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INTRODUCTION






Les Dysplasies Ectodermiques Hypohidrotiques (DEH) sont des maladies génétiques rares
caractérisées par une anomalie du développement des structures ectodermiques (glandes
exocrines, phanéres et dents). Les anomalies dentaires et leurs effets sur la croissance
cranio-faciale constituent le probléme clinique et thérapeutique majeur des patients atteints
de DEH [Mortier et Wackens, 2004].

Les difféerentes formes de DEH correspondent a des mutations affectant la voie EDA-NF-kB.
Selon la nature de la mutation, on distingue la forme liée au chromosome X (DEX) et les
formes autosomiques de DEH. La DEX résulte de mutations du géne EDA (OMIM 305100),
codant pour une protéine transmembranaire, I'Ectodysplasine-A, qui a été identifiée comme
un facteur morphogéne épithélial de la famille des Tumor Necrosis Factor (TNF) [Ezer et
coll., 1999]. Le vaste spectre phénotypique de la DEX démontre le réle ubiquitaire de la voie

de signalisation Ectodysplasine (EDA)-NF-kB dans le développement embryonnaire.

Ce travail a été mené a l'interface entre les Hopitaux Universitaires de Strasbourg (HUS) et
'UMR 595. Nous avons étudié chez 'homme les manifestations dentaires et osseuses de la
DEX, pour laguelle nous disposons d’'un modéle expérimental, la souris Tabby. Cette souris
est atteinte d’'une mutation du géne Ta, qui présente 94% d’homologie avec le géne EDA
[Sofaer et coll.,, 1969 ; Srivastava et coll.,, 1997]. En collaboration avec I'équipe du Dr
Peterkova, ce modéle est largement utilisé dans le laboratoire pour étudier les effets de la
mutation EDA sur la morphogenése dentaire [Miard et coll., 1999 ; Peterkova et coll., 2001].
D’autres études chez la souris ont montré que des mutations de génes tels que Msx1, Pax9,
Axin2 et EDA sont responsables d’agénésies dentaires [Matalova et coll., 2008]. Les
mutations de ces génes ont les mémes conséquences chez 'homme. Nous nous sommes
intéressés aux conséquences d’'une mutation du géne EDA sur les phénotypes dentaire et

osseux [Fleischmannova et coll., 2008].

Le volet de recherche clinique a été mené dans le cadre du centre de référence pour les
manifestations dentaires des maladies rares (HUS) et grace aux collaborations établies avec
d’'une part les services de génétique médicale de Strasbourg et de Toulouse et d’autre part
le centre de référence pour les génodermatoses (Pr Bodemer, Service de Dermatologie,
Hépital Necker). Cette collaboration a permis le recrutement des patients a I'échelon

national.



Nous avons caractérisé le phénotype dentaire de patients atteints de DEX. Des patients
atteints de DEH autosomique (mutation du géne EDAR) ainsi que des patients DEH dont le
geénotypage est en cours ont aussi été intégrés a I'étude. Cette partie concerne la sévérité

phénotypique dentaire en fonction du géne muté (EDA ou EDAR) ou du type de mutation.

Des observations sur le phénotype osseux chez les patients atteints de DEH [Ruhin et coll.,
2001], ou chez la souris Tabby [Hill et coll., 2002], nous ont mené au deuxiéme volet de ce
travail. Pour compléter ces données publiées, nous avons recherché des modifications de
densité osseuse mandibulaire et maxillaire chez des patients atteints de DEX et de DEH. Ce
travail a été réalisé a partir d’examens tomodensitométriques. Certaines approches n’étant
pas possibles chez 'homme ou le fond génétique est variable, nous avons analysé les
manifestations phénotypiques osseuses de souris Tabby a la naissance et adultes. Pour
cela, nous avons utilisé des approches histologiques, histomorphomeétriques et

immunohistochimiques.

La confrontation des observations phénotypiques chez 'homme et chez la souris permettrait
une meilleure compréhension des anomalies phénotypiques associées au syndrome et des
fonctions morphogénétiques de I'EDA. L'objectif de ce travail a plus long terme vise a
réorienter le protocole diagnostique et thérapeutique dans la DEX en fonction du statut

osseux (morphologie et structure) du patient.
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LES DYSPLASIES ECTODERMIQUES HYPOHIDROTIQUES (DEH) :
ETAT DES CONNAISSANCES SUR LES ASPECTS PHENOTYPIQUES
DENTO-CRANIO-FACIAUX ET MOLECULAIRES

1. PRESENTATION GENERALE DU SPECTRE PHENOTYPIQUE ET MOLECULAIRE
DES DYSPLASIES ECTODERMIQUES HYPOHIDROTIQUES

1.1 LES CLASSIFICATIONS PHENOTYPIQUES DES DEH

Les dysplasies ectodermiques constituent un large groupe nosologique de pathologies du
développement regroupant environ 200 syndromes polymalformatifs distincts [Pinheiro et
Freire-Maia, 1994, Priolo et coll., 2001, Lamartine, 2003]. L’étiologie commune de ces
syndromes est une altération de la morphogenése ectodermique pouvant étre associée a
d’autres anomalies du développement, qu’elles soient squelettiques, neurologiques ou
cardiaques dans le cadre de DEH syndromiques [Priolo et coll., 2001]. L'’ensemble des
modes de transmission mendelienne est représenté au sein du groupe des DE, avec des
formes autosomiques dominantes et récessives et liées a I'X, ainsi que des cas sporadiques
[Pinheiro et Freire-Maia., 1994]. Toutes DEH confondues pures et syndromiques, leur
prévalence est estimée a 7/10.000 avec des signes cliniques et altérations fonctionnelles
variées affectant les glandes exocrines, le systéeme oculaire ou le complexe dento-cranio-
facial [Freire-Maia et Pinheiro, 1990, Itin et coll., 2004].

Les manifestations phénotypiques de ces différents syndromes de la famille des DEH ont en
commun une anomalie primaire d’'un dérivé ectodermique parmi les dents, les cheveux, les
ongles et les glandes exocrines, notamment les glandes sébacées et sudoripares [Freire-
Maia et Pinheiro, 1990] (Fig.1). Les mécanismes étiopathogéniques impliqués dans ces
différentes dysplasies ectodermiques ont permis I'élaboration de classifications clinico-
moléculaires, enrichies régulierement, parallélement aux clonages de nouveaux génes et a
la découverte de nouvelles voies de signalisation moléculaire [Itin et coll., 2004]. La voie de
transduction la plus étudiée est la voie de I'Ectodysplasine (EDA)-Ectodysplasine Receptor
(EDAR)-NF-kB essentielle dans les processus de morphogenése ectodermique, le géne

EDA étant muté dans la dysplasie ectodermique hypohidrotique liée a I'’X (DEX) [Kere et



coll., 1996 ; Lin et coll.,, 2004 ; Tariq et coll., 2007 ; Ramadevi et coll., 2008]. Les génes
codant pour le récepteur Ectodysplasin Receptor (EDAR) et Ectodysplasin Receptor
Associated Death-Domain (EDARADD) sont mutés dans les formes autosomiques
dominantes et récessives de DEH [Chassaing et coll., 2006 ; Lind et coll., 2006 ; Bal et coll.,
2007 ; Ramadevi et coll., 2008; Valcuende-Cavero et coll.,, 2008 ; Van der Hout et coll.,
2008].

La forme la plus prévalente de DEH, caractérisée par un spectre phénotypique regroupant

des atteintes de I'ensemble des dérivés ectodermiques, est la dysplasie ectodermique
hypohidrotique liée a I’X (DEX) [Kere et coll., 1996].

Fig 1 : Manifestations phénotypiques des DEH liées aux anomalies des différents dérivés
ectodermiques avec hypotrichose et trichodysplasie (A), atteinte des dents : agénésies et
dysmorphies coronaires de types dents conoides (B), onychodysplasie (C) et atteinte des
glandes exocrines sous forme d’agénésies ou de dystrophie (notamment des glandes

sudoripares et sébacées) (D).

La classification phénotypique de Freire-Maia et Pinheiro [Pinheiro et Freire-Maia, 1994], qui

a fait 'objet de remises a jour parallélement a la découverte de nouveaux syndromes, intégre



les dysplasies pures dyshidrotiques et hidrotiques, mais également les DEH syndromiques,
caractérisées par des atteintes extra-ectodermiques, comme Incontinentia Pigmenti ou la
dysplasie ectodermique avec cardiopathie et atteintes squelettiques ou avec ostéosclérose.
De nombreuses autres génodermatoses associées au champ des dysplasies ectodermiques
sont également représentées, comme Pachyonychia Congenita, le syndrome de Papillon-
Lefévre, le syndrome tricho-dento-osseux, trichorhinophalangéal, oro-facio-digital ou la

dysplasie cranio-ectodermique [Pinheiro et Freire-Maia, 1994].

