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Summary

Enamel proteins were localized
within extracellular and subcel-
lular compartments of the ena-
mel organ using the protein A-
gold immunocytochemical tech-
nique and an antibody against
mouse amelogenins. Gold par-
ticles were seen over the pro-
tein synthetic and secretory
organelles, and lysosomal ele-
ments of ameloblasts in both
the secretion and maturation
stages. The results provide
direct evidence that ameloblasts
maintain active secretory and
degradative pathways for EP
throughout the secretory and
early maturation stages of
amelogenesis. The origin of
the immunoreactive material
within lysosomes is unclear
and could derive from the
direct shunting of newly for-
med EP from the synthetic
organelles to the lysosomes or
from endocytosis of aged pro-
teins. These findings ultimately
provide new insights into the
processing of enamel proteins
and the multifunctional role
which ameloblasts play throug-
hout amelogenesis.
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faculté de médecine dentaire, université de
Montréal, CP 6128, succursale A, Montréal,
Québec, Canada H3C 3J7.

CE. Smith : department of anatomy McGill
university 36-40 University Street Montréal,

s Québec, Canada H3A 2B2.
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Les protéines

de I'émail

dentaire

Etude immunocytochimique
de l'amélogenese

Antonio Nanci,

u cours de I'organoge-
nése de la dent, certai-
nes cellules provenant
de I'épithélium de la
cavité buccale primi-
tive se différencient en améloblas-
tes. Ces cellules synthétisent et
sécrétent la matrice organique de
['émail [1, 2]. Ensuite, au cours
de la phase de maturation, ces
améloblastes changent de morpho-
logie et présentent une surface soit
lisse, ou irréguliéere et invagi-
née [2]. Il est, en général,
reconnu que les améloblastes au
stade de maturation ne synthéti-
sent plus la matrice organique ;
par ailleurs, il a été suggéré que
les améloblastes & surface irrégu-
liere participent a la résorption de
la matrice déposée au cours du
stade de sécrétion [1-3]. Simulta-
nément au retrait de la matiére
organique, il y a un influx mas-
sf de calcium [1, 2]. Il en résulte
I'édification du tissu le plus dur
de I'organisme humain, composé
approximativement de 97 %
d'une substance minérale
(I'hydroxyapatite), de 2,5 %
deau et de 0,3 % de matiere
organique [4].
La matrice organique de |'émail
est constituée de deux classes
principales de protéines : les amé-

Charles E. Smith

logénines et les énamélines. Elles
se différencient dans leur compo-
sition en acides aminés, leur poids

moléculaire, leur comportement
sur gel d'électrophorése et leur
affinité  pour [|'hydroxyapa-

tite [5-7]. Méme si elles semblent
avoir des sites antigéniques simi-
laires [5, 8], on ne sait cependant
pas si elles proviennent d'un seul
géne [9] ou s elles représentent le
produit de plusieurs génes dis-
tincts [10]. Les amélogénines et
les énamélines interagissent au
niveau extracellulaire avec les ions
calcium et phosphate afin de con-
tréler la formation et |'organisa-
tion des cristaux d'hydroxyapatite
de I'émail.

Dans le but de mieux compren-
dre les mécanismes de formation
de I'émail, nous avons étudié la
synthése, la sécrétion et la dégra-
dation des protéines de |'émail.
Des incisives de rats et de souris
ont été utilisées comme modele
expérimental en raison de leur
croissance ininterrompue, ce qui
permet de retrouver dans une
seule dent toutes les étapes de
['amélogenése. En outre, il a été
démontré que I'émail de l'incisive
de rat présente de nombreuses
similitudes avec I'émail des dents
humaines [11].
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Figure 1. Les améloblastes, au stade de sécrétion, possédent un prolon-
gement cellulaire a la partie apicale, appelé prolongement de Tomes, qui
est entouré d'émail et dans lequel s'accumulent les grains de sécrétion
(gs). Ces grains ainsi que I'émail sont marqués par des particules d'or. (Voir
définition du prolongement de Tomes dans la 3° note au bas de cette page).
(x 42 000.)

Dans cet article, nous présentons
une synthése de nos travaux
immunocytochimiques sur |'amé-
logenése [12, 13].

Matériel et méthode

» Anticorps. Des anticorps polyclo-
naux de lapin ont été préparés
contre des amélogénines de sou-
ris et leur spécificité a été vérifiée
par immunoprécipitation, immuno-
blotting* et immunofluorescence.
Ces anticorps nous ont été four-
nis par le laboratoire du Dr H.C.
Slavkin [8, 14].

