pendant la différenciation ostéoblastique et 

odontoblastique. Nos résultats montrent que l’activité ALP des cellules pulpaires humaines 

est significativement plus importante en présence de MEM par rapport au RPMI 1640. Elle 

est deux fois plus forte après 14 jours de culture en MEM en comparaison avec le RPMI 1640 

(Fig. 2.7 A). 

 



56 

 

De plus, nous avons analysé l’effet du milieu de culture sur le niveau d’expression de 

l’ARNm de différents marqueurs ostéoblastiques et odontoblastiques. Les cultures de cellules 

pulpaires humaines expriment les ARNm codant pour PTH/PTHrp-R et ON dans les deux 

conditions de culture alors que seules les cellules cultivées en présence de MEM expriment le 

transcrit de DSPP, un des marqueurs odontoblastiques majeurs (Fig. 2.7 B). 

 

 

 

Le milieu de culture a donc une influence sur la prolifération et la différenciation des cellules 

pulpaires humaines ainsi que sur le pourcentage des cellules SMA+. Le MEM favorise la 

prolifération et la différenciation cellulaire et augmente le pourcentage de cellules SMA+. Le 

RPMI 1640 permettant de cultiver des cellules moins différenciées, constitue donc un milieu 

intéressant afin d’étudier l’effet de molécules sur la différenciation des cellules souches 

pulpaires. 
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2.4. Effet de la Dexaméthasone sur le recrutement et la différenciation des 

cellules souches dans des cultures de cellules pulpaires cultivées en RPMI  

 

  2.4.1. Intérêt de l’étude 

 

La dexaméthasone (Dex) est un glucocorticoïde dont l’effet sur le comportement cellulaire est 

fonction de l’origine des cellules, de leur degré de différenciation et des conditions de 

cultures. La Dex inhibe la prolifération des fibroblastes et des ostéoblastes mais stimule la 

prolifération et la différenciation des ostéoprogéniteurs. (Bellow et al, 1990 ; Kim et al, 1999, 

Lévy et al, 2001). Dans les cultures de cellules pulpaires, la Dex est couramment utilisée afin 

d’induire la minéralisation de la matrice dentinaire (Kasugai et al, 1993 ; Gronthos et al, 

2000 ; Miura et al, 2003). Cependant, l’effet spécifique de la Dex sur les précurseurs 

odontoblastiques n’avait jamais été étudié.  

L’objectif de cette étude est d’étudier les effets de la Dex (10
-8

M) sur la prolifération et la 

différenciation des cellules de la pulpe dentaire humaine. Afin d’identifier si les précurseurs 

sont sensibles à la dexaméthasone, nous avons étudié dans quelle mesure la proportion de 

cellules qui expriment SMA ou STRO-1 pouvait être influencée par la Dex. De plus, nous 

avons évalué dans ce travail si la dex pouvait stimuler la prolifération cellulaire ou induire la 

différenciation des cellules pulpaires. 

Cette étude a pour but d’apporter de nouveaux éléments sur les effets spécifiques de la 

dexaméthasone sur les cultures pulpaires humaines mais aussi sur les cellules souches 

présentes dans nos cultures. Ce travail s’inscrit dans le cadre de l’optimisation des conditions 

de culture afin de permettre le recrutement et la différenciation des cellules souches en vue de 

leur utilisation en ingénierie tissulaire. 
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2.4.2. Résultats 

2.4.2.1. Effet de la Dex sur la prolifération cellulaire 
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Figure 2.8 : Effets de la Dex sur la prolifération cellulaire de cellules pulpaires humaines. Les cellules 

sont cultivées avec de la Dex (10
-8

M) ou son véhicule. A : Incorporation de [
3
H] Thymidine. B : 

Comptages cellulaires. Les valeurs représentent la moyenne d’expérimentations réalisées en triplicata + 

SEM. Les résultats d’une expérimentation représentative sont décrits (n=5). (* p<0,05, ** p<0,005 

comparé au contrôle). 

 

 

Nos résultats montrent que la Dex induit une inhibition de la prolifération cellulaire. En effet 

nous observons une diminution significative de l’incorporation de Thymidine tritiée à J5 et à 

J8  (Fig. 2.8 A) et la Dex réduit significativement le nombre de cellules vivantes après 2, 4, 8 

et 10 jours de culture par rapport au contrôle (Fig. 2.8 B). 

 

Pour confirmer que la baisse de l’incorporation de Thymidine tritiée observée en présence de 

Dex est en relation avec une diminution du nombre total de cellules sans augmentation de la 

mort cellulaire, nous avons effectué un comptage des cellules mortes (Fig. 2.8 B). Aucune 

augmentation du nombre de cellules mortes sous traitement à la Dex n’a été observée pendant 

toute la période de l’expérimentation. 
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Comme précédemment, nous avons cherché à savoir si la Dex induisait la prolifération des 

péricytes présents dans nos cultures. 

 

 

  2.4.2.2. Effet de la Dex sur le pourcentage de cellules souches pulpaires 

 

   a) Les cellules SMA+ 

 

Contrôle Dex

6.9%

0.24% 0.18%

18.1%

 

Figure 2.9 : Effet de la Dex sur le pourcentage de cellules SMA+ analysé par FACS après 4 jours de 

culture en présence de 10
-8

 M de Dex ou de son véhicule. Le résultat d’une expérience représentative est 

montré (n=3). Le chiffre dans le cadre représente le pourcentage de cellules positives. 

 

Pour mesurer l’effet de la Dex sur le pourcentage de péricytes nous avons utilisé le marqueur 

intracellulaire SMA. L’étude par FACS du pourcentage de cellules SMA+ dans les cultures 

avec ou sans Dex montre que ce glucocorticoïde induit une forte diminution (x2,6) du 

pourcentage de cellules SMA+ en comparaison au contrôle après 4 jours de culture (cellules 

au 3
ème

 passage) (Fig.2.9). 
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    b) Les cellules souches STRO-1+ 

 

 

B

contrôle isotypique cellules pulpaires MG-63                          SaOS-2

A

3.9% 7.3%

Pas de traitementcontrôle isotypique Dex

1,6%

 

   

Figure 2.10 : Expression de STRO-1 dans des cultures de cellules pulpaires humaines. A : 

Immunomarquages de STRO-1 sur des cellules pulpaires humaines. Les cellules MG-63 et SaOS-2 sont 

utilisées respectivement comme contrôle positif et négatif. Grossissement initial x400. B : Analyse par 

FACS de l’effet de la Dex sur le pourcentage de cellules STRO-1 +. 

 

STRO-1 est un marqueur de surface des précurseurs ostéoblastiques (Gronthos et al, 1994) 

utilisé comme marqueur des cellules souches. Nous avons donc étudié les effets de la Dex sur 

le pourcentage de cellules STRO-1 positives après avoir vérifier la spécificité de l’anticorps.  

Les immunomarquages réalisés à J14, mettent en évidence la présence de cellules STRO-1+ 

dans les cultures de cellules pulpaires humaines (Fig. 2.10 A). Les cellules ostéoblastiques 

MG-63 sont utilisées comme contrôle positif et la lignée ostéoblastique SaOS-2 est utilisée 

comme contrôle négatif (Stewart et al, 1999). 
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L’analyse par FACS à J14, montre une faible quantité de cellules STRO-1+ dans les cultures 

de cellules pulpaires en milieu standard. La Dex induit une augmentation par 2 du 

pourcentage de cellules STRO-1+ faisant clairement apparaître une population de cellules 

positives (Fig 2.10 B). 

 

Afin de vérifier que la Dex agit sur les précurseurs comme inducteur de la différenciation 

odontoblastique ou ostéoblastique, nous avons étudié les effets de ce glucocorticoïde sur 

l’activité ALP et sur l’expression de marqueurs de différenciation. 

 

 

2.4.2.3. Effet de la Dex sur la différenciation cellulaire 

   a) Phosphatase alcaline 
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Figure 2.11 : Effet de la Dex sur l’activité phosphatase alcaline des cellules pulpaires 

humaines. Les cellules sont cultivées avec de la Dex (10
-8

M) ou son véhicule et l’activité ALP 

est mesurée après 7 et 14 jours de culture. Les valeurs représentent la moyenne 

d’expérimentations réalisées en triplicata + SEM. Les résultats d’une expérimentation 

représentative sont décrits. (* p<0,05, ** p<0,005 comparé au contrôle).  
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Pour évaluer le potentiel inducteur de la Dex sur la différenciation des cellules de la pulpe 

dentaire humaine nous avons étudié dans un premier temps l’activité phosphatase alcaline. 

L’activité ALP dans les conditions contrôle augmente entre J7 et J14 mais reste basse. 

L’activité ALP des cellules pulpaires humaines est fortement stimulée par la Dex : l’activité 

ALP est multipliée par 2 à J7 et cette stimulation est maximale à J14 avec une activité ALP 

multipliée par 5 (Fig. 2.11). 

    b) Marqueurs de différenciation 

 

Pour compléter l’étude de l’effet de Dex sur la différenciation cellulaire, nous avons étudié le 

niveau d’expression de différents marqueurs ostéoblastiques/odontoblastiques et 

adipocytaires. 

 

Contrôle  Dex

DSPP  

PTH/PTHrp-R

Cbfa1/osf2

ON 

LPL 

GAPDH

RUNX2

 

 

Figure 2.12 : Effet de la Dex sur l’expression des transcrits de la dentine sialophosphoprotéine 

(DSPP), du récepteur à l’hormone parathyroïde/ protéine apparentée à la PTH (PTH/PTHrp), 

de RUNX2, de l’osteonectine (ON), de la lipoprotéine lipase (LPL) dans des cultures de 

cellules pulpaires humaines (la GAPDH est utilisé comme gène de référence). Les cellules sont 

cultivées pendant 14 jours avec ou sans Dex. Un gel d’agarose représentatif est montré. 
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Conformément aux cultures de cellules pulpaires en RPMI à 14 jours de culture, nos résultats 

de RT-PCR montrent que nos cellules dans les conditions contrôle expriment les transcrits de 

plusieurs marqueurs de différenciation ostéo/odontoblastiques : PTH/PTHrp-R, RUNX2 et 

ON mais n’expriment pas DSPP (un des principaux marqueurs de différenciation 

odontoblastique) ni LPL (utilisé comme marqueur des précurseurs adipocytaires). 

Nos résultats montrent, pour la première fois, que la Dex induit l’expression du transcrit de la 

DSPP (Fig. 2.12), confirmant le pouvoir inducteur de la différenciation odontoblastique de la 

Dex sur les cellules pulpaires. 

 

 

 2.5. Discussion et Conclusions 

 

Depuis quelques années, l’ingénierie tissulaire à partir des cellules adultes pulpaires semble 

avoir un potentiel clinique prometteur. Des cellules souches ont été identifiées dans la pulpe 

dentaire et ces cellules sont capables de se différencier en différents types cellulaires : 

odontoblastes, osteoblasts, chondrocytes, adipocytes, cellules neuronales ... . L’isolation et 

l’amplification de ces cellules souches in vitro mais aussi leur différenciation permettront de 

mieux comprendre les mécanismes de réparation dentinaire et de développer de nouvelles 

approches thérapeutiques notamment la régénération complète de l’organe dentaire. Les 

nombreux travaux publiés ces dernières années sur les cellules souches dentaires et leur 

potentiel de différenciation témoignent de l’engouement de plusieurs équipes de recherche sur 

cette thématique. 

 

Les cultures primaires de cellules pulpaires sont constituées d’une population cellulaire 

hétérogène : plusieurs types cellulaires et différents stades de différenciation d’un même type 

cellulaire coexistent (Panagakos et al, 1998). Les conditions de culture ont une influence sur 

les sous-populations cellulaires en présence (Nakashima et al, 1991) et l’expression d’un 

phénotype cellulaire particulier dépend du matériel biologique utilisé, de sa manipulation 

mais également des conditions de culture (Coelho et al, 2000a et b). Il semble donc 

intéressant d’observer les éventuels effets du milieu de culture sur les cellules pulpaires 

humaines. Afin de déterminer les conditions de cultures favorables au recrutement, à la 

croissance et à la différenciation des cellules souches, nous avons donc dans un premier temps 

décidé de tester deux milieux de culture : le RPMI 1640 (milieu utilisé jusqu’alors pour la 
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mise au point du modèle cellulaire) et le MEM (milieu le plus couramment utilisé pour la 

culture des cellules pulpaires). 