De nombreuses DEH syndromiques intégrées dans la classification clinique de Pinheiro sont
caractérisées par des manifestations phénotypiques ectodermiques et squelettiques,
suggérant I'existence de voies de signalisation communes aux processus de morphogenése
ectodermique et d’'ostéogenése. En effet, dans le sous-groupe 1-2-3-4, la DEH syndromique
avec cardiopathie et anomalies squelettiques est caractérisée par une association
d’anomalies ectodermiques et osseuses tout comme les syndromes trichodentoosseux,
trichorhinophalangéal et la dysplasie cranio-ectodermique du sous-groupe 1-2-3 [Pinheiro et
Freire-Maia, 1994]. Ce sous-groupe comprend d’autres syndromes avec cette association
entre anomalies ectodermiques et squelettiques, voire cranio-faciales comme la
trichodysplasie avec anomalies dentaires et dolichocéphalie ou la DEH avec altérations

faciales et polydactyly [Pinheiro et Freire-Maia, 1994].

Cette association phénotypique est retrouvée dans le sous-groupe 1-2 avec la dysplasie
oculo-dento-osseuse ou la DE avec hypoplasie cartilagineuse et hypotrichose. Les
syndromes de DE avec maturation squelettique accélérée et anomalies faciales du sous-
groupe 1-3 ou de DE avec anomalies squelettiques du sous-groupe 2-3 associent également

des anomalies ectodermiques et osseuses.

1.2 LES CLASSIFICATIONS CLINICO-MOLECULAIRES DES DEH

Les classifications clinico-moléculaires permettent [lintégration des caractéristiques
geénotypiques et moléculaires a la démarche diagnostique [Priolo et Lagana, 2001, Itin et
Fistarol, 2004]. Elles consistent a établir un lien entre les génes mutés, les fonctions
moléculaires impliquées et les caractéristiques phénotypiques permettant I'établissement de

corrélations génotype/phénotype.

Le groupe 1 de la premiére classification génético-clinique est caractérisé par une altération

des interactions épithélio-mésenchymateuses durant le développement embryonnaire. La



voie de signalisation TNF-TNFR-NF-kB est impliquée dans I'étiologie moléculaire des
syndromes du groupe 1, subdivisés en syndromes a implications majeures ectodermique,
immunitaire, squelettique et endocrinienne [Priolo et Lagana, 2001]. Ce premier groupe
implique diverses molécules intervenant durant I'embryogenése comme I'EDA, mais
également le complexe régulateur du facteur nucléaire NF-kappaB : NEMO/IKK (NF-
KappaB Essential Modulator/Inhibitor Kappa Kinase) dans le cadre de la dysplasie
ectodermique avec immunodéficience ou Incontinentia Pigmenti, p63 ou les TRAF (TNF
Receptors Associated Factors) mutés dans les dysplasies ectodermiques avec atteintes

neuro-endocriniennes [Priolo et Lagana, 2001].

Le groupe 2 de la classification clinico-moléculaire est défini par une anomalie de
’homéostasie squelettique et de la stabilité cellulaire [Priolo et Lagana, 2001]. Les
syndromes du groupe 2 son divisés en pathologies avec hyperkératose, surdité-anomalies

cornéennes, fente labio-palatine et dégénérescence rétinienne [Priolo et Lagana, 2001].

Groupe 1 : anomalies des interactions Syndromes
épithélio-mésenchymateuses.
Voies de signalisation TNF-TNFR-NF-kB

Implications majeures ectodermiques DEX, DE autosomique, DE hydrotique, syndrome
ameélo-onycho-hypohidrotique

Immunodéficience, anomalies immunitaires, Incontinentia Pigmenti : mutation NEMO (NF-kB

anomalies fonctionnelles du systéme Essential Modulator)

nerveux central DE avec immunodéficience : mutation NEMO
DE avec immunodéficience-ostéopétrose-
lymphoedéme : mutation NEMO

Implications squelettiques majeures Syndromes p63 : syndrome de Rapp-Hodgkin,
EEC (Ectrodactyly-Ectodermal-Dysplasia-Cleft lip-
palate) et AEC (Ankyloblépharon, Ectodermal
Dysplasia, Cleft-lip-palate), Limb-Mammary
Syndrome (LMS)

Syndrome EvC : Dysplasie chondro-ectodermique

Tableau | : Classifications clinico-moléculaires avec corrélations entre les voies de signalisation

moléculaire mutées et les phénotypes correspondants [Priolo et Lagana, 2001].




La classification clinico-moléculaire de Lamartine identifie les fonctions cellulaires impliquées

dans les DEH pures et syndromiques [Lamartine, 2003]. Quatre fonctions cellulaires

majeures sont identifiées

la communication

intercellulaire, I'adhésion cellulaire, le

développement et les autres fonctions moléculaires dans un quatriéme groupe.

Fonction cellulaire Protéine mutée Syndrome
Communication intercellulaire EDA DEX
EDAR DE autosomique

Connexine 26

Connexine 30

Hyperkératose palmo-plantaire-surdité

Syndrome de Clouston

NEMO Incontinentia Pigmenti
DE avec immunodéficience
Adhésion cellulaire PVRL-1 DE type Margarita
Plakophiline-1 DE avec fragilité cutanée

P-cadhérine (géne

Hypotrichose avec dégénérescence

CDH3) maculaire juvénile

p63 Syndromes p63

GATA3 Hypoparathyroidisme-dysplasie rénale
Développement Msx1 Syndrome de Withkop

Shh SMMCI (Single Median Central Incisor)
Autres fonctions moléculaires RECQ4 Syndrome de Rothmund-Thomson

Dyskeérine Dyskeratosis Congenita
Tableau Il : Principales fonctions cellulaires impliquées dans les DEH et syndromes correspondants

[Lamartine, 2003]

Les DEH pures et syndromiques font donc intervenir de nombreuses voies de signalisation
moléculaire dont 'EDA-NF-kB. Les classifications clinico-moléculaires permettent une
meilleure approche des corrélations entre phénotypes et génotypes. Les anomalies
ectodermiques sont associées a un phénotype squelettique dans le cadre de nombreux
syndromes au niveau du groupe avec implications squelettiques majeures de la classification
de Priolo (2001) et du groupe avec anomalies de I'adhésion cellulaire de Lamartine (2003).
Cette association phénotypique suggére la possibilité de manifestations osseuses associées

a la DEX, de par les interactions entre morphogenése ectodermique et ostéogenése.
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1.3. EPIDEMIOLOGIE GENETIQUE DE LA DEX ET DES DEH AUTOSOMIQUES

1.3.1 Epidémiologie génétique de la DEX

Les mutations pathogéniques impliquées dans la DEX, peuvent étre sporadiques ou
familiales et sont distribuées sur I'ensemble des 8 exons du géne EDA codant pour
lisoforme EDA-A1, exceptés I'exon 4 et I'exon 2, n’intervenant que dans l'isoforme la plus
courte de I'EDA, issue de la maturation post-transcriptionnelle [Ferguson et coll., 1998 ;
Vincent et coll., 2001 ; Schneider et coll., 2001 ; Nishibu et coll., 2003 ; Na et coll., 2004 ;
Huang et coll., 2006 ; Ramadevi et coll., 2008]. Les mutations sporadiques représentent 11%
des mutations du groupe de patients DEX de Vincent et coll. (2001), alors qu’elles sont
beaucoup plus nombreuses dans I'étude de Schneider (2001), correspondant a 36% des
mutations. Les mutations ne sont pas distribuées aléatoirement, mais localisées
préférentiellement sur les exons codant pour les différents sites moléculaires de 'EDA : le
site d’homologie TNF extracellulaire, le site de clivage protéolytique furine-dépendant, le site
collagéne-like et le domaine intracytoplasmique-transmembranaire de I'EDA [Schneider et
coll., 2001].

Une forte proportion des mutations affectant le géne EDA correspond a des mutations faux-
sens, représentant 64% dans I'étude de Vincent (2001). Ces mutations par substitution
nucléotidique sont localisées sur I'exon 1, représentant 5,8% des mutations et affectant le
domaine transmembranaire de I'EDA-A1 [Vincent et coll., 2001]. Des mutations par
substitution nucléotidique ou délétion de I'exon 1 ménent majoritairement a une altération du
site d’initiation transcriptionnelle de 'EDA, un frame-shift ou une terminaison prématurée de
la transcription de 'EDA [Vincent et coll., 2001 ; Visinoni et coll., 2003].