 Préparation des tissus. Des souris
CD-1 maéles (20-25 g) et des rats
Wistar méales (90-100 g) sont anes-
thésiés au pentobarbital de sodium
et perfusés par voie intracardiaque
avec du lactate de Ringer, suivi
de glutaraldéhyde 1 % dans un
tampon cacodylate 0,08-0,1 M, a
pH 7,3 pendant 10 a 20 minutes.
Les mandibules sont disséquées et
immergées pendant deux heures
dans le méme fixateur. Apres
lavage dans un tampon cacodylate
0,1 M, elles sont décalcifiées dans
I'EDTA (acide éthyléne diamino-
tétra-acétique) 4,13 % a 4° C
durant deux semaines [15]. Des
segments d'incisive entourée d'os
sont ensuite post-fixés avec de
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['osmium réduit au ferrocyanure
de potassium [16], déshydratés a
['acétone et enrobés dans I'Epon.
Des coupes fines d'améloblastes
aux stades de sécrétion et de
maturation sont faites avec un
couteau de diamant sur un ultra-
microtome Reichert Ultracut E ;
elles sont recueillies sur des gril-
les de nickel recouvertes d'un film
Formvar-carbone.

» Marquage immunocytochimique. La
technique de la protéine A-or
(protéine A couplée a de I'or col-
loidal) modifiée pour la détection
de sites antigéniques sur tissus
osmifiés est utilisée [17, 18].

En bref, les grilles supportant les
coupes de tissu flottent pendant
une heure sur une solution satu-
rée de métaperiodate de sodium ;
elles sont lavées a I'eau distillée et
placées pendant 5 minutes sur une
goutte de tampon phosphate

* Immunobloting ou western blot : séparation élec-
trophorétique des protéines, transfert sur filtre de nitro-
cellulose, puis détection immunologique & l'aide d'un
anticorps spécifique de I'antigéne étudié.

"La grille flotte sur la goutte ; elle n'est pas dans
la goutte.

* * * |_e prolongement de Tomes est une extension cyto-
plasmique de la partie apicale de I'améloblaste secré-
taire dans laquelle saccumulent les granules de sécré-
tion et ol leur contenu est sécrété a deux sites dis-
tincts de sa membrane [22].

0,01 M (PBS) contenant 1 %
d'ovalbumine** et ensuite trans-
férées sur une goutte d'anticorps
dilué 1:10 avec du PBS-
ovalbumine. Aprés une heure
d'incubation, elles sont lavées au
PBS puis incubées avec le com-
plexe protéine A-or [18] pendant
30 minutes a la température de la
piece. Aprés un autre lavage au
PBS suivi d'eau distillée, elles sont
colorées a l'acétate d'uranyl et au
citrate de plomb. La quantifica-
tion de la réaction immunocyto-
chimique est faite en mesurant sur
des photos la surface et le nom-
bre de particules d'or des divers
organites cellulaires a l'aide d'un
analyseur d'images manuel MOP-
[11. Les mesures individuelles
(particules/um?®) sont réunies et
exprimées comme la moyenne
plus ou moins |'écart-type.
L'anticorps absorbé avec un exces
d'antigéne, un sérum pré-immum
et le complexe protéine A-or seul
sont utilisés pour le contréle de la
spécificité du marquage.

Résultats

La fixation a la glutaraldéhyde
1 % suivie d'une post-fixation a
['osmium réduit au ferrocyanure
de potassium permettent une con-
servation ultrastructurale adéquate
des améloblastes et suffisamment
de rétention d'antigénicité des
protéines de I'émail pour leur
détection immunocytochimique
sur coupes. La bonne conserva-
tion ultrastructurale ainsi que la
petite taille des particules d'or
(approximativement 14 nm) per-
mettent une localisation précise
des complexes antigéne-anticorps.

» Améloblastes de sécrétion. Un mar-
qguage immunocytochimique spé-
cifique est détecté sur les amélo-
blastes au stade de sécrétion [12,
13]. Des particules d'or apparais-
sent sur le réticulum endoplasmi-
que rugueux, les saccules de
I'appareil de Golgi, les granules
de sécrétion immatures et matu-
res associés au Golgi et les gra-
nules qui saccumulent dans le
prolongement de Tomes***
{figure 1). La matrice extracellu-

laire de I'émail est fortement mar- —

43



44

REFERENCES

1. Leblond CP, Warshawsky H. Dynamics of
enamel formation in the rat incisor tooth. J
Dent Res 1979 ; 58(B) : 950-75.

2. Smith CE. Ameloblasts : secretory and
resorptive function. J Dent Res 1979 ; 58(B) :
695-706.

3. Sasaki T. Endocytic pathways at the ruf-
fled borders of rat maturation ameloblasts. His
tochemistry 1984 ; 80 : 263-8.