 

Dans notre modèle cellulaire, quel que soit le milieu, en fonction du donneur, de grandes 

variations du nombre de cellules sont observées en primoculture. Ces variations ne semblent 

pas liées au sexe, à l’âge ou au stade d’édification radiculaire. Ces résultats sont en accord 

avec les travaux de Moule (1995) qui a montré que la variabilité de prolifération cellulaire ne 

pouvait pas être imputée à l’âge du donneur (âgé de 17 à 68 ans). D’autres facteurs que le 

milieu influence la prolifération des cellules en primoculture. Afin de limiter les effets de ces 

autres facteurs, nous avons standardisé notre protocole. Les cellules sortent des explants plus 

ou moins vite. Les explants ont été retirés non pas en fonction du nombre de jours de culture 

mais en fonction de la densité cellulaire autour des explants.  

Dans notre étude les comptages cellulaires et l’incorporation de Thymidine tritiée montrent 

que les cellules pulpaires humaines prolifèrent plus vite et de façon plus importante lorsque 

les cellules sont cultivées dans du MEM par rapport au RPMI. Au fur et à mesure des 

passages, la prolifération cellulaire diminue et l’écart de prolifération entre les deux milieux 

de culture s’atténue. Nos résultats sont en accord avec la littérature. En effet, l’influence du 

milieu de culture sur la prolifération cellulaire des cellules pulpaires a été largement décrite. 

Pissiotis et Spangberg (1993) préconisent l’emploi du MEM en se basant sur des courbes de 

croissance sur une période de 10 jours. Ils observent une prolifération cellulaire plus 

importante en MEM par rapport aux DMEM, MCDB-104, F12, Leibovitz L-15, McCoy’s 5A, 

M199, α-MEM et au BGJb. Dans une autre étude, le DMEM permet une meilleure 

prolifération sur les cellules pulpaires que le RPMI (Nakashima, 1991).  

La différence majeure entre le MEM et le RPMI étant la concentration en calcium et en 

phosphate, cette différence de composition pourrait expliquer nos résultats.  

Une étude de Maeno en 2005 montre qu’une concentration de Calcium comprise entre 0 et 4 

mM augmente la prolifération de cellules ostéoblatiques (Maeno et al, 2005). La 

concentration de calcium pourrait donc jouer un rôle dans la différence de prolifération 

observée dans notre modèle en fonction du milieu de culture. Pour vérifier cette hypothèse, il 

faudrait cultiver des cellules en RPMI en ajoutant du calcium et observer si l’écart de 

prolifération diminue. 

 

Parallèlement à la prolifération cellulaire, nous nous sommes intéressés aux populations 

cellulaires en présence et à la formation de nodules.  
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Dans nos cultures, les observations au microscope à contraste de phase montrent que les 

populations en présence semblent morphologiquement les mêmes en RPMI et en MEM. Dans 

aucun des 2 milieux testés, des cellules ayant la morphologie odontoblastique n’ont été 

observées.  

Dans notre étude, la formation de nodules a été observée quel que soit le milieu de culture 

utilisé et cela sans adjonction de β-glycérophosphate (molécule classiquement utilisée en 

culture pour induire une minéralisation). Ces nodules apparaissent à partir du 20
ème

 jour de 

culture en primoculture et dès le 4
ème

 jour lors des passages. Tsukamoto et al (1992) observent 

la formation de nodules après 10 à 15 jours de culture, sans addition de stimulants de la 

minéralisation. D’autres auteurs décrivent la formation de nodules cependant leur 

minéralisation n’est observée qu’en présence de β-glycérophosphate ou de Dexaméthasone 

(Kasugai et al, 1993 ; Stanislawski et al, 1997 ; Abe et al, 2000 ; About et al, 2000 ; Couble 

et al, 2000). 

La formation des nodules est observée aussi bien en RPMI qu’en MEM mais nous n’avons 

pas réalisé d’étude spécifique afin de savoir si l’un des deux milieux favorise ce phénomène. 

En effet, le nombre de nodules est difficilement quantifiable car de nombreuses variations 

entre les passages et les patients ont été observées. L’analyse d’image permettrait de 

quantifier le nombre et la surface des nodules ainsi que leur degré de minéralisation (Nefussi 

et al, 1997). 

Les colorations Von Kossa (où les ions argent du colorant se substituent au calcium dans les 

composés phosphocalciques) montrent la présence de minéral dans les nodules et l’analyse 

des nodules en Spectroscopie Infra Rouge (IR) à Transformée de Fourrier indique que le 

minéral observé est de l’apatite biologique proche de celle observée dans la dentine humaine 

aussi bien en MEM qu’en RPMI. About et collaborateurs (2000) obtiennent des spectres IR 

analogues à ceux de la dentine quand du β-glycérophosphate est ajouté dans des cultures de 

cellules pulpaires issues de dents de sagesses humaines. Sans adjonction de β-

glycérophosphate ou de phosphate inorganique, la présence de minéral en culture peut être 

due soit à une précipitation liée à un phénomène de mort cellulaire (apoptose ou nécrose), soit 

à la présence de cellules qui permettent le dépôt de cristaux sur une matrice extra-cellulaire 

bien organisée avec un réseau de fibres de collagène (Nancy et al, 1996). Parmi les cellules 

aptes à minéraliser spontanément, les myofibroblastes ou péricytes ont largement été décrits. 

Dans nos cultures, la formation des nodules est précédée d’une rétraction cellulaire et de la 

formation de zones multicellulaires. Or la formation de nodules dans des cultures de pericytes 

se produit de façon similaire (Canfeld et al, 2000). En effet, l’étude de la littérature montre 
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que les péricytes sont des cellules pluripotentes qui ont le potentiel de se différencier 

notemment en ostéoblastes (Brighton et al, 1992 ; Diaz-Flores, 1992 ; Doherty, 1999 ; 

Canfield, 2000). Les péricytes isolés à partir de la rétine de bovin sont capables en culture de 

former des nodules, après confluence, par rétraction cellulaire et formation de zones 

multicellulaires (Schor et al, 1990 ; Brighton et al, 1992 ; Canfield, 2000). Ces nodules vont 

minéraliser 7 à 15 jours après leur formation (équivalent à 15 à 30 jours de culture) lorsque les 

cellules sont cultivées en MEM sans apport exogène de phosphate. Ce phénomène peut être 

accéléré et augmenté par l’adjonction de β-glycérophosphate ou de Dexaméthasone (Schor et 

al, 1990 ; Canfield, 2000). Dans nos cultures la formation spontannée de nodules aptes à 

minéraliser sans ajout de phosphate inorganique ou de Dex quelque soit le milieu de culture 

utilisé (MEM ou RPMI) nous a conduit à rechercher la présence de péricytes dans nos 

cultures.  

 

Les péricytes sont caractérisés par un élément de leur cytosquelette, l’alpha actine du muscle 

lisse (SMA) et des marqueurs spécifiques tels que CD146 et 3G5. Notre laboratoire a été dans 

les tous premiers à mettre en évidence la présence de cellules SMA+ dans des cultures de 

cellules pulpaires humaines (Gronthos et al, 2000, et 2003 ; Alliot-Licht et al, 2001). Des 

péricytes ont aussi été observés dans des cultures de cellules pulpaires porcines (Brock et al, 

2002). Les immunomarquages réalisés dans notre étude montrent la présence de cellules 

SMA+ dans nos cultures aussi bien en MEM qu’en RPMI, dans les primocultures ainsi qu’au 

cours des différents passages. Ces cellules sont observées soit isolées, soit regroupées ou soit 

en amas autour des nodules, quel que soit le milieu de culture.  

Afin de quantifier le pourcentage de cellules SMA+ par rapport à la population cellulaire 

totale, nous avons utilisé la Cytométrie en flux. Nos résultats montrent que le milieu de 

culture a une influence sur le pourcentage de cellules SMA+. Le pourcentage de cellules 

SMA+ est plus important dans des cultures en MEM par rapport au RPMI. Le MEM semble 

favoriser la différenciation et/ou la prolifération des cellules SMA+. Le RPMI au contraire 

induit une diminution des cellules SMA+. Il peut y avoir, soit une diminution de la 

prolifération des cellules SMA+, soit une diminution de la différenciation en cellules SMA+, 

soit les cellules SMA+ se différencient en d’autres types cellulaires. 

En effet, les pericytes sont issues de cellules indifférenciées qui acquièrent l’expression de 

SMA, puis les péricytes qui se différencient en ostéoblastes perdent leur marquage α actine du 

muscle lisse parallèlement à l’augmentation de l’expression de marqueurs ostéoblastiques 

(Brighton et al, 1992). Parmis ces marqueurs nous nous sommes intéressés à STRO-1. Cet 
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antigène de surface est couramment utilisé comme marqueur précoce des cellules souches 

préostéogéniques, son expression étant progressivement perdue au cours de la différenciation 

en ostéoblaste mature (Stewart et al, 1999; Gronthos et al, 1999). Sur des coupes de pulpe 

humaine, l’expression de STRO-1 a été décrite avec une restriction de la localisation autour 

des vaisseaux sanguins et des paquets nerveux (Shi et Gronthos, 2003). Une colocalisation de 

STRO-1 et CD146 (marqueur des péricytes) dans le tissu pulpaire permet de conclure que la 

niche de cellules souches pulpaires est paravasculaire (Shi et Gronthos, 2003). La fraction de 

cellules STRO-1+ obtenue par tri cellulaire représentant approximativement 6% de la 

population totale des cellules pulpaires (Shi et Gronthos, 2003) et 9% des cellules souches 

issues de dents temporaires exfoliées (Miura et al, 2003) mais sa présence dans des cultures 

de cellules pulpaires n’avait jamais été mise en évidence. Nos résultats mettent en évidence, la 

présence de cellules STRO-1+ dans des cultures de cellules pulpaires humaines. Cependant, 

l’analyse par FACS permet de constater que la proportion de cellules STRO-1+ qui ne 

dépasse pas 8% de la culture est fortement dépendante du donneur et du nombre de passage 

effectué (résultat non montré).  

Depuis nos travaux, un nombre croissant d’études a porté sur les cellules STRO-1 positives. 

Dans notre modèle cellulaire, il y a donc des cellules STRO-1 positives et en présence de 

MEM la proportion de cellules SMA+ est plus importante. Le MEM favorise-t-il la 

différenciation cellulaire ?  

Afin d’étudier l’effet du milieu de culture sur la différenciation cellulaire, nous avons mesuré 

l’activité phosphatase alcaline. L’ALP est une enzyme qui fournit les ions phosphates utilisés 

au cours de la minéralisation. Parmi les trois isotypes décrits, la forme tissulaire non 

spécifique (rein-foie-os) est retrouvée au niveau de la pulpe (Goseki et al, 1990 ; San Miguel 

et al, 1999). L’ALP non spécifique est considérée comme un marqueur des cellules 

impliquées dans la minéralisation comme les odontoblastes et les ostéoblastes, mais son rôle 

exact dans la minéralisation n’est pas encore complètement élucidé. Les cellules pulpaires 

humaines dans notre modèle expriment l’ALP avec une augmentation de l’activité à J14, quel 

que soit le milieu de culture utilisé. La confluence cellulaire est alors atteinte et des nodules 

apparaissent. Ce résultat est semblable à ceux décrits par Nakashima en 1991, Onishi et al en 

1999 et Stanilawsky et al en 1997. Cependant, le MEM induit une plus forte activité ALP à 

J14 en comparaison avec le RPMI.  

Pour savoir si l’augmentation de l’activité ALP est en relation avec une différenciation 

odontoblastique ou osteéoblastique, nous avons étudié par RT-PCR l’expression de différents 
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marqueurs. Le milieu de culture ne semble pas avoir d’influence sur l’expression de deux 

marqueurs exprimés aussi bien par les ostéoblastes et par les odontoblastes : l’ostéonectine et 

PTH/PTHrp-receptor. D’autre part, nous nous sommes intéressés à l’expression de DSPP, qui 

même si il est exprimé en faible quantité dans l’émail et l’os (Qin et al, 2002), est considéré 

comme un des marqueurs odontoblastiques majeurs. Nos résultats montrent que le transcrit de 

DSPP est exprimé lorsque les cellules sont cultivées en MEM contrairement au RPMI ou 

l’expression de DSPP n’est pas détectée. Nous pouvons donc en déduire que seul le milieu 

MEM semble induire la différenciation odontoblastique en culture. Cependant, en accord avec 

Shi et al (2001), notre étude ne permet pas de déterminer si la majorité des cellules expriment 

ces marqueurs ou si leur expression est restreinte à une sous-population spécifique présente 

dans nos cultures. 