Les mutations de I'exon 3 (exon 2 selon la séquence référence du géne EDA NM_001399)
représentent 25 % des mutations dans I'étude de Vincent (2001) et sont plus fortement
représentées dans le groupe de patients DEX de Schneider (2001), dont 60% sont porteurs
d’'une mutation de I'exon 3 du géne EDA. Des mutations récurrentes ont été décrites au
niveau des résidus 153-156, de par les répétitions de dinucléotides CpG caractérisant cette
région génique [Vincent et coll., 2001 ; Visinoni et coll., 2003] correspondant a la notion de
point chaud de mutation au niveau de I'exon 3 du géne EDA. La mutation récurrente R156H
a été retrouvée dans 26% des cas [Vincent et coll., 2001], R156C étant également
récurrente : 11,3% des mutations dans I'étude de Schneider et coll. (2001). Une autre
mutation retrouvée fréquemment est la mutation R153C, représentant 9% des cas
[Schneider et coll., 2001].
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Les mutations par substitution nucléotidique intéressent également le domaine d’homologie
TNF de I'EDA-A1, codé par les exons 7-9 (exons 6-8 selon la séquence référence
NM_001399). L’exon 8 est plus fréquemment concerné par les mutations faux-sens (11,7%
des mutations dans I'’étude de Vincent et 20% dans I'étude de Schneider), comparativement
aux exons 7 et 9 du géne EDA. Des mutations faux-sens responsables des modifications
protéiques p.Y304C et p.M279R ont été caractérisées récemment au niveau de I'exon 8 du
gene EDA [Ramadevi et coll., 2008]. Les mutations de ce domaine TNF ont été associées
avec des cas d’expression phénotypique modérée de la DEX consistant en I'absence de

manifestations dermatologiques et en une oligodontie modérée [Hashiguchi et coll., 2003].

Les mutations non conservatives H252Y, G269V, F302S et T378M sont localisées au niveau
du site fortement conservé des ligands Fas du domaine TNF, impliqué dans la trimérisation
de la molécule [Vincent et coll., 2001]. L'exon 9 du géne EDA peut également étre affecté
par une délétion de 7 pb menant a une mutation frameshift et une terminaison

transcriptionnelle prématurée [Lin et coll., 2004].

Le domaine collagéne de I'EDA codé par les exons 5 et 6 du locus ED1 impliqué dans
’homotrimérisation extracellulaire de [I'EDA nécessaire a son activité biologique
morphogéne. De larges mutations de 36 pb menant a la délétion de 4 répétitions
collagéniques GLY-X-Y ou des délétions d’'un seul nucléotide (Guanine 996 ou 997) ont été
associées a des phénotypes sévéres de DEX chez les individus males atteints [Visinoni et
coll., 2003]. La sévérité du phénotype est liée a la perte d’'une partie du domaine
collagénique de 'EDA tronquée dans sa région extracellulaire avec perte de son potentiel de

polymeérisation [Visinoni et coll., 2003].

Le domaine intracellulaire et transmembranaire de 'EDA est codé par I'exon 1 impliqué dans
les interactions avec le Death-Domain EDARADD. Ces mutations de I'exon 1 sont donc

associées a une forme d’EDA extracellulaire tronquée ou une absence d’EDA.

Les mutations par insertion/délétion du gene EDA sont plus rares et correspondent a 20%
des cas [Lin et coll., 2004]. Les mutations non-sens sont également plus rares (17,6% dans
I'étude de Vincent) et ont été décrites notamment au niveau des exons 1, 6, 8 et 9 [Vincent
et coll., 2001 ; Tariq et coll., 2007].

12



1.3.2 Epidémiologie génétique des DEH autosomiques

Les génes codant pour le récepteur EDAR (locus 2q11-q13) et le Death-domain intra-
cellulaire  EDARADD (locus 1qg42.2-g43) sont mutés dans les formes autosomiques
dominantes et récessives de DEH [Chassaing et coll., 2006 ; Bal et coll., 2007 ; Tariq et coll.,
2007 ; Van der Hout et coll., 2008]. Le taux de mutations EDA identifiées chez les patients
DEH n’étant que de 27% dans I'étude de Chassaing (2006) et de 57% dans I'étude de Van
der Hout (2008), les génes EDAR-EDARADD sont impliqués dans une proportion
considérable de DEH. En effet, Le géne EDAR est impliqué dans 25% des DEH non-ED1 et
dans 6.5% de I'ensemble des DEH [Chassaing et coll., 2006]. L'EDA active son récepteur
EDAR, qui participe avec son Death-domain intra-cellulaire a la mise en place d’'un complexe
avec les molécules d’adaptation TAB2-TAK1-TRAFG6, activant le facteur NF-xB [Morlon et
coll.,, 2005 ; Bal et coll., 2007]. Le géne est constitué de 12 exons et code pour deux
domaines moléculaires principaux du récepteur : le Ligand Binding Domain (LDB) et le
Death-domain (DD) [Chassaing et coll., 2006]. Le DD intra-cytoplasmique comporte une
séquence consensus de liaison aux TNF-Receptor Associated Factors (TRAF), impliqués
dans la transduction du signal. Une vingtaine de mutations pathogéne ont été identifiées sur
le géne EDAR, dont 70% de mutations faux-sens distribuées sur les exons 3, 4, 5, 7 et 12 du
géne EDAR [Monreal et coll.,, 1999 ; Chassaing et coll., 2006 ; Valcuende-Cavero et coll.,
2008 ; Ramadevi et coll.,, 2008]. La grande majorité des mutations faux-sens affectant le
géne EDAR (92%) est localisée sur les régions géniques codant pour les domaines
fonctionnels LBD et DD du récepteur EDAR [Tariq et coll., 2007]. Une mutation non-sens a
été décrite au niveau de I'exon 12 du géne EDAR, responsable de la modification protéique
p.Arg368X et associée a une forme autosomique dominante de DEH [Lind et coll., 2006].
Une mutation frameshift avec délétion de 4bp, 3 mutations de sites de splicing et une
délétion exonique de I'exon 4 du géne EDAR ont été également identifiées [Monreal et coll.,
1999]. Une mutation par délétion inframe de I'exon 5 du géne EDAR (c.399-404Del) a été
identifiée a I'état hétérozygote ; localisée au niveau du LBD extracellulaire dans une région
riche en cystéine, elle abolit un pont disulfure, altérant la structure protéique secondaire et

par conséquent I'interaction EDA-EDAR [Tariq et coll., 2007].

Des mutations faux-sens ont été identifiées sur le géne EDARADD, responsables des
modifications protéiques p.Leu112Arg et et p.Glu142Lys, impliquées respectivement dans
des formes autosomiques dominantes et récessives de DEH [Bal et coll., 2007]. La mutation

faux-sens G424A du géne EDARADD, responsable de la modification protéique Glu142Lys a
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été également identifiée dans une famille atteinte de DEH autosomique récessive [Headon
et coll., 2001].

1.4 PHENOTYPE DENTAIRE ASSOCIE AUX DEH

1.4.1 Phénotype en denture temporaire

Les manifestations phénotypiques dentaires associées a la DEX sont représentées par des
ageénésies dentaires multiples menant a une oligodontie de sévérité variable, voire une
anodontie [Crawford et coll., 1991 ; Vierucci et coll., 1994 ; Franchi et coll., 1998 ; Barberia et
coll., 2006 ; Yavuz et coll., 2006 ; Acikgoz et coll., 2007 ; Lexner et coll., 2008]. L’oligodontie
en denture temporaire est caractérisée par une moyenne de 3,5 agénésies dentaires au
niveau maxillaire et de 5,3 agénésies au niveau mandibulaire [Barberia et coll., 2006]. Le
phénotype d’oligodontie est donc généralement plus sévére au niveau mandibulaire, ce qui
permet un diagnostic différentiel entre I'oligodontie associée a la DEX et les oligodonties non
syndromiques avec absence de signes ectodermiques extra-dentaire [Barberia et coll.,
2006]. En effet, dans le cadre de ces oligodonties non syndromiques, les agénésies

maxillaires (notamment des incisives latérales) sont plus fréquentes [Barberia et coll., 2006].

Les agénésies les plus fréquentes en denture temporaire dans la DEX touchent les incisives
centrales et latérales mandibulaires, les incisives latérales maxillaires, les incisives centrales
maxillaires et les premiéres molaires [Vierucci et coll., 1994; Ruhin et coll., 2001 ; Lexner et
coll., 2008]. L’'anodontie correspond a la manifestation phénotypique dentaire extréme de la
DEX [Beliakov et coll., 1998]. L’oligodontie est associée a des dysmorphies coronaires avec
des incisives et canines temporaires conoides ainsi qu'un taurodontisme des molaires
temporaires défini par une augmentation du volume de la chambre pulpaire, des
malpositions dentaires et un diastétme médian important [Glavina et coll., 2001 ; Lexner et
coll., 2007]. Les dysmorphies coronaires en denture temporaire touchent les incisives et
canines et consistent en morphologie conoide et microdontie [Ruhin et coll., 2001 ; Lexner et
coll., 2007]. Les molaires temporaires sont également concernées par des anomalies
morphologiques coronaires, sous forme de microdontie et modifications de I'organisation
cuspidienne [Glavina et coll.,, 2001]. Les autres manifestations dentaires rencontrées sont
une resorption radiculaire pathologique, une absence de rhizalyse avec persistance
fréquente des canines et secondes molaires temporaires et des fusions radiculaires [Yavuz
et coll., 2006 ; Lexner et coll., 2008]. Les oligodonties en denture temporaire, notamment des

incisives mandibulaires, incisives latérales maxillaires et premiéres molaires doivent donc
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étre considérées comme un signe clinique dappel et mener a des examens
complémentaires, notamment un examen radiographique panoramique, un examen clinique
de la fratrie et des parents et un diagnostic moléculaire par séquencage du géne ED1 en
premiére intention. La distribution topographique des agénésies dentaires est un élément
important, de diagnostic différentiel entre la DEX et une oligodontie non-syndromique

[Vastardis et coll., 1996]. En effet, les agénésies d’incisives mandibulaires temporaires et de

premiéres molaires sont plus caractéristiques des oligodonties syndromiques.

nr .