4. Frank RM. Tooth enamel : current state
of the art. J. Dent Res 1979 ; 58(B) : 684-93.

5. Termine JD, Belcourt AB, Christner PJ,
Conn KM, Nylen MU. Properties of dissocia-
tively extracted fetal tooth matrix proteins I.
Principal molecular species in developing
bovine enamel. J Biol Chem 1980 ; 255 :
9760-8.

6. Slavkin HC, Zeichner-David M, Siddiqui
MAQ. Molecular aspects of tooth morphoge-
nesis. Mol Aspects Med 1981 ; 4 : 125-88.

7. Fincham AG, Belcourt AB, Lyaruu DM,
Termine JD. Comparative protein biochemistry
of developing dental enamel matrix from five
mammalian species. Calcif Tissue Int 1982 ; 34 :
182-9.

8. Slavkin HC, Zeichner-David M, Mac Dou-
gal M, Bringas P, Bessem C, Honig LS.
Antibodies to murine amelogenins : localiza-
tion of enamel proteins during tooth organ
development in vitro. Differentiation 1982 ; 23 :
73-82.

9. Christner PJ, Lally ET, Ads EH, Herold
RC. Production of a monoclonal antibody to
bovine tooth enamel proteins. Archs Oral Biol
1983 ; 28 : 773-9.

10. Snead ML, Zeichner-David M, Chandra
T, Robson KJH, Woo SLC, Slavkin HC.
Construction and identification of mouse ame-
logenin cDNA clones. Proc Natl Acad Sci USA
1983 ; 80 : 7254-8.

11. Warshawsky H, Josephsen K, Thylstrup
A, Fejerskov O. The development of enamel
structure in rat incisors as compared to the
teeth of monkey and man. Anal Rec 1981 ;
200 : 371-99.

Figure 2. Le réticulum endoplasmique rugueux (REG dans l'encart) et
I'appareil de Golgi des améloblastes au stade de maturation sont mar-
qués par des particules d'or, soulevant ainsi la possibilité pour ces cel-
lules d'étre encore capables de synthétiser des protéines de I'émail. Les
corps multivésiculaires (cmv) sont fréquemment et intensément marqués. (x

42 000 ; encart x 60 000.)

guée jusqu'a la jonction énamo-
dentinaire. Les lysosomes péles et
denses et les corps multivésiculai-
res montrent également un mar-
quage par des particules d'or. Peu
de particules d'or sont présentes
sur les mitochondries et les
noyaux. Ce marquage est consi-
déré comme un indice du bruit de
fond non spécifique.

» Améloblastes de maturation. Au
début de la phase de maturation,
les deux types d'améloblastes, a
surface lisse et invaginée, mon-
trent un marquage immunocyto-
chimique spécifique [13]. Leurs
lysosomes et corps multivésiculai-
res contiennent des particules d'or
(figure 2). Le réticulum endoplas-
mique rugueux (figure 2, encart),
I'appareil de Golgi (figure 2) et des
petits grains ressemblant a des
granules de sécrétion sont aussi
marqués. On note également des
particules d'or sur la matrice

extracellulaire de ['émail et le
matériel granuleux présent dans
les replis membranaires des amé-
loblastes a surface irréguliére.
Le marquage des organites de
synthése et de sécrétion, contrai-
rement aux concepts actuels, sou-
léve la possibilité que les amélo-
blastes de maturation sont encore
biosynthétiquement actifs. Cette
possibilité a été étudiée par radio-
autographie aprés injection de
®H-méthionine et les résultats,
combinés aux résultats immunocy-
tochimiques, confirment que les
améloblastes de maturation
synthétisent et sécrétent des pro-
téines de I'émail [13].

e Contréles  immunocytochimiques.
Avec les contrdles utilisant |'anti-
corps absorbé avec un exces
d'antigénes, un sérum pré-
immum et le complexe protéine
A-or seul, on ne note que quel-
ques rares particules d'or distri-
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