 

En conclusion le milieu de culture a une influence sur la prolifération et la différenciation des 

cellules pulpaires humaines et sur le pourcentage de cellules souches. Les cellules pulpaires 

cultivées en MEM prolifèrent plus, contiennent plus de cellules SMA positives et contiennent 

des cellules différenciées en odontoblaste. Le RPMI semble cependant plus intéressant pour 

étudier l’effet de facteurs exogènes sur la différenciation cellulaire et sur le recrutement des 

péricytes dans notre modèle. 

 

 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à l’effet d’un glucocorticoïde, la 

dexaméthasone. 

De nombreuses études ont montré que la Dex induit la différentiation d’ostéoprogeniteurs 

dans des modèles de cultures de cellules osseuses (Kim et al, 1999), de péricytes (Brighton et 

al, 1992) et de cellules du muscle lisse vasculaire (Mori et al, 1999). Cependant, malgré le fait 

que les cellules pulpaires requièrent l’addition de facteurs exogènes tel que le β-

glycérophosphate, l’acide ascorbique et/ou la Dex dans le milieu de culture pour induire la 

minéralisation (Gronthos et al, 2000; Couble et al, 2000; Miura et al, 2003), les effets 

spécifiques de la Dex sur les cellules pulpaires n’avaient jamais été étudiés.  

 

Dans cette étude, nous avons observé une inhibition de la prolifération cellulaire sous 

traitement à la Dex. Les comptages cellulaires ont confirmé la diminution de l’incorporation 

de thymidine tritiée sous Dex et n’ont pas mis en évidence d’augmentation de la mortalité 
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cellulaire. Un effet inhibiteur de la Dex sur la prolifération a précédemment été décrit sur des 

cultures de cellules osseuses (Kim et al, 1999; Walsh et al, 2001; Beresford et al, 1994) et sur 

des cellules du muscle lisse vasculaire (Mori et al, 1999).  

 

Les glucocorticoïdes sont connus pour stimuler la prolifération des cellules différenciées en 

ostéoblastes mais pour inhiber la prolifération des précurseurs (Bellows et al, 1990). 

Considérant que nos cultures sont hétérogènes, il est possible, comme le prétendent Bellow et 

al, (1990), que la Dex inhibe la prolifération des cellules souches présentes dans nos cultures 

de cellules pulpaires humaines.  

Nous avons donc étudié les effets de la Dex sur deux marqueurs de cellules souches pulpaires 

les plus souvent utilisés : SMA et STRO-1. 

Considérant que, dans nos cultures, les cellules qui expriment l’alpha-actine du muscle lisse 

(SMA+) identifiées comme péricytes (Alliot-Licht et al, 2001) pourraient être des précurseurs 

ostéo-odontoblastiques (Gronthos et al, 2000; Shi et Gronthos 2003) et à la vue d’études qui 

décrivent que les péricytes en cultures perdent l’expression de SMA dans des conditions qui 

favorisent la minéralisation, l’hypoxie (Brighton et al, 1992) et l’ajout de β-glycérophosphate 

(Steitz et al, 2001), nous avons étudié par FACS, l’effet de la Dex sur l’expression de SMA. 

Cette étude met en évidence que la Dex provoque une forte diminution de la proportion de 

cellules SMA+ dans les sous-cultures de cellules pulpaires humaines. En accord avec la 

littérature (Brighton et al, 1992), nous proposons l’hypothèse que les péricytes pulpaires 

perdent leur phénotype SMA+ en se différenciant en cellules odontoblastiques et/ou 

osteoblastiques. Cependant, du fait de la nature hétérogène des cultures de pulpes dentaires 

(Gronthos et al, 2000) et de la complexité de l’action des glucocorticoïdes (Beresford et al, 

1994), d’autres études doivent être réalisées pour déterminer si la diminution de la quantité de 

cellules SMA+ est due à un effet direct de la Dex sur les péricytes ou à un changement des 

conditions de culture telles que la densité cellulaire, les synthèses d’éléments matriciels ou de 

facteurs de croissance. Ces paramètres sont en effet connus pour influencer l’expression de 

l’α-actine du muscle lisse in vitro (Schor et al, 1995; Doherty et Canfield 1999; Shepro et 

Morel, 1993). 

 

Le deuxième marqueur des cellules souches pulpaires auquel nous nous sommes intéressés est 

STRO-1. Dans cette étude, nous montrons que la Dex augmente considérablement la 

proportion de cellules STRO-1+. Un effet similaire de la Dex a été montré dans des cultures 

de cellules stromales de moelle osseuse. En effet, par FACS il a été rapporté que la Dex 
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augmente la proportion de cellules STRO-1+ /ALP- (ostéoprogéniteurs) puis la proportion de 

cette population décline alors qu’augmente la proportion de cellules STRO-1+/ALP+ 

(préostéoblastes) suivit enfin par une augmentation des STRO-1
-
/ALP+ (ostéoblastes 

matures) (Stewart et al, 1999; Walsh et al, 2000). A la vue de nos résultats, nous suggérons 

que la Dex soit induit l’expression de STRO-1 dans les cellules pulpaires soit augmente leur 

prolifération.  

 

Comme nous l’avons vu précédemment, la Dex est souvent utilisée pour augmenter la 

différenciation odontoblastique et ostéoblastique en culture. Nous avons donc étudié l’activité 

phosphatase alcaline qui est un marqueur de différenciation des cellules minéralisantes. En 

accord avec les études qui démontrent une relation de couplage fonctionnel et réciproque 

entre la prolifération et la différenciation cellulaire, dans cette étude, le traitement à la Dex 

provoque une augmentation significative de l’activité phosphatase alcaline (ALP). L’effet 

stimulateur de la Dex sur l’ALP a déjà été décrit sur des cellules stromales de moelles 

osseuses (Kim et al, 1999; Beresford et al, 1994), sur des cellules de papille dentaire (Hao et 

al, 1997), sur des cellules du muscle squelettique (Levy et al, 2001) et sur des cellules du 

muscle lisse vasculaire (Mori et al, 1999) alors que la Dex n’a pas d’effet sur les fibroblastes 

gingivaux (Kuru et al, 1999). En accord avec la littérature, nous pouvons supposer que 

l’augmentation de l’ALP signifie que la Dex induit une différenciation odontoblastique dans 

nos cultures. Un double marquage STRO-1/ALP nous permettrait, comme sur les cellules de 

la moelle osseuse, d’analyser l’effet dans le temps de la Dex sur les différentes sous-

populations. 

 

Pour vérifier l’hypothèse de pouvoir inducteur de la Dex sur la différenciation ostéoblastique 

ou odontoblastique, nous avons étudié les effets de la Dex sur l’expression de marqueurs 

spécifiques à l’échelle transcriptionnelle.  

Sous stimulation à la Dex, le niveau d’expression des transcrits du récepteur à la 

PTHR/PTHrp, de l’ON et du RUNX2 reste inchangé. Ces résultats sont en accord avec des 

études préalables montrant sur des cellules stromales de moelle osseuse, que la Dex n’a pas 

d’effet sur l’expression d’ARNm codant pour le récepteur à la PTHR/PTHrp (Walsh et al, 

2001), mais sont opposés à la stimulation de RUNX2 sous Dex décrite sur des cellules 

souches de dents temporaire exfoliées (Miura et al, 2003), sur des cellules musculaires lisses 

vasculaires (Mori et al, 1999) et sur des cellules du muscle lisse aortique (Steitz et al, 2001). 
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Il est possible que nos conditions de cultures (comme l’absence de L-ascorbate-2-phosphate et 

de phosphate inorganique) puissent expliquer ces résultats divergents.  

En ce qui concerne l’expression du transcrit du gène DSPP, nous n’avons amplifié aucun 

ARNm en absence de Dex. Ce résultat est en accord avec la littérature qui ne montre jamais 

d’expression de DSPP en absence de conditions spécifiques induisant la minéralisation 

(Miura et al, 2003; Couble et al, 2000; Shi et Gronthos 2003). L'expression du gène DSPP 

dans les odontoblates matures, concomitante avec le début de la minéralisation de la dentine, 

est un marqueur de la différenciation terminale des odontoblastes. Dans notre étude, 

l’observation de l’expression du transcrit du gène DSPP sous Dex permet de montrer que la 

Dex induit la différenciation odontoblastique dans les cultures de cellules pulpaires humaines.  

Les cellules pulpaires contiennent des cellules souches capables de se différencier en 

différents types cellulaires (dont en odontoblastes, en ostéoblastes, en cellules nerveuses et en 

adipocytes). Pour évaluer le potentiel de nos cellules à se différencier en adipocytes, nous 

avons observé l’expression d’un marqueur précoce de la différenciation adipocytaire (la LPL). 

Contrairement aux cellules souches de moelle osseuse sur lesquelles la Dex induit 

l’expression de LPL (Gronthos et al, 2000), nous n’avons pas observé d’expression de LPL 

dans les cultures de cellules pulpaires humaines en présence de Dex. Cette absence 

d’expression du gène de la LPL avec ou sans Dex dans les cellules pulpaires humaines est en 

accord avec la littérature (Gronthos et al, 2000).  

 

En résumé, dans notre modèle de cellules pulpaires, la Dex diminue la prolifération cellulaire, 

augmente le pourcentage de cellules STRO-1+ et diminue le pourcentage de cellules SMA+, 

augmente l’activité ALP et induit l’expression du transcript de la DSPP. La Dex induit donc 

la différenciation odontoblastique dans les cultures de pulpe dentaire humaine. Cependant, 

notre étude ne permet pas de savoir si l’augmentation des cellules STRO-1+ peut être corrélée 

à la diminution des SMA+.  

La Dex permet d’augmenter la proportion de cellules STRO-1 +, cellules souches 

potentiellement très importante pour la thérapie cellulaire  

 

 

En conclusion, l’ensemble de ces travaux montre que les conditions de culture (milieux de 

culture et adjuvants comme la Dex) ont une influence sur la prolifération et la différenciation 
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des cellules pulpaires humaines et sur le recrutement des cellules souches de la pulpe dentaire. 

Ce travail contribue donc à améliorer nos connaissances sur les cultures de pulpe dentaire 

dans le but d’optimiser les conditions de culture pour la thérapie cellulaire. De plus cette 

étude apporte des éléments sur le recrutement et la différenciation en odontoblates des cellules 

souches dans le cadre de la réparation dentinaire. 
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III. Deuxième partie expérimentale 

 

 

 

 

 

 

 

Effet de l’hormone de croissance sur 

une lignée d’odontoblastes : les 

M2H4 
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3.1. Généralités sur l’hormone de croissance 

  3.1.1. Synthèse, sécrétion et mécanismes d’action 

 

L’hormone de croissance (GH) est synthétisée par les cellules somatotropes hypophysaires. 

Ces cellules acidophiles hypophysaires sont situées sur les parties latérales de 

l’adénohypophyse (partie antérieure de l’hypophyse) et constituent le pool cellulaire le plus 

important (40%).  

La GH est également synthétisée par d’autres tissus comme le placenta ou le cerveau, 

suggérant une transcription ubiquitaire de la GH (Harvey et Hull, 1997). 

 

Chez l’homme les cellules somatotropes synthétisent deux variants de GH, codé par un seul 

gène, comportant 5 exons et 3 introns et situé sur le bras long du chromosome 17 :  

- La forme longue, majoritaire, est un polypeptide de 22 kDa constitué de 191 

acides aminés formant une seule chaîne polypeptidique comportant deux ponts 

disulfures, 

- La forme courte, minoritaire (10%), est un polypeptide de 20 kDa constitué de 176 

acides aminés, résultant d’un épissage alternatif de l’exon 3. 

 

L’expression du gène de la GH est sous le contrôle de Pit-1 (pitiutary-specific transcription 

factor-1) au niveau hypophysaire (Tuggle et Trenkle, 1996 ; Gahete et al, 2009) et également 

dans les autres tissus (Harvey et al, 1997). Dans les cas de mutations de Pit-1 une déficience 

de la synthèse de GH est décrite (Pfäffle et al, 1999).  

 

La sécrétion de la GH par l’adénohypophyse est pulsatile (un épisode sécrétoire toutes les 3-4 

heures) et est influencée par différents facteurs (Hennen, 2001) : 

- L’âge : la sécrétion de GH est importante au début de la vie et à la puberté puis 

diminue avec l’âge. Chez l’homme âgé, la sécrétion quotidienne de GH représente 

1/5 à 1/20 de celle d’un adulte jeune (Giustina et al, 2008), 

- Les hormones stéroïdiennes sexuelles et thyroïdiennes stimulent la sécrétion de 

GH, 

- La sécrétion nocturne de la GH est plus importante avec des pics nocturnes à 

l’endormissement, 
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- Le stress, l’hypoglycémie, les agonistes α adrénergiques, la dopamine 

l’acétylcholine et le glucagon augmentent la sécrétion de la GH, 

- Certaines pathologies comme l’obésité et l’hypothyroïdie diminuent la sécrétion 

de la GH. 