Fig 2 : Aspects cliniques (A et C) et radiologiques (B et D) de I'oligodontie et des dysmorphies
coronaires (canines conoides) en denture temporaire (A-B) et permanente (C-D).

1.4.2 Phénotype en denture permanente

Le phénotype dentaire comprend une oligodontie, présentant a nouveau une sévérité
variable chez les individus males atteints, avec une moyenne du nombre d’agénésies située
entre 11 et 22 dents manquantes [Barberia et coll., 2006 ; Prager et coll., 2006 ; Lexner et
coll., 2007]. L'oligodontie est donc sévere en denture permanente et plus marquée au niveau
mandibulaire, avec une moyenne de 7,9 agénésies mandibulaires et 6,8 agénésies

maxillaires [Prager et coll., 2006].
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Les agénésies les plus prévalentes chez les individus méles atteints concernent, par ordre
de fréquence décroissant, les incisives centrales et latérales mandibulaires, les incisives
maxillaires latérales, les prémolaires mandibulaires et maxillaires et les secondes molaires
mandibulaires et maxillaires [Prager et coll., 2006 ; Lexner et coll., 2007]. Les dents
permanentes les plus fréquemment présentes dans la DEX sont donc les incisives centrales
maxillaires, présentes dans 42% des cas, les premiéres molaires maxillaires et
mandibulaires (41% et 39% respectivement), et les canines maxillaires (22%) [Guckes et
coll., 1998; Lexner et coll.,, 2007]. Les mécanismes moléculaires suggérés sont une
altération préférentielle par la mutation EDA de I'odontogenése et de I'expression des génes

homéotiques au niveau mandibulaire.

Des anomalies morphologiques dentaires sont rencontrées en denture permanente et
consistent en microdontie et dents conoides [Ruhin et coll., 2001 ; Lexner et coll., 2007]. Les
patients DEX males présentent systématiquement des dysmorphies coronaires en denture
permanente [Lexner et coll.,, 2007]. Les anomalies morphologiques radiculaires sont
rencontrées dans 30% des cas de DEX [Yavuz et coll., 2006]. Les anomalies radiculaires
consistent également en fusion ou morphologie radiculaire cunéiforme [Lexner et coll., 2007].
Le taurodontisme, plus fréquent en denture temporaire, est également rencontré dans la
DEX en denture permanente, affectant préférentiellement les premiéres molaires
[Jorgenson, 1982 ; Glavina et coll., 2001].

1.4.3 Variabilité phénotypique dentaire et hétérogénéité génétique des DEH

Une forte variabilité phénotypique dentaire caractérise la DEX, qui est vraisemblablement
liee a I'nétérogénéité génotypique avec des mutations du géne ED1 atteignant 'ensemble
des exons et des sites fonctionnels moléculaires de I'EDA [Schneider et coll., 2001]. Cette
variabilité d’expression phénotypique dentaire caractérisant la DEX concerne aussi bien les
patients males atteints d’'une forme séveére, que les patients de sexe féminin hétérozygote ou

homozygote pour la mutation ED1 [Lexner et coll., 2007].

La variabilité phénotypique est également a mettre en rapport avec la diversité des genes
mutés dans les DEH, en effet les mutations peuvent toucher différents éléments de la voie
de signalisation EDA-EDAR-EDARADD-NF-kB, respectivement pour les formes liées a I'X
(EDA) [Vincent et coll., 2001], autosomiques dominantes et récessives (EDAR et EDARADD)
[Chassaing et coll., 2006 ; Bal et coll., 2007] et les formes avec immnunodéficience (NF-kB

Essential Modulator : NEMO) [Smahi et coll., 2002]. Ces mutations, aux conséquences
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fonctionnelles différentes sur la voie de signalisation EDA-NF-kB se caractérisent par des

phénotypes de sévérité variable [Hashiguchi et coll., 2003].

1.4.4 Corrélations génotype-phénotype dentaire dans la DEX

Des corrélations génotype-phénotype dentaire précises n'ont pas été établies, la difficulté
résidant dans ces fortes variabilités phénotypiques et génotypiques [Vincent et coll., 2001;
Hashiguchi et coll., 2003, Lexner et coll., 2008]. Néanmoins, certains phénotypes modéres et
séveres ont été mis en rapport avec les altérations moléculaires des différents sites
fonctionnels de 'EDA [Schneider et coll.,, 2001 ; Hashiguchi et coll., 2003]. En effet, les
mutations du locus ED1 codant pour 'EDA sont situées sur les exons codant pour les

différents sites moléculaires de 'EDA :

o Le site d’homologie TNF extracellulaire codé par les exons 7, 8 et 9 impliqué dans
l'interaction spécifique EDA-Ectodysplasine Receptor (EDAR). La mutation de ce domaine
TNF a été associée a des cas d’expression phénotypique modérée de la DEX consistant en
'absence de manifestations dermatologiques et en une oligodontie Iégére [Hashiguchi et
coll., 2003]. Des phénotypes sévéres sur le plan dermatologique et dentaire ont été
également décrits en association avec des mutations du domaine TNF de 'EDA-A1 [Tariq et
coll., 2008]. Ces expressions phénotypiques peuvent étre liées a la nature de la mutation.
Ainsi, une mutation avec perte du site de terminaison transcriptionnelle semble étre associée
a une forme moins sévere de DEX, par rapport aux mutations de I'exon 1 avec perte du site

d’initiation transcriptionnelle [Vincent et coll., 2001].

o Le domaine collagéne de 'EDA codé par les exons 5 et 6 du locus ED1 impliqué dans
’homotrimérisation extracellulaire de [I'EDA nécessaire a son activité biologique
morphogéne. De larges mutations de 36 pb menant a la délétion de 4 répétitions
collagéniques GLY-X-Y ou des délétions d’'un seul nucléotide (Guanine 996 ou 997) ont été
associées a des phénotypes sévéres de DEX chez les individus méles atteints [Visinoni et
coll., 2003]. La séverite du phénotype est liée a la perte d’'une partie du domaine
collagénique de 'EDA tronquée dans sa région extracellulaire avec perte de son potentiel de

polymérisation [Visinoni et coll., 2003].

o Le site de clivage protéolytique furin-dépendant de 'EDA : codé par I'exon 3
correspondant a un point chaud de mutation avec 25% des formes ED1 de DEH liées a une
mutation de I'exon 3 [Vincent et coll., 2001]. L’exon 3 code pour la séquence consensus de

clivage protéolytique par 'enzyme Furine Arg-X-Lys/Arg-Arg dont les Arg 155 et Arg 156
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sont mutées préférentiellement avec une prévalence respective de 19% et 5% [Visinoni et
coll., 2003]. Cette région génique du locus ED1 est riche en dinucléotides C-G, caractérisés
par un taux de mutation plus élevé que les autres séquences dinucléotidiques [Visinoni et
coll., 2003]. Des mutations par substitution nucléotidique de I'exon 3 ont été associées a des

phénotypes séveres de DEX [Visinoni et coll., 2003].

o Le domaine intracellulaire et transmembranaire de 'EDA : codé par I'exon 1
impliqué dans les interactions avec le Death-Domain EDARADD. Des mutations par
substitution nucléotidique ou délétion de I'exon 1 ont été décrites et ménent majoritairement
a une altération du site d’initiation transcriptionnelle de I'EDA, un frame-shift ou une
terminaison prématurée de la transcription de I'EDA [Vincent et coll., 2001 ; Visinoni et coll.,
2003]. Ces mutations de I'exon 1 sont donc associées a une forme d’EDA extracellulaire

tronquée ou une absence d’EDA et devrait donc mener a un phénotype de DEX sévére.

Une analyse précise de I'expression phénotypique dentaire de la mutation EDA et une mise
en corrélation avec I'exon du géne EDA muté et les fonctions moléculaires altérées de
'EDA-A1 permettraient une meilleure compréhension des relations entre manifestations

phénotypiques dentaires de la DEX et type de mutation.