 

La sécrétion de la GH est soumise à un contrôle neuroendocrinien. Plusieurs facteurs sont en 

effet impliqués dans cette régulation (Gahete et al, 2009) : 

- La GHRH (Growth Hormone-Releasing Hormone) ou somatolibérine est sécrétée 

par l’hypothalamus. Elle agit par l’intermédiaire de son récepteur membranaire (le 

GHRH-R, couplé à la protéine G) en stimulant à la fois la sécrétion de GH et la 

prolifération des cellules somatotropes, 

- La SRIF (Somatotropine Releasing-Inhibiting Factor) ou somatostatine est 

sécrétée par l’hypothalamus. Elle inhibe la sécrétion de GH. La SRIF est stimulée 

par la GHRH, 

La GH agit par rétrocontrôle sur ces deux facteurs hypothalamiques : si la quantité de GH 

augmente, la GH stimule la SRIF. Si la quantité de GH diminue, la GH stimule la GHRH. 

- La Ghreline est une protéine synthétisée au niveau du tractus gastro-intestinal. 

Elle agit sur l’hypothalamus et les cellules somatotropes en stimulant la sécrétion 

de la GH (Takaya et al, 2000). 

 

La sécrétion de la GH est également régulée par l’IGF1 (Insuline-like Growth Factor 1). 

IGF1 est produit, sous le contrôle de la GH, essentiellement dans le foie mais aussi dans 

d’autres tissus comme le tissu osseux. IGF1 agit par rétrocontrôle négatif sur la sécrétion de 

GH par les cellules somatotropes et en stimulant la SRIF (Giustina et al, 2008). 
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Figure  3.1: Régulation de la sécrétion de la GH 

 

Après sécrétion, la GH est transportée dans le sang vers les tissus/cellules cibles.  

Dans le sang 50% de la GH est présente sous forme libre en monomères, dimères ou 

oligomères qui peuvent être des homo ou des hétéromères des deux variants de la GH. La GH 

circule également liée à des GHBPs (Growth Hormone Protein Binding) (Baumann G, 2001). 

 

 

Sur les cellules cibles, la GH agit après fixation à son récepteur transmembranaire spécifique 

(GHR). Le GHR appartient à la super famille des récepteurs de type cytokine-

hématopoïétine. L’interaction de la GH avec le domaine extracellulaire du GHR induit une 

dimérisation du récepteur. Cette dimérisation entraîne l’activation d’une tyrosine kinase 

associée au GHR : la Janus Kinase 2 (JAK2). JAK2 activée assure alors la phosphorylation 

de résidus tyrosine du GHR et de facteurs transcriptionnels de type STAT (Signal 

Transducers and Activators of Transcription) : STAT1, STAT3 et les deux formes de STAT5. 

JAK2 est aussi impliquée dans l’activation par la GH des sérines/thréonines kinases de la 

famille MAPK/ERK : ERK 1 et 2 et du phosphatidylinositol 3’ kinase (PI3K). Les protéines 

phosphorylées vont ensuite se fixer au niveau de l’ADN nucléaire et induire différents effets 

cellulaires (prolifération, synthèse protéique) (Zhu et al, 2001 ; Piwien-Pilipuk et al, 2002 ; 

Lichanska et Waters, 2008). 
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                             Figure  3.2: Mécanisme d’action de l’hormone de croissance. 

 

 

L’action de la GH sur les cellules cibles est directe et/ou indirecte via l’Insuline Growth 

Factor 1 (IGF1). Une partie des effets de la GH sont médiés par IGF1. 

Comme nous l’avons vu précédemment, la GH induit la production d’IGF1 au niveau du foie 

mais également dans de nombreux autres tissus périphériques. IGF1 exerce des effets 

endocrines au niveau des tissus cibles (rôle d’hormone systémique). D’autre part IGF1 agit 

également par des effets paracrines et autocrines au niveau des cellules cibles (Hennen G, 

2001 ; Giustina et al, 2008).  
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                                   Figure  3.3:Action directe de l’hormone de croissance et indirecte médiée par IGF1. 

 

 

  3.2.2. Rôles  

 

Les effets de la GH sur la croissance osseuse sont largement décrits (pour revue voir Giustina 

et al, 2008). La GH joue un rôle important dans la croissance des os longs. Elle agit sur la 

plaque de croissance en augmentant la réplication et la maturation des chondrocytes et 

stimule l’ossification endochondrale. La GH a également un rôle dans le remodelage osseux. 

Elle agit sur la différenciation des cellules mésenchymateuses en ostéoblastes, active la 

prolifération des cellules ostéoblastiques, augmente l’expression de différents marqueurs 

ostéoblastiques et agit sur l’activité ostéoclastique.  

 

La GH joue aussi un rôle dans les métabolismes protéiques, glucidiques et lipidiques (pour 

revue voir Møller and Jørgensen, 2009). La GH augmente la synthèse protéique et la 

glycogénolyse, diminue l’absorption de glucose et stimule la lipolyse. La GH est donc 

également impliquée dans la régulation de la masse musculaire (pour revue voir Velloso, 

2008). Elle augmente la synthèse protéique et la prolifération cellulaire d’où une hypertrophie 

musculaire. Chez les sportifs la GH est considérée comme un produit dopant. Elle est utilisée 

pour augmenter la masse musculaire et diminuer les tissus graisseux. 
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La GH agit sur la lactation (pour revue voir Kelly et al, 2002). Chez l’animal La GH est 

utilisée pour augmenter la production de lait. 

 

La GH intervient également sur la régulation du système immunitaire (pour revue voir 

Meazza et al, 2004). La GH stimule la prolifération des lymphocytes T et B et la synthèse des 

immunoglobulines. La GH induit la maturation des progéniteurs myeloïdiens et module la 

réponse aux cytokines. 

 

 

3.1.3. Pathologies associées à un trouble de sécrétion de GH 

 a) Déficit 

 

Le nanisme hypophysaire est dû à un déficit en GH. Il peut s'agir : 

- d'un déficit isolé correspondant à une maladie héréditaire caractérisée par un retard 

statural, un retard de l'âge osseux et dentaire et par des anomalies morphologiques 

(visage). 

- d'une absence de sécrétion d'hormone de croissance due à un défaut de commandes 

de sécrétion hypothalamique.  

Le traitement fait appel à l'hormone de croissance. 

 

Le syndrome de Laron est un nanisme avec un taux de GH normal voire élevé. C’est une 

maladie autosomique récessive caractérisée par une petite taille, un dysfonctionnement des 

récepteurs de l'hormone de croissance, et une incapacité à produire de l'IGF1. Le syndrome de 

Laron n'est pas une forme de nanisme liée à un déficit en hormone de croissance, mais il 

résulte de la mutation du gène GHR sur le chromosome 5. 

Le traitement à la GH n’a aucune efficacité. 

 

 b) Excès 

 

Le gigantisme constitutionnel (simple et harmonieux) : Il est dû  

- à un excès de production précoce de GH, se produisant avant l’âge de la soudure des 

épiphyses, 

- à un déficit génétique entrainant un retard d’ossification au moment de la puberté et 

la poursuite de la croissance chez l’adulte. 
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L'acromégalie est le résultat d'une augmentation de la sécrétion d'hormone de croissance par 

l'hypophyse. Cette augmentation de la sécrétion est en règle secondaire à une tumeur bénigne 

de l'hypophyse (adénome de l'hypophyse) mais la tumeur peut être extra hypophysaire. 

 

 

 3.2. Intérêt de l’étude 

 

Sur le métabolisme osseux, la GH intervient dans la synthèse de la matrice extracellulaire par 

les ostéoblastes et dans la régulation de la résorption ostéoclastique. Plusieurs études in vitro 

ont montré la capacité de la GH à stimuler la prolifération des ostéoblastes et l’expression de 

marqueurs de différentiation ostéoblastique (OC, ALP et α1-procollagène) (Rosen et al, 

1995 ; Chihara et Sugimoto, 1997 ; Morales et al, 2004 ; Giustina et al, 2008). Des travaux 

antérieurs réalisés au sein du laboratoire ont mis en évidence que la GH stimule la formation 

de cellules multinuclées TRAP+ (Guicheux et al, 1998a) et stimule l’activité de résorption 

des ostéoclastes via l’IGF1 (Guicheux et al, 1998b). Le rôle de la GH sur le tissu osseux est 

largement documenté et malgré les similitudes entre le tissu osseux et les tissus dentaires, peu 

d’auteurs se sont intéressés aux effets de la GH au cours de la croissance craniofaciale et du 

développement dentaire.  

 

Chez l’homme, dans les cas d’insuffisance ou d’excès de sécrétion de GH, des manifestations 

buccodentaires ont été décrites. 

Les enfants atteints de nanisme hypophysaire (dû à un déficit en hormone de croissance) 

présentent une incidence plus élevée d’agénésies dentaires. Les dents sont de plus petite taille 

et des retards d’éruption résultants d’un retard de développement dentaire sont observés 

(Kosowicz et Rzymski, 1977 ; Bigeard et Sommermater, 1991). Un traitement par la GH chez 

ces patients restaure l’âge osseux mais a peu d’incidence sur l’éruption dentaire. Chez les 

patients atteints du syndrome de Laron (nanisme où le taux de plasmatique de GH est normal 

voire élevé mais où il n’y a pas de sécrétion d’IGF1 car le récepteur à la GH est absent dans le 

foie), des agénésies, des dents de plus petites tailles et des retards d’éruption sont également 

décrits (Sarnat et al, 1988). Les patients atteints d’acromégalie (gigantisme dû à un excès de 

sécrétion de la GH) présentent un prognathisme, des malocclusions dentaires avec la présence 
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de nombreux diastèmes (Chanson et Salenave, 2008) et une cémentogenèse accentuée 

(Young, 1995). 

A l’heure actuelle chez l’homme, aucune anomalie de structure dentinaire majeure n’a été 

observée dans les cas de déficience ou d’excès en GH.  

 

In vivo, la présence du récepteur à la GH (GHR) a été décrite sur les améloblastes, les 

odontoblastes et les cémentoblastes aux différents stades de développement dentaire chez le 

rat (Zhang et al, 1992a et b ; Joseph et al, 1994 ; Young, 1995), suggérant un rôle de la GH 

dans le développement dentaire.  

Chez le rat, parallèlement aux hypodonties et aux retards d’éruption dentaire (similaire à ce 

qui a été observé chez les enfants atteints de nanisme hypophysaire), des études anciennes 

montrent une diminution de la production de dentine (Hansson, 1978a). Un traitement à la GH 

chez ces animaux permet de restaurer la production dentinaire (Hansson, 1978b). Dans les 

molaires de rat, des marquages immunohistochimiques ont montré la présence du récepteur à 

la GH sur les odontoblastes situés sur plancher pulpaire et dans la partie apicale des racines en 

formation ; le recepteur n’étant pas retrouvé dans les odontoblastes matures de la pulpe 

coronaire (Zhang et al, 1992a). De même, chez le rat, il a été mis en évidence la présence de 

membres de la famille des JAK et des STAT dans les odontoblastes ; les auteurs suggérant 

l’activation des voies de signalisation de la GH lors de la dentinogenèse (Tanase et Bawden, 

1996a et b). Des immunomarquages réalisés sur des molaires de rats Lewis dwarf (modèle de 

déficience en GH) montrent que 5 jours de traitement GH induisent une augmentation du 

nombre d’odontoblastes qui sécrètent de l’ALP, de la BMP2 et 4, de l’ostéoclacine et de 

l’ostéopontine (Young et al, 2001). Dans le même modèle, la GH augmente l’expression de 

décorine et de biglycan (Zhang et al, 1995) et du N-acetylgalactosamine protéoglycane 

(Zhang et al, 1994), trois protéoglycanes impliqués dans la dentinogenèse suggérant un rôle 

de la GH dans la formation de dentine chez le rat. 

Récemment l’étude du phénotype dentaire chez trois types de souris génétiquement modifiées 

a montré que la GH influence l’épaisseur ainsi que le volume total de la dentine. Dans cette 

étude, les auteurs ont mesuré les dimensions de la matrice dentinaire sur des sections 

longitudinales de molaires de ces trois types souris. Les souris dites « géantes » qui présentent 

une taille plus importante du fait d’une sécrétion excessive de GH (modèle de gigantisme 

pituitaire) ont une apposition de dentine coronaire plus importante que les souris sauvages. 

Sur les deux types de souris dites « naines » qui sont de plus petite taille (une lignée 

surexprime un antagoniste de la GH et constitue un modèle de nanisme hypophysaire ; l’autre 
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lignée est invalidée pour le récepteur à la GH et constitue le modèle du syndrome de Laron) il 

a été observé et une épaisseur de dentine radiculaire plus faible que sur les souris sauvages 

(Smid et al, 2007).  

Les résultats de ces études permettent de conclure à l’influence de la GH sur la dentinogenèse 

in vivo, chez le rat et la souris. Mais, contrairement à d’autres molécules (comme la vitamine 

D) influençant les tissus dentinaires et osseux, peu d’études ont été réalisées in vitro pour 

analyser les effets de la GH sur les odontoblastes, cellules responsables de la dentinogenèse. 

 

Dans ce travail, afin de mieux comprendre les mécanismes d’action de la GH sur les 

odontoblastes, nous avons étudié in vitro, l’effet de la GH sur la prolifération et la 

différenciation des odontoblastes de rat M2H4. 

 

La lignée M2H4 nous a été gentiment fournie par H. Ritchie. Ce sont des cellules dérivées de 

la lignée RPC-C2A.  

La lignée RPC-C2A a été établie à partir de pulpe dentaire d’incisive de rat. Le clone RPC-

C2A a été sélectionné par sa forte activité phosphatase alcaline (Kasugai et al, 1988). 

Le sous clone M2H4 (Ritchie et al, 2002) a été sélectionné pour sa très forte coloration Von 

Kossa après traitement des cellules par 50 µg/ml d’acide ascorbique pendant 8 jours et par 

4mM de Pi pendant 3 jours. Ces cellules sont capables de synthétiser une matrice 

collagénique contenant notamment du collagène de type I et expriment le transcrit de DSPP 

(Ritchie et al, 2002). 

 

Dans son étude, Ritchie et coll donnent peu d’informations sur leur lignée (Ritchie et al, 

2002). D’autre part, il est connu que les lignées peuvent se dédifférencier. Il nous a donc 

semblé indispensable de refaire la caractérisation de cette lignée avant leur utilisation dans le 

cadre de l’évaluation des effets de la GH. Dans ce but, nous avons participé aux travaux de D. 

Magne, Doctorant au laboratoire.  

 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’expression de différents marqueurs 

de différenciation des odontoblastes sur la lignée M2H4. 
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Figure 3.4 : Etude de l’expression des transcrits du collagène de type 1 (Col 1), de la 

phosphatase alcaline (ALP), de la dentin matrix protéine (DMP1) et de la dentine 

sialophosphoprotéine (DSPP) dans des cultures de cellules M2H4 de J7 à J21. La GAPDH est 

utilisée comme gène de référence. Un gel d’agarose représentatif est montré. (Magne et al, 

2004). 

 

Nos résultats de RT-PCR montrent que les cellules M2H4 expriment l’ARNm de col1α1 (qui 

constitue près de 90% de la fraction protéique dentinaire) et de l’ALP (qui est impliquée dans 

la minéralisation de la dentine) dès J7 et que cette expression reste présente jusqu’à J20.  

En ce qui concerne l’expression de marqueurs odontoblastiques majeurs, DSPP et DMP1, nos 

résultats montrent l’expression de ces deux marqueurs dans les cellules M2H4. Malgré le fait 

que l’expression des transcrits n’ai été étudié qu’en PCR semi quantitative, il semble que 

l’expression de DMP1 augmente jusqu’à J11 puis reste constante alors que l’expression des 

transcrits de DSPP apparaît plus tardivement. 

L’ensemble de ces résultats montre que la différenciation des M2H4 se rapproche fortement 

de la différenciation odontoblastique in vivo ce qui est en accord avec la caractérisation 

initiale de cette lignée par H. Ritchie. 

 

La phase minérale formée a également été caractérisée par Spectroscopie Infra Rouge à 

Transformé de Fourrier. 
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Dentine de rat

M2H4 

Phase minérale

 

Figure 3.5 : Analyse de la phase minérale formée par Spectroscopie Infra rouge à Transformée de 

Fourrier (Magne et al, 2004). 

 

La phase minérale formée par les M2H4 après 21 jours de culture a été analysée par 

spectroscopie infra rouge à transformé de Fourrier et a été comparée à de la dentine de rat. 

Nos résultats montrent que la phase minérale formée est constituée d’apatite carbonatée 

semblable à celle des sections de dentine de rat. Cependant les cristaux sont moins minéralisés 

ce qui suggère que la matrice n’est pas complètement minéralisée à J21. 

L’ensemble de ces résultats a été publié par D. Magne en 2004 (Development of an 

Odontoblast In Vitro Model to Study Dentin Mineralization, Connect Tissue Res, 2004, 45, 

101-108). 

 

 

La lignée M2H4 présente donc un phénotype odontoblastique, lui conférant un intérêt dans 

l’étude in vitro de la dentinogenèse. 

 

 

3.3 Matériels et méthodes 

3.3.1. Matériels 

 

Les plaques et flacons de cultures ont été fournis par Corning-Costar (Corning BV Life 

Sciences, Schiphol-Rijk, Pays-Bas). Le sérum de veau foetal (SVF) provient de chez D. 
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Dutscher (Brumath, France). Les milieux de culture: alpha Minimal Essential Medium (α-

MEM), la L-glutamine, les antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine), la Trypsine/EDTA, le 

Trizol, la DNAse (désoxyribonucléase), les dNTPs (désoxynucléotides tri phosphate), la 

TaqDNA polymérase, les gels NuPage 4-12% Bis-Tris, les membranes Invitrolon™ PVDF 

(polyvinylidene difluoride), le PBS (Phosphate Buffered Saline) et le tampon TRIS Borate 

EDTA (TBE) ont été acquis chez Invitrogen Corporation (Paisley, UK). 

La GH humaine (UMATROPE 1,3mg/2ml) nous a été fournie par les laboratoires Lilly 

France. Le lyophilisat est dilué dans l’excipient puis dans du PBS/BSA 0,5%. 

L'UO126, l’EDTA (éthylenediaminetetraacetic acid disodium selenite), l’EGTA (éthylène 

glycol-bis(beta-aminoéthyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetrasodium salt), 

l’orthovanadate de sodium (Na3VO4), le PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride), le fluoride 

de sodium (NaF), le beta-mercaptoéthanol, le sodium dodécyl sulfate (SDS), l'albumine de 

sérum bovin (BSA), le Tween 20, l'acide phosphonoformique (PFA) et le bleu de 

bromophénol proviennent de chez Sigma-Aldrich Corporation (St Quentin Fallavier, France). 

L’AMV-RT (avian myeloblastosis virus-reverse transcriptase), les amorces 

hexanucléotidiques aléatoires et la RNAsin (Recombinant ribonuclease inhibitor) ont été 

achetés chez Promega (Charbonnière, France). 

Le Master Mix a été fourni par Stratagene, le SyBr Green par Molecular Probes Inc. 

(Amsterdam, Netherlands) et la Titanium Taq DNA polymerase par Clontech (Mountain 

View, CA, USA). 

Le réactif Pierce Coomassie Plus Assay provient de chez Pierce (Rockford, IL, USA), les 

anticorps utilisés pour le western blot de chez Cell Signaling Inc. (Beverly, MA, USA) et l' 

L’ECL (Enhanced Chemiluminescence) et le système de détection pour le western blot 

proviennent de chez Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK). 

 

 

3.3.2. Cultures cellulaires 

 

Les cellules M2H4 nous ont été fournies par H. Ritchie. Les cellules sont ensemencées à une 

densité cellulaire de 12000 cellules par cm
2
 et cultivées dans du milieu α-MEM supplémenté 

en pénicilline/streptomycine (100 UI/ml-100µg/ml), en L-glutamine (2mM) et en sérum de 

veau fœtal (SVF) (10%). Les cellules sont cultivées dans ces conditions jusqu’au deuxième 
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passage en renouvelant le milieu de culture tous les deux jours puis utilisées pour les 

expérimentations. 

 

La lignée MC3T3-E1 a été cultivée dans du milieu α-MEM supplémenté en 

pénicilline/streptomycine (100 UI/ml-100µg/ml), en L-glutamine (2mM) et en SVF (10%). 

Toutes les cellules sont incubées en atmosphère humide, à 37°C et 5% de CO2. Le milieu de 

culture est renouvelé tous les deux jours.  

 

3.3.3. Prolifération cellulaire 

 

Pour l’étude de l’effet de la GH sur les M2H4, les cellules sont ensemencées à une densité 

cellulaire de 6 000 cellules/cm² dans du milieu -MEM contenant 1% 

Pénicilline/Streptomycine, 1% L-Glutamine. 

Après 3, 5 et 7 jours de culture en présence de différentes concentrations de GH (5 à 500 

ng/ml) et différentes concentrations de SVF (1 à 10%), les cellules M2H4 sont décollées avec 

de la trypsine/EDTA, centrifugées et remises en suspension dans du milieu de culture. Les 

cellules sont ensuite comptées à l’aide d’une cellule de Malassez suivant la méthode 

d’exclusion par le bleu trypan. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules par puit. 

 

Afin d’étudier l’implication de la voie ERK1/2 dans la stimulation de la prolifération par la 

GH, nous avons réalisé des comptages cellulaires en présence de U0126 (inhibiteur de la voie 

ERK1/2). Après 3 jours de culture avec 500 ng/ml de GH, 2% de SVF et 1 µM de U0126 ou 

son excipient (DMSO), les cellules M2H4 sont comptées comme précédemment décrit. Les 

résultats sont exprimés en nombre de cellules par puit. 

 

 

3.3.4. Western Blot 

 

Les cellules M2H4 sont ensemencées dans des plaques 6 puits à une densité cellulaire de 6000 

cellules/cm
2 

et cultivées pendant 3 jours dans du milieu standard en présence de 2% de SVF. 

Les cellules sont ensuite déprivées en sérum pendant 24 heures, puis stimulées pendant 30 

minutes par 500ng/ml de GH. Le milieu de culture est alors éliminé et les plaques sont 

congelées dans de l’azote liquide puis conservées à -80°C. Après décongélation sur de la 



87 

 

glace, les cellules sont lysées par du tampon de lyse (Tris-HCl pH7,5 20mM, KCl 100mM, 

EDTA 1mM, EGTA 1mM, DTT 1mM, β-Glycérophosphate 20mM, Na3VO4 2mM, PMSF 

1mM, NaF 10mM). Le lysat est centrifugé à 13 200 g pendant 10 min à 4°C. La concentration 

en protéines des surnageants est mesurée par la méthode de Bradford  en utilisant le réactif 

Pierce Coomassie Plus. La lecture de la densité optique à 595nm est réalisée dans un lecteur 

multiplaque MRX (VWR International, Brumath, France). Les lysats protéiques sont 

finalement conservés à -20°C jusqu'à leur utilisation ultérieure.  

Les westerns blot ont été réalisés avec le système XCell SureLock™ Novex Mini-Cell 

(Invitrogen). La séparation par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis) se fait en ajoutant du LDS (Lithium dodécyl sulfate) et un agent réducteur 

(du beta-mercaptoéthanol) à 40µg de protéines pour chaque échantillon. Après réduction par 

chauffage pendant 10 minutes à 70°C, les échantillons sont chargés sur un gel à 4-12% 

d’acrylamide. La migration des protéines s’effectue selon les instructions du fournisseur 

pendant 1 heure sous une tension de 200 Volt. 

Le transfert des protéines est réalisé sur une membrane de PVDF. Le transfert est réalisé selon 

les instructions du fournisseur pendant 2 heures sous une tension de 30 Volt. 

La membrane est ensuite bloquée une heure dans une solution de PBS1X contenant 0,05% de 

Tween20 et 5% de lait en poudre. La membrane est ensuite incubée pendant 12 heures, à 4°C, 

en présence de l'anticorps primaire. Les anticorps primaires sont dilués au millième dans la 

solution de blocage pour la détection de la forme phosphorylée (anti-phospho ERK1/2) ou de 

la forme totale (anti-ERK1/2) de ERK1/2 et dans une solution de PBS1X contenant 0,05% de 

Tween 20 et 5% de BSA pour la détection de la forme phosphorylée (anti-phospho STAT5) 

ou de la forme totale (anti-STAT5) de STAT5. Après 3 lavages de 5 minutes dans une 

solution de PBS1X contenant 0,05% de Tween20, la membrane est finalement incubée en 

présence de l’anticorps secondaire (1/2000 dans une solution de PBS1X contenant 0,05% de 

Tween20 et 5% de lait en poudre) (anti-IgG de lapin couplé à la HorseRadish Peroxydase 

(HRP)). Les complexes protéiques sont détectés par chémiluminescence grâce au kit ECL 

Plus. 
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3.3.5. Extraction d’ARN 

 

Pour les cellules M2H4, après 4, 10 et 14 jours de culture en présence de GH, le milieu est 

éliminé et 1ml de Trizol est ajouté par flacon de culture. Les échantillons sont alors conservés 

à -80°C.  