1.4.5 Phénotype dentaire associé aux femmes vectrices hétérozygotes pour la
mutation EDA

Les femmes vectrices hétérozygotes sont caractérisées par une expression phénotypique
dentaire modérée consistant en une hypodontie ou légére oligodontie, des anomalies
morphologiques coronaires et une microdontie des premieres molaires permanentes [Lexner
et coll., 2008] (Fig 3). Ces signes cliniques dentaires constituent un signe prédictif de la
présence de la mutation EDA et sont donc particulierement pertinents dans le cadre de la
détection des femmes hétérozygotes et le conseil génétique. Un nombre d’agénésies
dentaires entre 1 et 7 a été décrit pour les femmes hétérozygotes, concernant
particulierement les incisives latérales maxillaires ainsi que les incisives mandibulaires et
premiéres molaires [Cambiaghi et coll., 2000]. Un phénotype dentaire modéré avec un
nombre d’agénésie compris entre 0 et 9 a été décrit par Lexner (2008) avec une moyenne de
2,86 agénésies dentaires en denture permanente [Lexner et coll., 2008]. Les femmes
vectrices caractérisées par un tableau clinique d’oligodontie plus sévére (17 et 20 agénésies)
présentent une inactivation du chromosome X non pathologique [Lexner et coll., 2008]. De
plus des anomalies des relations squelettiques sagittales ont été également observées chez

les femmes hétérozygotes pour la mutation EDA [Lexner et coll., 2008]. Le phénotype
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modéré distingue les femmes hétérozygotes pour la mutation EDA des femmes

homozygotes caractérisées par un phénotype d’oligodontie sévére [Settineri et coll., 1976].

Les dysmorphies coronaires concernent les incisives centrales et latérales, ainsi que les
canines et peuvent correspondre a des dents conoides, principalement pour les incisives
mandibulaires, ou de morphologie atypique [Lexner et coll., 2007]. Une réduction de la
dimension mésio-distale des dents est également observée chez les femmes hétérozygotes,
aussi bien pour les dents antérieures que postérieures, cette microdontie relative étant plus

marqueée au niveau mandibulaire [Lexner et coll., 2007].

Une autre manifestation phénotypique est le retard d’éruption des dents permanentes, qui
est un élément diagnostique permettant d’orienter le diagnostic et lidentification de la
présence de la mutation EDA [Lexner et coll.,, 2007]. Les anomalies morphologiques
radiculaires telles qu'une fusion ou une anatomie cunéiforme sont également caractérisées
par une prévalence plus importante chez les femmes hétérozygotes, ainsi que le

taurodontisme. [Lexner et coll., 2007].
L’ensemble de ces manifestations phénotypiques dentaires associé aux femmes

hétérozygotes pour la mutation EDA doit donc étre considéré comme un bio-marqueur

permettant 'identification des femmes vectrices.
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Fig 3 :

(A) Aspect radiographique du phénotype dentaire d’'une femme vectrice hétérozygote pour la
mutation EDA, avec agénésies des incisives centrales mandibulaires et de l'incisive latérale
maxillaire gauche.

(B) Aspect clinique du phénotype dentaire d’'une patiente hétérozygote pour la mutation EDA
avec dysmorphies coronaires des incisives et canines permanentes mandibulaires associées

a un retard d’éruption de l'incisive latérale droite maxillaire permanente.
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1.5 PHENOTYPE ASSOCIE AUX FORMES AUTOSOMIQUES DOMINANTES ET RECESSIVES DE
DEH

Les DEH autosomiques dominantes et récessives sont liées a des mutations des loci EDAR
et EDARADD, la mutation du géne EDAR étant plus fréquente et correspond a 25% des cas
de DEH non-EDA [Chassaing et coll.,, 2006 ; Lind et coll., 2006 ; Bal et coll., 2007]. Les
mutations du géne EDAR sont distribuées sur I'ensemble des 12 exons du géne, menant
également a une forte variabilité génotypique associée aux formes autosomiques de DEH
[Monreal et coll., 1999 ; Chassaing et coll., 2006]. Néanmoins, les mutations sont localisées
au niveau de sites fonctionnelles du récepteur EDAR, le site « Ligand Binding Protein »
(LBD) impliqué dans [linteraction EDA-A1-EDAR et le site « Death-Domain » (DD)
intervenant dans l'activation de la voie NF-kB [Chassaing et coll., 2006]. Ainsi, des mutations
par substitution nucléotidigue du site LBD, retrouvées dans les DEH autosomiques,
entrainent in-vitro une réduction de la liaison de l'isoforme EDA-A1 a son récepteur EDAR
[Schneider et coll., 2001]. Des mutations faux-sens ou par délétion du site DD entrainent,
quant a elle, une réduction in-vitro de l'activation de NF-kB [Kumar et coll., 2001]. Un
phénomeéne de concentration des mutations au niveau des exons codant pour les sites LBD
et DD est observé ; respectivement exons 3, 4 et 5 pour le site LBD et exons 12 pour le site
DD [Chassaing et coll., 20086].

Des corrélations génotype-phénotype ont été décrites suggérant des phénotypes plus
sévéres sur le plan dermatologique, cranio-facial et dentaire pour les formes autosomiques
récessives que dominantes [Chassaing et coll., 2006]. En effet, les individus présentant deux
mutations dans les formes autosomiques récessives présentent une anhidrose avec une
oligodontie plus sévére [Chassaing et coll., 2006]. La variabilité d’expression phénotypique

est plus marquée dans les formes autosomiques dominantes [Chassaing et coll., 2006].

Un phénotype dentaire d’oligodontie modérée et d’anomalies morphologiques coronaires a
été décrit dans une forme autosomique dominante de DEH chez 32 individus [Aswegan et
coll., 1997]. Un phénotype d’oligodontie plus sévere, avec 10 agénésies en denture
temporaire et 11 agénésies en denture permanente, a été décrit dans une famille atteinte de
DEH autosomique dominante liée a une mutation non-sens de I'exon 12 du géne EDAR
[Lind et coll., 2006]. La variabilité du phénotype dentaire observée dans la DEH autosomique
est vraisemblablement liée a la variabilité génétique avec des mutations touchant les
différents exons du géne EDAR [Lind et coll.,, 2006]. Des phénotypes plus sévéres, sur le
plan dentaire et dermatologique, ont été également observés dans la DEH autosomique

dominante, liée a des mutations entrainant des altérations fonctionnelles plus importantes de
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voie EDA-EDAR. Les agénésies concernent préférentiellement les incisives permanentes
mandibulaires sont caractérisées par une distribution topographique différente a la DEX pour
les autres localisations, avec une atteinte des incisives, canines et prémolaires [Aswegan et
coll., 1997 ; Lind et coll., 2006]. En effet, les canines maxillaires sont des dents relativement
respectées par 'oligodontie dans le cadre de la DEX et plus sujettes aux agénésies dans les
formes autosomiques de DEH [Aswegan et coll., 1997 ; Lexner et coll., 2006]. Les
dysmorphies coronaires sont systématiquement rencontrées au niveau des incisives

temporaires dans les formes autosomiques de DEH [Aswegan et coll., 1997].

1.6 PHENOTYPE CRANIO-FACIAL ASSOCIE AUX DEH

1.6.1 Phénotype cranio-facial associé a la DEX

Des études céphalométriques et anthropométriques de patients DEH ont montré une
réduction généralisée des dimensions faciales, particulierement marquée au niveau des
hauteurs faciales et du tiers médian de la face, en rapport avec une hypoplasie maxillaire
[Saksena et coll., 1990; Boj et coll., 1993 ; Johnson et coll., 2002 ; Skrinjaric et coll., 2003 ;
Alcan et coll., 2006 ].

Des manifestations phénotypiques squelettiques cranio-faciales sont associées a la DEX et
semblent étre corrélées a la sévérité de I'oligodontie [Johnson et coll., 2002]. Les principaux
éléments dysmorphiques cranio-faciaux observées sont une hypoplasie maxillaire, un
prognathisme mandibulaire et une proéminence frontale menant a une concavité faciale
importante dans le plan sagittal [Ruhin et coll., 2001; Johnson et coll., 2002 ; Yavuz et coll.,
2006 ; Dellavia et coll., 2006; Arslan et coll., 2007]. Une progénie peut également étre

associée au tableau clinique [Ruhin et coll., 2001].

Une rétrognathie maxillaire dans le plan sagittal est également associée a la DEX, et s’inscrit
dans un tableau clinique d’hypoplasie du tiers médian de la face [Johnson et coll., 2002].
Une altération de la croissance squelettique antéro-postérieure du complexe maxillaire est
donc observée. Néanmoins, un suivi longitudinal céphalométrique d’un important groupe de
61 patients DEX a montré une forte variabilité inter-individuelle des positions sagittales du
maxillaire et de la mandibule, correspondant a une variabilité d’expression phénotypique
cranio-faciale de la DEX [Bondarets et coll., 2002]. Une évolution des relations squelettiques

sagittales entre le maxillaire et la mandibule durant la croissance cranio-faciale a été

22



montrée, avec la réduction progressive de I'angle (ANB) et la mise en place progressive

d’'une classe lll squelettique [Bondarets et coll., 2002].

L’oligodontie méne également a une forte réduction des hauteurs faciales, que ce soit la
hauteur faciale inférieure ou la hauteur faciale totale [Johnson et coll., 2002 ; Yavuz et coll.,
2006]. La réduction de la hauteur faciale inférieure est également associée a une altération
de la croissance de la hauteur faciale antérieure par rapport a la hauteur faciale postérieure,
menant a la mise en place d’'un profil hypo-divergent [Bondarets et coll., 2002]. L’'orientation
du maxillaire par rapport a la base du crane est modifiée et caractérisée par une fermeture
de l'angle entre le plan maxillaire et la base du crane [Johnson et coll.,, 2002]. Les
caractéristiques mandibulaires sont une réduction de la longueur du corps mandibulaire,
malgré le prognathisme, ainsi qu'une réduction significative de la hauteur du ramus

mandibulaire [Johnson et coll., 2002].