Les cellules pulpaires humaines sont cultivées pendant 21 jours puis déprivées en sérum 

pendant 24 heures. La GH est ensuite ajoutée pendant 24 heures et les cellules sont alors 

congelées dans du Trizol comme précédemment décrit. 

Après décongélation des échantillons sur de la glace, les lysats sont récupérés par grattage, et 

centrifugés à 13 200 g pendant 10 minutes à 4°C. 200µl de chloroforme sont ajoutés au 

surnageant puis centrifugés à 13 200 g pendant 15 minutes à 4°C. Les ARN totaux contenus 

dans la phase aqueuse sont alors précipités par ajout de 500 µl d’isopropanol, puis centrifugés 

à 13 200 g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot est lavé à l’éthanol 75%, séché, puis repris 

dans 50µl d’eau distillée. La concentration est mesurée par lecture de la densité optique (DO) 

à 260 nm et la pureté des ARN est évaluée par le rapport des DO à 260 et 280 nm. La 

concentration des ARN est alors ajustée à 1µg/µl. L’intégrité des ARN est vérifiée par 

migration sur gel d’agarose à 1%. 

 

 

3.3.6. RT-PCR 

 

2,5µg d’ARN sont traités par 0,1UI/µl de DNase dans son tampon de réaction (Invitrogen) 

dans un volume final de 10µl pendant 15 minutes à température ambiante puis 10 minutes à 

65°C après ajout d’1µl d’EDTA (Invitrogen). 

Les ARN subissent une reverse transcription à 42°C pendant 50 minutes par 0,33 UI/µl 

d’AMV-RT et en présence de 1mM de dNTPs, 50nM d'amorces hexanucléotidiques 

aléatoires, 6µl de tampon de reverse transcription (5X) (Invitrogen) et 1,33UI/µl de RNasin 

dans un volume final de 30µl. 

Puis 2,5µl d'ADNc sont amplifiés par 0,1 UI/µl de TaqDNA polymérase avec 0,2mM de 

chacune des amorces spécifiques de l'ADNc à détecter (cf. Tableau 3.1), 0,2µM dNTPs, 1µM 

MgCl2 et 2,5µl de tampon de réaction (10X) (Invitrogen) dans un volume final de 25µl. 

L’amplification est réalisée dans un thermocycleur « Eppendorf Mastercycler personal » 

(Heidelberg, Allemagne). Après une première phase de dénaturation des ADNc à 95°C 

pendant 3 minutes, l’ADNc est amplifié par cycles comprenant trois phases de 20 secondes : 
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une dénaturation à 95°C, une hybridation avec les amorces à 60°C et une élongation à 72°C. 

Le nombre de cycle est référencé dans le tableau 3.1. 

La migration des produits de PCR se fait dans un gel d’agarose à 2%. La révélation des 

bandes d’ADN se fait par du Bromure d’éthidium à l’aide d’un trans illuminateur UV. Le 

dessin des amorces est fait par le logiciel Beacon Designer 5.0. 

 

 

3.3.7. PCR quantitative en temps réel 

 

L’amplification se fait en mélangeant 5µl d'ADNc dilués au 1/30 avec le mélange réactionnel. 

Ce mélange est composé de 12,5µl de Master Mix, de chacune des amorces spécifiques du 

gène à détecter aux concentrations spécifiées dans le tableau 3.2, 30nM de la sonde SyBr 

Green dans un volume final de 20 µl. La réaction et la mesure de la fluorescence en temps 

réel se font avec un appareil MX3000pro. Les ADNs sont amplifiés par 40 cycles, 

comprenant trois phases: une dénaturation de 30 secondes à 95°C, une hybridation avec les 

amorces de 1 minute à 60°C et une élongation de 30 secondes à 72°C, précédées par une 

phase de dénaturation de 10 minutes à 95°C. Le traitement informatique des données se fait 

avec le logiciel Mx PRO en utilisant la méthode du delta Ct (Cycle threshold). Cette méthode 

a été utilisée pour calculer les niveaux d’expression relative, comme décrit précédemment 

(Julien et al, 2007). Les résultats sont exprimés en expression relative de DMP1 par rapport à 

l’ β-actine utilisé comme gène de référence. 

 

 

3.3.8. Analyse statistique 

 

Chaque expérience a été réalisée en triplicate et répétée au moins deux fois avec des résultats 

similaires. Des études comparatives à partir des moyennes, ont été réalisées en utilisant un test 

ANOVA avec des valeurs significatives pour p<0,05. Les résultats sont exprimés en moyenne 

des valeurs +/- SEM. 

 

 

3.4. Résultats 

3.4.1. Expression du récepteur de la GH  
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Afin de déterminer si les M2H4 sont des cellules cibles à la GH nous avons recherché la 

présence du GHR et étudier sa fonctionnalité. 

Nous avons tout d’abord étudié l’expression de l’ARNm du récepteur à la GH par RT-PCR.  

 

 

J8 J12 J16 J21 ROS UMR

GHRGHR

GAPDH

 

Figure 3.6 : Mise en évidence du GHR dans la lignée M2H4. Détection de l’expression de l’ARNm 

codant pour le GHR par RT-PCR dans les cellules M2H4. Un gel d’agarose représentatif est montré.  

 

Nos résultats montrent que les cellules M2H4 expriment l’ARNm codant pour le GHR de J8 à 

J21 (Fig. 3.6). 

 

Après avoir mis en évidence la présence du récepteur de la GH sur les M2H4, nous avons 

vérifier que le récepteur de la GH chez le rat pouvait interagir avec l’hormone de croissance 

humaine comme décrit précédemment (Barnard et al, 1991; Leung et al, 1996) et déclencher 

la cascade de réactions cellulaires décrites dans la figure 3.2. Nous avons donc étudié par 

Western blot sur les cellules M2H4, l’activation de la voie de signalisation STAT5.  

 

M2H4 MC3T3-E1

p STAT5

STAT 5

GH_ _
+ +

 

Figure 3.7 : Mise en évidence du GHR dans la lignée M2H4: Mise en évidence par Western Blot de la 

phosphorylation de STAT 5 après un traitement GH. Les cellules MC3T3 sont utilisées comme contrôle 

positif.  
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Nos résultats montrent qu’après 3 jours de culture, un traitement par 500ng /ml de GH 

pendant 30 minutes, stimule la phosphorylation de STAT5 (Fig.3.7). Cette stimulation est 

inférieure à celle retrouvée dans les cellules ostéoblastiques de souris MC3T3-E1 utilisées 

comme contrôle positif (Morel et al, 1993). La forme non phosphorylée de STAT5 n’est pas 

influencée par un traitement à la GH ni dans les M2H4 ni dans les MC3T3-E1 (Fig.3.7). 

 

Sur les cellules osseuses, la fixation de la GH sur son récepteur induit la synthèse et la 

sécrétion d’IGF1 (Giustina et al, 2008). Nous nous sommes donc intéressés aux effets de la 

GH sur l’expression du gène de l’IGF1 dans les M2H4.  
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Figure. 3.8 : Etude par PCR quantitative de l’effet de la GH sur l’expression d’IGF1.  

Les résultats d’une expérimentation représentative sont montrés. 

 

Nos résultats en RT-PCR en temps réel montrent que le niveau basal du transcrit d’IGF1 

augmente en fonction du temps de culture de J4 à J14 et que la GH (50 ng/ml) stimule 

l’expression du transcrit de l’IGF1 de manière significative à J10 (x6) et à J14 (x 2,5) dans 

notre modèle cellulaire (fig.3.8). 
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L’ensemble de ces résultats suggèrent que les M2H4 expriment le récepteur à la GH et que 

celui-ci est fonctionnel. Les M2H4 sont donc des cellules cibles pour la GH et constituent un 

modèle de cellules odontoblastiques intéressant pour étudier les effets de l’hormone de 

croissance sur les cellules responsables de la dentinogenèse. 

 

3.4.2. Effet de la GH sur la prolifération cellulaire 

 

In vitro, la GH stimule la prolifération cellulaire de cellules ostéoblastiques (Kassem et al, 

1994 ; Morales et al, 2004, Giustina et al, 2008). Afin de déterminer l’effet de la GH sur la 

prolifération cellulaire des cellules M2H4, nous avons effectué des comptages cellulaires en 

présence de 500ng de GH ou de son contrôle (PBS à 0,5% BSA).  

 

Dans un premier temps, nous avons étudié la prolifération cellulaire des M2H4 après 3 jours 

de culture dans des conditions de culture supplémentées en différentes concentrations de 

sérum et en présence de 500ng de GH. 

L’étude de l’effet de la GH sur la prolifération cellulaire ne peut se faire qu’en condition de 

culture contenant peu de sérum de veau fœtal. En effet, le sérum contient des facteurs de 

croissance et de la GH (en quantité variable d’un lot à l’autre) ce qui peut perturber ou 

masquer les effets de la GH. Nous avons donc dans un premier temps étudié la prolifération 

cellulaire sous 500mg de GH en présence de doses croissantes de SVF. 
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Figure 3.9 : Effet de la quantité de sérum sur la prolifération cellulaire sous traitement GH. Les cellules 

M2H4 sont cultivées en triplicate en présence de 500ng/ml de GH et de différentes concentrations de 

SVF. Les comptages sont effectués à J3. Les résultats sont exprimés en nombre total de cellules par puit 

+/- SEM. * p < 0.5 et ** p < 0.01. 

 

Nos résultats montrent tout d’abord qu’à J3, la prolifération cellulaire dans les conditions 

contrôles est dose sérum dépendante. De plus, la GH stimule la prolifération cellulaire des 

M2H4, à J3, de manière significative quelque soit le pourcentage de sérum. Enfin, l’effet de la 

GH sur la prolifération cellulaire est le plus important avec 2% de sérum car à cette 

concentration, nous observons un doublement du nombre de cellules après trois jours de 

culture en présence de 500ng de GH (Fig. 3.9). 

 

Nous choisissons donc de cultiver les M2H4 en présence de 2% de sérum. 

 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié les effets de doses croissantes de GH sur le 

nombre de cellules après 3 jours de culture.  

 

 

 

Figure 3.10 : Effet de la dose de GH sur la prolifération cellulaire. Les cellules M2H4 sont cultivées en 

triplicate en présence de différentes concentrations de GH et les comptages sont effectués à J3 comme 

précisé dans le matériel et méthodes. Les résultats d’une expérimentation représentative sont montrés. 

Les résultats sont exprimés en nombre total de cellules par puit +/- SEM. * p < 0.05 
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Nos résultats montrent que des concentrations de 50 ng/ml et 500 ng/ml de GH entraînent une 

augmentation significative du nombre de cellules par rapport aux conditions contrôles 

(respectivement x 1,6 et x 1,85). La concentration de 5 ng/ml de GH n’a pas d’effet 

significatif sur la prolifération des M2H4 (Fig. 3.10).  

Les effets de l’hormone de croissance ont également été testés à différents jours de culture.  

 

0

5

10

15

20

25

J3 J5 J7

N
o

m
b

re
to

ta
l d

e 
ce

ll
u

le
s 

(x
1

0
5
)

CT

500ng GH

*

*

*

 

Figure 3.11 : Effet d’un traitement par 500ng de GH sur la prolifération cellulaire des M2H4 à différent 

jours de culture. Les résultats d’une expérimentation représentative sont montrés. Les résultats sont 

exprimés en nombre total de cellules par puit +/- SEM. * p < 0.05. 

 

 

Une concentration de 500 ng/ml de GH a un effet stimulant sur la prolifération, à J3, J5 et J7, 

avec une augmentation significative de la prolifération de x1,85 à J3, x1,5 à J5 et x1,4 à J7 

(Fig. 3.11). De plus nous pouvons observer que le nombre de cellules augmente régulièrement 

entre J3 et J7 dans les conditions contrôle (2% de sérum). 

 

L’ensemble de ces résultats montrent que la GH stimule la prolifération cellulaire des cellules 

M2H4 de façon dose dépendante. 

 

 

3.4.3. Etude de l’implication de la voie ERK1,2  
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Nous avons montré dans la figure 3.6 que la GH active la voie STAT5. Etant donné que la 

GH est décrite pour activer également la voie ERK (figure 3.2), nous avons étudié 

l’implication de cette voie de signalisation dans l’effet de la GH sur les cellules M2H4. 

Nous avons d’abord regardé si la voie de signalisation ERK1,2 était activée par un traitement 

GH. 

 

 

Figure 3.12 : Effet de la GH sur la phosphorylation d’ERK1/2. Les échantillons sont analysés 

par Western blot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre P- ERK1/2 et ERK1/2. 

Les cellules MC3T3 sont utilisées comme contrôle positif (n=1). 

 

 

Afin de démontrer que la voie ERK est activée dans les M2H4 par un traitement à la GH, 

nous avons étudié la phosphorylation de ERK1/2 par Western Blot. Nos résultats montrent, à 

J3, après 30 minutes de traitement avec 500ng/ml de GH, une stimulation de la forme 

phosphorylée de ERK1/2 alors que le niveau basal de ERK1/2 reste stable. Cette stimulation 

de la forme phosphorylée de ERK1/2 est également retrouvée dans les cellules MC3T3-E1 

utilisées comme contrôle positif (Fig. 3.12).  

 

La voie de signalisation ERK est classiquement décrite comme impliquée dans la prolifération 

des cellules osseuses (Lai et al, 2001). Afin d’étudier l’implication de la voie ERK dans la 

stimulation de la prolifération des M2H4 par la GH, nous avons réalisé des comptages 

cellulaires en présence de U0126 (inhibiteur spécifique de la voie ERK).  
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Figure 3.13 : Etude de la prolifération cellulaire à J3 en présence de l’inhibiteur de la voie ERK1/2, 

l’U0126. Les résultats d’une expérimentation représentative sont exprimés en nombre total de cellules 

par puit +/- SEM.  

 

Nous observons que la stimulation de la prolifération par GH dans la condition 500ng/ml de 

GH et 2 % de SVF est annulée en présence d’U0126 (Fig. 3.13). Ceci suggère que la voie 

ERK est impliquée dans la stimulation de la prolifération cellulaire des M2H4 par la GH.  

 

L’ensemble de ces résultats démontre que les effets de la GH sur la prolifération cellulaire 

semblent médiés par la voie ERK.  

 

 

3.4.4. Effet de la GH sur l’expression de marqueurs de différenciation 

odontoblastique 

 

In vitro, la GH a été largement impliquée dans la différenciation cellulaire des cellules 

osseuses (pour revue voire Giustina et al, 2008). Pour tester l’effet de la GH sur la 

différenciation des odontoblastes, nous avons étudié sur les M2H4 par RT-PCR en temps réel, 

l’expression de différents marqueurs après un traitement de 4, 10 et 14 jours avec de la GH à 

50 ng ou avec son contrôle (PBS à 0,5% BSA) et en 2% de sérum. 

 

Nous avons tout d’abord étudié l’expression d’un gène impliqué de façon précoce dans la 

différenciation des tissus osseux et dentinaire : Runx2. Runx2 est un facteur de transcription 
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indispensable à la différenciation du tissu dentinaire (Camilleri and McDonald, 2006; D'Souza 

et al, 1999). 
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Figure. 3.14 : Etude par PCR quantitative de l’effet de la GH sur l’expression de Runx2. Les résultats 

d’une expérimentation représentative sont montrés. 

 

Nos résultats de RT-PCR en temps réel indiquent une stimulation du niveau d’expression de 

Runx2 de J4 à J14 en présence de 50 ng de GH alors que le niveau d’expression ne varie pas 

dans les conditions contrôle (Fig. 3.14). 

 

Nous avons ensuite analysé l’expression de DMP1, un des marqueurs principaux des 

odontoblastes.  
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Figure 3.15 : Etude par PCR quantitative de l’effet de la GH sur l’expression de  

DMP-1. Les résultats d’une expérimentation représentative sont montrés. 

 

Nos résultats de RT-PCR en temps réel confirment les résultats obtenus en PCR semi 

quantitative où les M2H4 étaient cultivées en présence de 10% de sérum et de Pi (Fig. 3.4) et 

montrent que les cellules M2H4 cultivée en 2% de sérum expriment le transcrit de DMP-1 

avec une augmentation du niveau d’expression de J4 à J10 et une stabilisation après J10 

(Fig.3.15). 

D’autre part, la GH stimule fortement l’expression des transcrits de DMP1 à J10 et J14 avec 

une expression relative respectivement 3 et 4 fois plus importante (Fig.3.15). 

 

Nous avons également étudié l’expression de deux facteurs de transcription BMP2 et BMP4. 

En effet, les BMPs sont impliquées dans le développement dentaire (Nie et al, 2006). D’autre 

part, une étude de Li en 1998 montre que la GH augmente l’expression des transcrits de 

BMP2 et BMP4 (par RT-PCR) dans des cultures fibroblastiques pulpaires issues de dents de 

sagesse humaine (Li et al, 1998). 
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Figure 3.16 : Etude par PCR quantitative de l’effet de la GH sur deux facteurs de transcription 

impliqués dans la différenciation odontoblastique : BMP2 et BMP4. Les résultats d’une expérimentation 

représentative sont montrés. 

 

 

Nos résultats de RT-PCR en temps réel indiquent que la GH stimule l’expression de BMP2, 

BMP4 à J10 et à J14. 

Il est intéressant de noter que l’expression basale de BMP2 reste stable de J4 à J14 alors que 

l’expression du transcrit de BMP4 dans les conditions contrôles augmente de J4 à J14. 

 

L’ensemble de ces résultats indique, pour la première fois, que la GH stimule la 

différenciation des M2H4. Ces résultats démontrent un rôle de l’hormone de croissance dans 

la différenciation des M2H4. La GH pourrait donc agir à différents niveaux. Après fixation 

sur son récepteur’ la GH peut directement activer l’expression de certains marqueurs 

odontoblastiques comme DMP1. D’autre part la GH pourrait jouer un rôle indirect dans la 

différenciation odontoblastique en activant différents facteurs parmi lesquels, BMP2 et BMP4 

ou IGF1 qui agiraient alors en stimulant la différenciation odontoblastique. 
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En conclusion, les cellules M2H4 sont des cellules cibles de la GH. La GH se fixe sur son 

récepteur présent à la surface des cellules M2H4 et active les voies de signalisation STAT-5 et 

ERK 1,2. La fixation de la GH sur son récepteur stimule également l’expression d’IGF1. La 

GH active la prolifération cellulaire et est impliquée dans l’expression de différents 

marqueurs impliqués dans la différenciation odontoblastique. 

 

 

3.5. Discussion et Conclusions 

 

Le but de notre étude était d’apporter des éléments nouveaux sur le rôle de la GH dans la 

dentinogenèse et ses mécanismes d’action sur les odontoblastes, in vitro.  

Au sein de notre laboratoire, nous avons développé un modèle primaire de culture de cellules 

pulpaires humaines (Alliot-Licht et al, 2001, Alliot-Licht et al 2005, Lopez-Cazaux et al, 

2006). Ces cellules expriment le récepteur de la GH. Nous avons décidé de ne pas utilisé ce 

modèle de culture en première intention, tout d’abord à cause de son hétérogénéité : plusieurs 

types cellulaires à différents stades de différenciation sont présents. D’autre part les 

conditions de culture pauvre en sérum (2%) pour diminuer l’apport non contrôlable de GH par 

le sérum de veau fœtal contre indique l’utilisation de notre modèle pulpaire mis au point avec 

10% de SVF. Enfin, notre modèle de culture de cellules pulpaires humaines est issu de la mise 

en culture de la pulpe de dents de sagesse de patients âgés de 15 à 20 ans chez lesquels le 

niveau d’hormone de croissance est très élevé ce qui pourrai influencé nos résultats.  

Nous avons donc décidé de travailler chez l’animal en utilisant une lignée odontoblastique. 

Même si l’utilisation de ces lignées est controversée car les odontoblastes sont des cellules 

post mitotiques, les lignées cellulaires présentent différents intérêts (Hanks et al, 1998). Elles 

synthétisent un grand nombre de molécules (DSPP, DMP1…) et permettent d’étudier leur 

rôle dans la dentinogenèse. Elles sont aussi utilisées pour examiner les effets de cytokines sur 

la fonction cellulaire et sur la dentinogenèse et pour tester des matériaux dentaires (Hanks et 

al, 1998). Différentes lignées odontoblastiques ont été développées (Hank et al, 1998 ; 

MacDougall, 1998a et al ; Ritchie et al, 2002 ; Priam et al, 2005 ; Arany et al, 2006). Nous 

avons eu l’opportunité de travaillé sur les cellules M2H4 et nous avons donc choisi ce modèle 

cellulaire afin d’étudier les mécanismes d’action de la GH. 
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Dans le tissu osseux, la GH sécrétée par l’adénohypophyse peut agir en se fixant sur son 

récepteur spécifique situé à la surface des cellules ostéoblastiques (Takahashi et al, 1999) et 

active ainsi différentes voies de signalisation (voir schéma 3.2). Lors du développement de 

l’organe dentaire chez le rat, l’expression du récepteur à la GH a été montrée par 

immunohistologie dans les améloblastes, les odontoblastes et les cémentoblastes à différents 

stades de leur différenciation cellulaire (Joseph et al, 1994 ; Young et al 1995; Zhang et al, 

1992). Dans un premier temps, nous nous sommes assurés que les cellules M2H4 sont un bon 

modèle pour étudier le rôle de la GH dans la différenciation odontoblastique, en montrant 

l’expression du GHR dans ce modèle de culture. Mais la présence d’un récepteur à la surface 

d’une cellule ne suffit à prouver que la cellule peut être une cible et la fonctionnalité d’un 

récepteur doit être prouvée par l’activation de ces voies de signalisations. Dans le tissu 

osseux, de nombreuses études ont mis en évidence l’activation des voies de signalisations 

STAT 1, 3 et 5a et b par la GH (pour revue, voir Giustina et al, 2008). Chez le rat, des 

marquages immunohistologiques ont montré la présence de membres de la famille JAK et 

STAT sur les molaires lors de la formation dentinaire, les odontoblastes exprimant 

notamment STAT5 (Tanase et Bawden, 1996a et 1996b). Nos travaux montrent que, la GH 

entraîne une stimulation de la phosphorylation de STAT5 dans les cellules M2H4.  

Dans les ostéoblastes, la GH agit également en induisant la synthèse d’IGF-1 qui agit à son 

tour sur les ostéoblastes (Guicheux et al, 1998b; Olney, 2003, Giustina et al, 2008). Des 

études récentes ont pu montrer le rôle de STAT5 dans la régulation de la transcription du gène 

de l’IGF1 de façon GH-dépendante (Woelfle et al, 2003a; Woelfle et al, 2003b). Nous avons 

donc complété la vérification de la fonctionnalité du récepteur à la GH dans les M2H4 en 

étudiant les effets de la GH sur l’expression d’IGF1. Comme sur les ostéoblastes, nos résultats 

montrent que la GH augmente l’expression de l’IGF1 dans les odontoblastes M2H4.  

L’action de la GH sur les cellules cibles est directe et/ou indirecte via l’Insuline Growth 

Factor 1 (IGF1). GH augmente la production d’IGF1 au niveau de nombreux tissus 

périphériques dont le foie. IGF1 agit localement par des effets paracrines au niveau des 

cellules cibles dans ce que l’on considère être les effets indirects de la GH médiés par IGF1 

(Hennen G, 2001). Des études effectuées sur les cellules osseuses (Guicheux et al, 1998b; 

Giustina et al, 2008) ainsi que sur des fibroblastes de la pulpe dentaire (Li et al, 1998) ont pu 

mettre en évidence que l’effet de la GH est en parti médié par l’IGF1. Dans les M2H4, la GH 

induit une augmentation de l’expression du gène de l’IGF1. Ces résultats suggèrent qu’une 

partie des effets induits par la GH pourraient être médiés par la synthèse d’IGF1. L’utilisation 
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d’un anticorps bloquant l’activité biologique de l’IGF1, comme décrit précédemment 

(Guicheux et al, 1998b) permettra de vérifier cette hypothèse. 

 

Notre étude est donc la première à montrer la présence du récepteur à la GH sur une lignée 

d’odontoblastes mais également que lors d’un traitement par la GH, il y a une activation de la 

voie STAT5 et une stimulation significative de l’expression des ARNm codant pour l’IGF1. 