La base du crane est également affectée avec une réduction de la longueur antérieure de la
base crane, une augmentation dans le plan sagittal de la base du créne postérieure et une
augmentation de la flexion basi-cranienne [Johnson et coll.,, 2002]. Une aplasie du vertex
cranien, correspondant a une altération de la croissance crénio-faciale, a également été
observée [Ruhin et coll., 2001]. D’autres manifestations phénotypiques cranio-faciales sont
également associées a la DEX comme un élargissement de I'ensellure nasale avec une
éventuelle atrésie alaire et une morphologie nasale pyriforme, ainsi qu'un philtrum élargi
[Ruhin et coll., 2001].

Des approches anthropométriques analysant les caractéristiques des tissus mous faciaux de
patients DEH permettent une analyse non-invasive tri-dimensionnelle et prenant en compte
'ensemble des structures faciales [Ferrario et coll., 2004 ; Dellavia et coll., 2008]. Ces
mesures anthropométriques se basent sur une technique de numérisation électromagnétique
de la face, de détermination des coordonnées tri-dimensionnelles des reperes anatomiques
faciaux et de comparaison par rapport a des modéles géométriques du massif cranio-facial
[Ferrario et coll., 2003]. Des analyses surfaciques et volumiques des lévres, du nez, des
oreilles et de la région oculaire sont réalisées et comparées a des données témoins [Ferrario
et coll., 2003].

Les principales modifications anthropométriques faciales retrouvées correspondent a
augmentation de la surface labiale, en rapport avec I'’éversion labiale, ainsi qu’une réduction
de la surface orbitaire et nasale [Ferrario et coll.,, 2003], associées a une réduction des

hauteurs faciales et des dimensions antéro-postérieures des 2/3 inférieures de la face [Ward
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et coll., 1987]. Une réduction globale de la croissance faciale et un retard de 2 ans des pics
de croissance maxillaire et mandibulaire ont été décrits par ces méthodes anthropométriques

non-invasives [Dellavia et coll., 2008].

L’ensemble des structures squelettiques cranio-faciales semble donc étre altéré par la
mutation de 'EDA, confirmant l'implication de la voie EDA-NF-kB dans le développement
cranio-facial. En effet, le facteur EDA est exprimé durant le développement embryonnaire
cranio-facial au niveau des ostéoblastes du crane, de la mandibule et du cartilage de Meckel
[Tucker et coll., 2000].

Néanmoins, des corrélations génotype-phénotype cranio-facial n’ont pas été établies
entre les fonctions moléculaires de ’EDA altérées et I’expression phénotypique au

niveau du complexe cranio-facial de la mutation ED1.

1.6.2 Phénotype cranio-facial associé aux formes autosomiques de DEH

Une variabilité phénotypique cranio-faciale, plus importante dans les formes autosomiques
dominantes de DEH, est observée et liée a la variabilité génétique avec des mutations
localisées sur différents exons des génes EDAR et EDARADD [Chassaing et coll., 2006]. Le
phénotype cranio-facial est plus sévére dans les formes autosomiques récessives
[Chassaing et coll.,, 2006]. Les manifestations décrites pour les formes autosomiques
dominantes sont une hypoplasie zygomatique et une proéminence frontale modérée, avec

une dysmorphie cranio-faciale peu accentuée [Aswegan et coll., 1997].
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Fig 4 : Aspects cliniques (A) et téléradiographique (B) de la dysmorphie cranio-faciale associée a
une mutation faux-sens c. 1048 G>T de I'exon 8 du géne EDA : profil facial concave,

proéminence frontale, hypoplasie maxillaire, progénie.
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1.7 EXTENSION DU SPECTRE PHENOTYPIQUE : MANIFESTATIONS OSSEUSES ASSOCIEES A LA
DEX

Des modifications structurales et métaboliques osseuses ont été décrites dans la DEX et
suggeérent I'existence d’un phénotype osseux associé a la mutation EDA [Ruhin et coll.,
2001; Soderholm et coll., 1985 ; Hill et coll., 2002].

En effet, une déminéralisation osseuse diffuse a été observée chez un patient DEX et une
anomalie mésectodermique, liée aux altérations de I'EDA, menant a une modification
osseuse qualitative et quantitative a été suggérée [Ruhin et coll., 2001]. En effet, la mutation
de 'EDA entraine une dyshistogenése ectodermique, pouvant altérer les interactions entre
ectoderme et mésoderme. Des anomalies de la pneumatisation cranio-faciale ont été
également rapportées, avec des patients DEX présentant des sinus maxillaires

hypotrophiques et hypertrophiques [Ruhin et coll., 2001].

Une altération du métabolisme osseux, avec une réduction significative des taux
plasmatiques d’hormone parathyroidienne (PTH), a été observée chez six patients DEX et
leur mére vectrice hétérozygotes pour la mutation EDA [Séderholm et coll., 1985]. La PTH
est un élément endocrinien essentiel de la régulation du meétabolisme osseux et phospho-
calcique, ainsi que de l'activation ostéoclastique [Fu et coll., 2002]. En effet, les principales
fonctions physiologiques de la PTH sont une augmentation des taux plasmatiques de
calcium, via une stimulation de la différenciation et de 'activation ostéoclastique, ainsi qu'une
stimulation de I'absorption intestinale de calcium. La PTH stimule I'activité de résorption
osseuse ostéoclastique, via une activation de la voie de signalisation RANKL, qui est une

cytokine ostéoclastogénique majeure [Fu et coll., 2002; Bezerra et coll., 2005].

La PTH limite également I'excrétion rénale de calcium, via une augmentation de la

réabsorption tubulaire de calcium.
Une baisse des taux plasmatiques de PTH associée a la DEX pourrait donc étre a

origine d’anomalies du métabolisme osseux et des processus de différenciation

ostéoclastique [Soderholm et coll., 1985].
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2. LA VvoIE DE TRANSDUCTION EDA-TRAF-IKK-NF-KB : FONCTIONS
MOLECULAIRES ET IMPLICATIONS DANS LE PHENOTYPE OSSEUX

2.1 STRUCTURE MOLECULAIRE ET ORGANISATION GENOMIQUE DE L’ECTODYSPLASINE
(EDA)

2.1.1 Géne EDA

Le géne EDA code pour l'ectodysplasine (EDA), facteur morphogéne épithélial de la
superfamille des Ligands Tumor Necrosis Factor (TNF) [Kere et coll., 1996 ; Schneider et
coll., 2001]. L’organisation génomique du géne ED1 est caractérisée par la présence de 12
exons, dont 9 codent pour l'isoforme biologiquement active EDA-A1 par un mécanisme de
splicing alternatif. Aprés une premiére étape de cartographie génétique par clonage
positionnel en 1996 [Kere et coll., 1996], l'identification du géne de I'EDA et de son
organisation génomique est réalisée grace a des techniques d’hybridation in situ et de
Northern-blot visant I'identification de TARNm EDA au niveau tissulaire [Srivastava et coll.,
1997]. Le transcrit le plus long correspond a I'isoforme EDA-A1, d’'une taille de 6kb, codant
pour une protéine transmembranaire de 391 acides-aminés [Mikkola et coll., 1999].
Néanmoins il existe pour 'EDA des transcrits alternatifs. En effet, des ARNm EDA de poids
moléculaires différents sont identifiés, ce qui correspond a des épissages alternatifs durant la
transcription du géne [Bayés et coll., 1998]. Ces transcrits alternatifs sont identiques au
niveau de l'exon 1 et des régions codant pour les domaines intracellulaires et
transmembranaires, mais ils different au niveau de leur région extracellulaire. Un criblage
d'une banque de cDNA fcetal cérébral par hybridation avec une sonde correspondant au
cDNA complet de I'isoforme Ta-A a permis I'identification de 9 clones différents de cDNA de
'EDA correspondant a des transcrits alternatifs, dont 'EDA-A1, interagissant avec le
récepteur EDAR et 'EDA-O, qui est l'isoforme la plus courte [Bayés et coll., 1998]. L'étude
de I'expression tissulaire des différents transcrits de 'EDA se fait par PCR appliquée sur des
banques de cDNA provenant de 8 tissus différents, ce qui a permis l'identification de 8
différents transcrits alternatifs de 'EDA, dont les isoformes 'EDA-A1, TEDA-O et 'EDA-B au
niveau des tissus humains cérébraux, myocardiques, rénaux, hépatiques, pulmonaires,

placentaires et musculaires [Bayeés et coll., 1998].

L’isoforme EDA-A1 interagit de maniére spécifique avec le récepteur Ectodysplasin Receptor

(EDAR), ce qui a été montré par des expériences d'immunoprécipitation dans lesquelles une
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forme recombinante soluble d’EDA-A1 précipite avec le Récepteur EDAR, le complexe EDA-
EDAR étant analysé par Western-Blot [Schneider et coll., 2001]. La présence de 2 poids
moléculaires différents d’EDA lors de la migration électrophorétique démontre I'existence de
sites de glycosylation au niveau de 'EDA. Les mémes expériences d’'immunopréecipitation
démontrent linteraction spécifique entre l'isoforme EDA-A2, issue du splicing alternatif et
XEDAR (X-linked Ectodysplasin Receptor), et non pas EDAR. De fagon intéressante,
I'utilisation de récepteur EDAR recombinant muté avec différentes mutations détectées dans
les formes autosomiques de Dysplasie Ectodermique Hypohidrotique (DEH) abolit ou réduit
considérablement la liaison EDA-EDAR et donc sa détection par Western-Blot [Schneider et
coll., 2001].

Ces résultats expérimentaux montrent I'importance de l'interaction moléculaire EDA-EDAR
menant a l'activation du facteur transcriptionnel NF-kB nécessaire a de nombreuses
réponses immunitaires, inflammatoires ou morphogénes, médiant ainsi I'activité biologique
de 'EDA durant 'embryogenése [Cui et coll., 2002 ; Mikkola et et coll., 2003]. Les mutations
du géne ED1, impliquées dans le phénotype de DEX sont localisées au niveau d’exons
codant pour les sites fonctionnels importants de 'EDA en l'occurrence le site d’homologie
TNF codé par les exons 7, 8 et 8, le site collagéne-like (exon 5) et le site de clivage
protéolytique furine-dépendant (exon 3) constituant un point chaud de mutation [Schneider et
coll., 2001 ; Vincent et coll., 2001]. Une forte hétérogénéité génotypique est donc associée a

la DEX et est a 'origine de la variabilité d’expression phénotypique du syndrome.

Le clonage du cDNA de 'EDA a permis la production de la molécule recombinante par
transfection cellulaire [Ezer et coll.,. 1999], et I'analyse de ses fonctions moléculaires. Ainsi
'EDA recombinante exprimée dans une lignée cellulaire présente un poids moléculaire de
43-46 kda [Mikkola et coll., 1999 ; Schneider et coll., 2001] et est colocalisé au niveau des
structures cytosquelettiques des régions cellulairs latéro-apicales [Ezer et coll., 1999]. L'EDA
est une molécule oligomérique glycosylée de type Il, c'est-a-dire présentant sa partie N-
terminale au niveau intracellulaire. L’'EDA présente un site extracellulaire similaire aux
ligands de la famille TNF, site fonctionnel impliqué dans les interactions moléculaires
spécifiques EDA-EDAR [Ezer et coll. 1999]. L’'EDA est une molécule appartenant a la famille
TNF, présentant une analogie de séquence avec le TNFa, la lymphotoxine « et le ligand Fas
[Mikkola et coll., 1999].
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2.1.2 Géne Ta

Le géne Ta équivalent du géne humain EDA, a été identifié par hybridation d’'une librairie
génomique murine A, en utilisant I'exon 1 du géne de I'EDA [Srivastava et coll., 1997].
L’identité du géne a été confirmée par PCR-séquencage et par une forte hybridation avec la
sonde EDA. Ferguson et coll.,, ont également réalisé une amplification par PCR, a partir
d’'une banque génomique de cDNA murine provenant d’'un préléevement a 17 jours de
développement embryonnaire. Le géne murin Ta fait également I'objet d’'un épissage
alternatif, produisant différentes isoformes, tout comme pour le géne de 'EDA [Mikkola et
coll., 1999]. En effet, le criblage d’'une banque génomique de cDNA embryonnaire murine a
permis lidentification de 2 isoformes différentes du cDNA Ta, lisoforme Ta-A2 d'une
longueur de 5kb, et I'isoforme TA-A3 de 3kb. Ces 2 isoformes se rajoutent a celle identifiée
par Ferguson et coll., nommée Ta-A4 de 1.5kb. TA-A1 est I'isoforme la plus longue, codant
pour une protéine fonctionnelle de 391 aa, [Srivastava et coll.,1997]. Ces isoformes du
cDANA Ta sont également appelées Ta A, Ta B et Ta C et l'alignement complet des
séquences des transcrits Ta, Ta B et Ta C avec la séquence du géne codant pour 'EDA a
permis lidentification de I'organisation génomique du géne Ta et des Iésions moléculaires
caractérisant les différentes lignées murines Tabby [Srivastava et coll., 1997]. L’'exon 1 est
commun aux génes EDA et TA [Srivastava et coll., 1997]. L'exon 2 du géne EDA,
correspondant a une séquence de 218 bp n’est pas retrouvé au niveau du géne Ta. La
séquence codante de 106bp localisée immédiatement en 5 de I'exon 1, commune aux
isoformes Ta-B et Ta-C correspond donc a I'exon 3 du géne Ta. Les exons 4 et 5 du géne
Ta ont été détectés uniquement au niveau du transcrit de I'isoforme Ta-A et correspondent a
une séquence codante de 674 bp [Srivastava et coll.,, 1997]. L'analyse par Northern Blot
durant le développement embryonnaire de I'expression des différents transcrits du géne Ta
en utilisant une sonde correspondant a I'exon 1 a montré une expression bi-phasique des
ARNmM Ta [Srivastava et coll., 1997]. En effet, une expression de faible niveau d'un ARNm
Ta de 4,5 kb a été décrite a ED 7J, suivie de I'expression de transcrits Ta de 5,5 et 6 kb a
ED 11, 15 et 17J [Srivastava et coll., 1997]. De faibles taux de transcrits mineurs de 1,8 kb, 2
kb et 2,4 kb ont été également détectés [Srivastava et coll., 1997]. Ces différents transcrits
du géne Ta montrent I'existence d’'un phénoméne de régulation transcriptionnelle durant le
développement embryonnaire menant a I'expression de différentes isoformes (Ta A, Ta B et
Ta C) pouvant avoir des fonctions moléculaires différentes. Cela est & mettre en paralléle
avec l'existence de différentes isoformes de 'EDA, EDA-A1 et EDA-A2 ayant des voies de
signalisation respectivement via EDAR et XEDAR (X-linked Ectodysplasin Receptor) et des

fonctions moléculaires distinctes.
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Différents types de Iésions moléculaires ont été identifiés, correspondant a une variabilité
génotypique associée a la DEX, aussi bien au niveau du modéle Tabby que chez 'homme.
L’amplification des exons 1, 3 et 5 du géne Ta de chaque lignée Tabby par PCR et la
migration électrophorétique des produits de PCR a montré une délétion spécifique de I'exon
1 au niveau d’'une séquence STS codant pour les 132 premiers résidus du facteur Ta
[Srivastava et coll., 1997]. Cette large délétion nucléotidique méne a une altération des
fonctions moléculaires du facteur Ta et au phénotype de DEH observé au niveau de la lignée

Tabby concernée par cette mutation.

Une autre mutation a été détectée par analyse aprés digestion endonucléasique des produits
PCR des exons 1 et 3 [Srivastava et coll.,, 1997]. Une modification de la mobilité d’'un
fragment spécifique de I'exon 1 a été confirmée par séquencgage révélant une délétion mono-
nucléotidique en position + 550 de I'exon 1 du géne Ta. Cette délétion mene a un
Frameshift, une terminaison transcriptionnelle prématurée du géne Ta et un facteur Ta

tronqué [Srivastava et coll., 1997].

2.1.3 Structure moléculaire de 'EDA

La famille TNF est impliguée dans les mécanismes immunitaires, inflammatoires,
carcinogéniques, anti-apoptotiques mais également dans la survie cellulaire endothéliale et
la différenciation ostéoclastique [Gravallese et coll. 2001 ; Smahi et coll., 2002 ; Gaur et coll.,

2003].

Le site d’homologie TNF de 'EDA est muté et associé a des phénotypes de sévérité variable

de DEX, liés a une altération de I'interaction EDA-EDAR [Bayés et coll., 1998]. L’'expression
d’EDA recombinante mutée au niveau de différents nucléotides des exons 7, 8 et 9 codant
pour le site TNF a montré une altération compléte ou partielle pour la mutation EDA-A1
S374R de linteraction et de la formation du complexe macro-moléculaire EDA-EDAR
[Schneider et coll., 2001].