Les M2H4 possèdent donc un récepteur fonctionnel capable de transduire un signal sous 

l’effet de la GH. Cette lignée est donc un modèle pertinent pour étudier les effets de 

l’hormone de croissance. 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’effet de la GH sur la prolifération cellulaire. En effet 

la GH est connue pour stimuler la prolifération cellulaire d’ostéoblastes en culture (Morales et 

al, 2004). D’autre part, Young et coll en 1992 suggèrent une activation de la prolifération, par 

la GH, des odontoblastes en cours de différenciation en s’appuyant sur des études réalisées sur 

un modèle de rat (Lewis dwarf rat). Ces études montrent un index mitotique plus élevé en 

présence de GH au niveau des préodontoblastes (Young et al, 1992). Les M2H4 sont 

classiquement cultivées dans du MEM contenant 10% de SVF (Magne et al, 2004). Or le SFV 

contient des facteurs de croissance et de la GH, et nous avons décidé de cultiver nos cellules 

avec une faible quantité de sérum (2%).Nous avons tout d’abord mis en évidence que les 

M2H4 sont capables de proliférer avec 2% de SVF. Dans ces conditions de culture pauvre en 

sérum, la GH stimule la prolifération cellulaire des cellules M2H4 de façon dose dépendante. 

De plus, nos travaux apportent des éléments nouveaux sur les mécanismes à l’origine de la 

stimulation de la prolifération des M2H4. En effet nous avons pu mettre en évidence par 

western blot une activation de la forme phosphorylée de ERK1/2 par un traitement à la GH et 

en présence de l’inhibiteur spécifique de la voie ERK (U0126) l’effet prolifératif de la GH est 

supprimé. Ces résultats montrent pour la première fois que la GH stimule de façon dose 

dépendante la prolifération d’une lignée d’odontoblastes et que cette stimulation est annulée 

par l’ajout d’un inhibiteur de la voie ERK1/2. Des résultats similaires ont été obtenus dans 

d’autres types cellulaires où ERK est impliqué dans la prolifération cellulaire (Lai et al, 

2001). 

 

Dans le tissu osseux, parallèlement à la prolifération cellulaire, la GH agit également sur la 

différenciation cellulaire. Elle stimule notamment l’expression de l’ALP, de l’OC et du 

collagène de type I par des cellules ostéoblastiques (Rosen et al, 1995 ; Chihara et al, 1997; 
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Morales et al, 2004 ; Giustina et al, 2008). Sur les tissus dentaires, la GH est également 

décrite comme ayant un rôle. Chez les rats hypophysectomisés, un traitement à la GH permet 

de restaurer la production dentinaire (Hansson et al, 1978). Chez les rats Lewis dwarf (modèle 

de rat déficients en GH), la quantité de décorine et de biglycan sécrétée dans la matrice 

dentinaire avant l’amélogenèse diminue. La sécrétion de ces deux protéoglycanes peut être 

restaurée par un traitement par la GH (Zhang et al, 1995). 

Nous nous sommes donc intéressés aux effets de la GH sur l’expression de marqueurs de 

différenciation des odontoblastes dans notre modèle de culture. 

Nous nous sommes d’abord focalisé sur Runx2 facteur de transcription impliqué de façon 

précoce et tardive dans la différenciation odontoblastique (Chen et al, 2005; Gaikwad et al, 

2001a; Gaikwad et al, 2001b ). Nos résultats montrent qu’en présence de GH, l’expression de 

Runx2 est augmentée de façon significative en comparaison avec le contrôle. Ces résultats 

semblent indiquer que Runx2 serait impliqué dans la différenciation odontoblastique stimulée 

par la GH.  

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’expression de DMP1 marqueur le plus souvent 

utilisé dans les études sur la différenciation odontoblastique (Narayanan et al, 2001). Nos 

résultats montrent que l’expression basale de DMP1 augmente au cours du temps, de J4 à J10 

puis se stabilise de J10 à J14. Ces résultats sont en accord avec le profil d’expression de 

DMP1 obtenu lors des travaux de caractérisation des M2H4 précédemment réalisés dans notre 

laboratoire (Magne et al, 2004) malgré le fait que nos conditions de cultures soient pauvres en 

sérum (2%). Dans ces conditions expérimentales particulières, les M2H4 ont donc conservé 

un phénotype odontoblastique. Nos résultats montrent également que le traitement GH 

provoque une augmentation de l’expression de DMP1. Or DMP1 est une protéine dentinaire 

majeure sécrétée au niveau du front de minéralisation et impliquée dans la minéralisation de 

la matrice dentinaire (He et al, 2003). La GH pourrait donc favoriser la minéralisation de la 

dentine par le biais de la synthèse de DMP1. D’autre part des études récentes ont montré que 

parallèlement à son rôle de protéine structurale de la matrice extra cellulaire, DMP1 serait un 

facteur de transcription impliqué dans la différenciation des odontoblastes. Durant les 

premiers stades de la différenciation, DMP1 est localisé dans le noyau des odontoblastes. Ceci 

lui permet de réguler l’expression du gène DSPP en se fixant sur son promoteur lui permettant 

ainsi d’activer la transcription de ce gène (Narayanan et al, 2006). L’hormone de croissance 

pourrait donc favoriser la différenciation des odontoblastes en stimulant l’expression de ce 

facteur de transcription.  
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La DSPP, comme DMP1, est un facteur majeur de la différenciation odontoblastique. Dans 

notre étude, nous n’avons pas pu étudier l’effet d’un traitement GH sur l’expression du 

transcrit de la DSPP. En effet dans nos conditions de culture, avec 2% de sérum et sans 

adjonction de phosphate inorganique, les M2H4 n’expriment pas le transcrit de DSPP. 

D’autre part, nous avons étudié l’effet de la GH sur l’expression de BMP2 et BMP4, deux 

facteurs fortement impliqués dans la différenciation odontoblastique et la formation de la 

dentine (Nie et al, 2005). BMP4 agirait de façon précoce et BMP2 de façon plus tardive. En 

effet, BMP4 est exprimé par les préodontoblastes et son expression diminue après la 

différenciation odontoblastique alors que BMP2 est exprimé pendant la différenciation 

terminale des odontoblastes (Nie et al, 2005). Nos résultats montrent que les M2H4 expriment 

BMP2 et BMP4 de façon différente (l’expression de BMP4 augmentant avec le temps de 

culture) et que la GH induit une augmentation de l’expression de ces deux facteurs. Nos 

résultats sont en accord avec les travaux de Li en 1998, qui dans un modèle de cellules 

fibroblastiques issues de pulpe de dents de sagesse humaines montrent par RT-PCR, une 

augmentation de l’expression de BMP2 et BMP4 par un traitement par la GH (Li et al, 1998). 

L’étude du niveau d’expression de ces protéines par Western blot devra être réalisée pour 

confirmer l’effet de la GH sur l’expression de BMP2 et BMP4. 

L’ensemble de nos résultats de PCR quantitative en temps réel montrent pour la première fois 

que la GH induit une stimulation de la différenciation des M2H4. La GH pourrait agir à 

différents niveaux. Après fixation sur son récepteur la GH peut directement activer 

l’expression de certains marqueurs odontoblastiques comme DMP1. D’autre part la GH peut 

jouer un rôle indirect dans la différenciation odontoblastique en activant différents facteurs 

parmi lesquels IGF1, Runx2, BMP2 et BMP4.  

 

En conclusion, cette étude montre pour la première fois la présence du récepteur de l’hormone 

de croissance sur une lignée odontoblastique. La GH stimule 1°: la prolifération cellulaire des 

M2H4 et 2°: la différenciation cellulaire. Ces résultats confirment que les odontoblastes sont 

des cellules cibles pour l’hormone de croissance. Un déficit en GH, un traitement substitutif à 

la GH, un gigantisme lié à la GH devraient donc avoir un effet sur la dentinogenèse chez 

l’homme. Cependant, in vivo, aucune incidence dentinaire n’est décrite dans les cas 

d’insuffisance ou d’excès de GH chez l’homme. Cette absence de phénotype dentinaire peut 

s’expliquer par le manque d’étude sur ce sujet ou pourrait être expliquée par le fait de BMP2 

et BMP4 ou d’IGF1. En effet ces facteurs jouant un rôle important dans la différenciation 

odontoblastique et la dentinogenèse (Lesot et al, 2001, Nie et al, 2006), l’effet du manque ou 
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de l’excès de GH pourrait être atténué et/ou masqué par ces molécules qui pourraient prendre 

le relais. 

Des études cliniques permettraient d’apporter des éléments nouveaux sur la dentine formée 

lors d’un trouble de la sécrétion de l’hormone de croissance. Notre objectif aujourd’hui est 

d’étudier l’épaisseur de dentine chez des enfants atteints de nanismes hypophysaire ou 

d’acromégalie pour envisager une prise en charge spécifique de ces enfants dans le cas 

d’anomalies dentinaires. 
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Différenciation odontoblastique : rôle du milieu et de l'hormone de croissance  

 

 

Le tissu pulpaire dentaire est constitué de différentes populations cellulaires et 

d'une matrice extracellulaire riche en molécules inductrices. Sa physiopathologie 

complexe et unique n'est pas encore complètement élucidée. Ce travail porte sur 

deux aspects de la physiologie pulpaire. Dans une première partie, nous nous 

sommes intéressés aux cellules souches pulpaires avec une étude des conditions de 

culture favorables au recrutement des précurseurs d'intérêt dans l'optique d'une 

application en ingénierie tissulaire. Pour cela, nous avons testé deux milieux de 

culture (le RPMI et le MEM) sur un modèle primaire de cellules pulpaires 

humaines et nous avons étudié les effets d'un glucocorticoïde connu pour induire 

la minéralisation en culture, la dexaméthasone (Dex). Nos résultats montrent que 

les conditions de culture ont une influence sur la prolifération et la différenciation 

des cellules pulpaires humaines et sur le recrutement des cellules souches de la 

pulpe dentaire. Le MEM est le milieu le plus favorable au recrutement des 

pericytes (SMA+, cellules souches adultes potentielles) et la Dex permet 

d'augmenter la proportion de cellules STRO-1 +, cellules souches d'intérêt en 

ingénierie des tissus minéralisés (dent, os). Dans la deuxième partie de ce travail, 

nous avons étudié l'effet d'un facteur de croissance : l'hormone de croissance (GH) 

sur une lignée de cellules odontoblastiques, les M2H4. Le but de notre étude est 

d'apporter, in vitro, des éléments nouveaux sur le rôle de la GH dans la 

dentinogenèse et ses mécanismes d'action sur les odontoblastes. Nos résultats 

montrent pour la première fois la présence du récepteur de l'hormone de 

croissance sur une lignée odontoblastique. De plus, nous avons pu mettre en 

évidence que la GH stimule la prolifération cellulaire des M2H4 et induit leur 

différenciation. Ces résultats permettent de supposer que la GH intervient au cours 

de la dentinogenèse.  

 

 

Mots clés :   pulpe dentaire, odontoblaste, cellule souche, milieu de culture, 

dexaméthasone, hormone de croissance 
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Odontoblastic differentiation : role of culture medium and of growth hormone 

 

 

Dental pulp contains different cells type and an extracellular matrix rich in 

inductive agents and presents a complex physiology not yet fully understood. This 

study concem two aspects of dental pulp physiology. First we focused on dental 

pulp stem cells with an evaluation of the culture conditions which favor the 

recruitment of this precursor for an application in tissue engineering. For this 

purpose, we have tested on human pulp cells the effects of two media of cells 

culture (MEM and RPMI) and we have evaluated the outcomes of a glucocorticoïd 

well known to induce mineralization in culture, the dexamethasone (Dex). Our 

results show that culture conditions influence the proliferation and the 

differentiation of pulp cells and modify the recruitment of dental pulp stem cells. 

MEM favor the recruitment of the pericyte (SMA+ cells that are considered as 

stem cells) and Dex increases the proportion of STRO-1 + cells (stem cells of 

interest in tissue engineering for bone and tooth). In the second part of this study, 

we have investigated in vitro the effects of Growth Hormone (GH) on a rat 

odontoblastic cell Une: M2H4. Our aim is to increase the knowledge of the role of 

GH in dentinogenesis and in the physiology of odontoblasts. Our results show for 

the first time that M2H4 express GH receptor. In addition we revealed that GH 

increases both proliferation and differentiation of the odontoblastic cells in culture. 

This data allows us to hypothesize that GH could have a potential role in 

dentinogenesis. 

Kev words : dental pulp, odontoblast, stem cell, culture medium, dexamethasone, 

growth hormone 
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