Les mutations sur le domaine TNF de I'EDA sont également associées a des phénotypes
d’hypodontie incisives dominantes liées a I'X [Tarpey et coll., 2007]. Le phénotype observé
consiste principalement en agénésies d’incisives mandibulaires et d’incisives maxillaires
latérales en dentures primaire et permanente sans phénotype cutanéo-phanérien, cranio-
facial et d’hypohidrose exceptée une Iégére hypotrichose pour certains individus [Tarpey et
coll., 2007].
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Le site Collagen-like permet 'homo-trimérisation de 'EDA [Ezer et coll., 1999; Mikkola et

coll., 2003]. Une structure collagénique correspond a une séquence répétitive contenant
I'amino-acide glycine [Ezer et coll.,, 1999]. Son potentiel de polymérisation a été étudié par
transfection cellulaire du cDNA EDA et analyse des poids moléculaires des oligoméres
sécrétés dans le milieu de culture. La transfection d’'un cDNA tronqué au niveau du domaine
collagénique, ou du domaine C-terminal n’a pas permis de retrouver par Western-Blot la
structure trimérique. De méme, la transfection cellulaire de l'isoforme courte EDA-O ne
donne pas lieu a I'homo-trimérisation de 'EDA dans le milieu de culture cellulaire [Ezer et
coll., 1999]. Les mutations au niveau de I'exon 5 du géne ED1, sont également associées a
des phénotypes de DEX, ce qui montre I'importance fonctionnelle du site collagene de 'EDA
et de son homo-trimérisation dans I'expression de son activité biologique morphogéne.
L'utilisation d’EDA recombinante mutée au niveau de différents résidus du site collagénique
a permis de montrer que 'EDA présente une immuno-précipitation avec EDAR et détectée
par Western-Blot malgré la mutation ou la délétion du site collagénique [Schneider et coll.,
2001]. Le site collagénique n’intervient donc pas dans linteraction moléculaire EDA-EDAR

mais dans I'homo-trimérisation de la molécule.

Un site de clivage protéolytique Furine-dépendant est nécessaire a la libération dans le

milieu extracellulaire de la molécule et donc a son activité biologique morphogéne [Elomaa et
coll., 2001]. En effet, 'EDA intervient dans la morphogenése épithéliale des dérivés
ectodermiques en médiant des interactions épithélio-mésenchymateuses [Mikkola et coll.
1999]. La furine est une enzyme a activité protéasique appartenant a la famille des « Pro-
protein Convertases Subtilisin-like » (SPC) intervenant dans le clivage de facteurs de
croissance, d’hormones ou de molécules d’adhésion [Elomaa et coll., 2001]. La localisation
du site de clivage protéolytique a été étudiée grace a différentes constructions plasmidiques,
avec des cDNA tronqués en différentes zones du géne. En effet, des cDNA tronqués en
différentes régions de [I'espaceur entre le domaine collagénique et le domaine
transmembranaire ont été utilisés. L'analyse par « Western-Blot » de la présence d’EDA
soluble dans le milieu de culture, révéle une absence de clivage protéolytique et de sécrétion
pour le cDNA avec la plus grande délétion. La zone absente de cDNA entre les acides-
aminés 79 et 179 de I'EDA correspondrait donc au site de clivage protéolytique [Elomaa et
coll. 2001]. Deux séquences distinctes de reconnaissance par la protéase Furine sont
localisées entre les résidus 153-156 et 156-159 [Schneider et coll., 2001]. Des mutations par
substitution nucléotidique, voire des délétions exoniques de I'ensemble de I'exon 3, sont
impliquées dans des phénotypes de DEX et montrent I'importance fonctionnelle des sites de
reconnaissance Furine et de la libération protéolytique de 'EDA [Bayés et coll., 1998].

L’exon 3 est un point chaud de mutation et correspond a un tiers de I'ensemble des

31



mutations identifiées par I'étude de Vincent et coll. (2001). Ces mutations de I'exon 3 de
gene EDA sont localisées plus particulierement du résidu 153-156. Les nucléotides du locus
EDA codant pour le résidu 156, appartenant aux 2 séquences de reconnaissance Furine,
sont donc particulierement importants sur le plan fonctionnel et correspondent a une
répétition de dinucléotides CpG et par conséquent a point chaud de mutation [Vincent et
coll., 2001].

Tavl
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Fig 5 : Distribution des mutations pathogénes impliquées dans la DEX sur le locus EDA [selon
Hashiguchi et coll., 2003].
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Fig 6 : (A) Structure moléculaire de 'EDA avec le site d’homologie TNF extracellulaire, le site
collagen-like, le site de clivage protéolytique et le domaine intra-cytoplasmique-
transmembranaire [selon Mikkola et coll., 2003].

(B) Structure quaternaire tridimensionnelle d’'un homotrimére d’EDA et de la région du site
TNF interagissant avec EDAR et muté dans les phénotypes d’hypodontie incisives dominante
liée a I'’X [selon Tarpey et coll., 2007].
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2.2 DISTRIBUTION TISSULAIRE DE L’EDA (TA)

2.2.1 Distribution au niveau des structures ectodermiques et extra-ectodermiques

Le facteur Ta est exprimée dés le 15°™ jour au niveau des placodes épidermiques puis dés
le 16éme jour de vie embryonnaire au niveau des glandes sudoripares, des follicules pileux
et des kératinocytes [Plottova et coll., 2002]. Ainsi 'TEDA semble avoir un réle fonctionnel
important dans la morphogenése précoce des placodes épidermiques [Yan et coll., 2000].
L’expression des transcrits Ta est détectée de facon continue entre 14 et 18 jours de
développement embryonnaire au niveau épidermique chez la souris, le derme étant négatif

pour I'expression de ’ARNm Ta [Laurikkala et coll., 2001].

Les follicules pileux immatures a ED15 n’expriment par TARNm Ta et présentent un
marquage devenant positif parallelement a leur maturation [Mikkola et coll., 1999]. TARNm
Ta est présent au niveau de I'épiderme inter-folliculaire et des follicules pileux en voie de
différenciation a 18 jours de développement embryonnaire [Laurikkala et coll., 2001].
L’ARNm Ta est également exprimé au niveau de la mandibule, dans les zones d’initiation
des bourgeons dentaires, dés le 12°™ jour de développement embryonnaire chez la souris
[Ferguson et coll., 1997]. Ces données expérimentales permettent donc d’identifier le produit
du géne Ta comme un facteur morphogéne important dans le développement embryonnaire
des dérivés ectodermiques murins et notamment dans le développement cutanéo-phanérien.
Ces données expérimentales permettent de mieux comprendre le phénotype de sécheresse
cutanée, de lésions exzématoides, d’hypofonctionnement sudoral et d’hypotrichose associé
a la DEX.

De maniére intéressante, I'hybridation in situ révéle la présence dARNm Ta au niveau de
I'endoderme et de la région antérieure de la glande pituitaire a 12 jours de développement
embryonnaire [Mikkola et coll., 1999]. En effet, les poches de Rathke, invagination de
'ectoderme stomodéal, se différenciant en adéno-hypophyse, expriment TARNm Ta dés
ED10, puis les transcrits Ta sont retrouvés au niveau de I'adéno-hypophyse a ED12 [Mikkola
et coll.,, 1999], sans expression de 'ARNm TA au niveau de la post-hypophyse, la région
postérieure de la glande pituitaire, dérivant du cerveau postérieur [Mikkola et coll., 1999].
D’autres zones du systeme nerveux central contiennent 'ARNm Ta comme le
neuroépithélium et les ventricules latéraux. Ainsi, les fonctions morphogénes de Ta ne
semblent pas limitées aux structures ectodermiques, mais s’étendent au niveau central et

endodermique.
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L’expression des transcrits Ta au niveau de I'adéno-hypophyse en développement chez la
souris suggere l'existence de fonctions moléculaires de 'EDA dans le développement de
'adéno-hypophyse, qui est une importante structure neuro-endocrinienne, sécrétant
notamment la somatostatine ou hormone de croissance (GH). Une altération structurale ou
fonctionnelle de I'adénohypophyse menant a un phénotype endocrinien, avec retard de
croissance pourrait donc étre associée au spectre syndromique de la DEX. En effet,
différentes observations cliniques suggeérent I'existence d’altérations de la croissance chez
des enfants atteints de DEX [Motil et coll., 2005]. Des anomalies de la croissance pondérale
ont été détectées dans un groupe d’enfants DEX et des altérations de la croissance staturo-
pondérale ont, quant a elles, été observées chez des enfants atteints de DEH syndromique
[Motil et coll., 2005].

L’ARNm EDA est également détecté par hybridation in situ au niveau de I'épithélium oral
foetal humain dés la 8™ semaine, alors que TARNm EDAR est retrouvé au niveau de
I'épithélium oral et des bourgeons dentaires au méme stade de développement
embryonnaire [Montonen et coll., 1998 ; Elomaa et coll., 2001]. Les bourgeons dentaires en

formation sont négatifs pour 'TEDA a ED 10 semaines [Montonen et coll., 1998].

L’ARNm EDAR est détecté au niveau des zones d’épaississement épithélial de I'épiderme
en formation, correspondant aux futurs follicules pileux [Elomaa et coll., 2001]. Les transcrits
d’EDA sont détectés a ED 16 semaines au niveau des couches basales, intermédiaires et
péridermiques de I'épiderme humain, les cellules de condensation dermique a l'origine des
follicules pileux étant négatives a ce stade de développement, les follicules pileux du cuir

chevelu exprimant ’TARNm EDA a ED 18 semaines [Montonen et coll., 1998].

De méme que pour le facteur Ta, la distribution tissulaire de TARNm EDA ne se limite pas
aux dérives ectodermiques, et les transcrits EDA sont localisés dés 8 semaines de
développement inutero au niveau du neuroectoderme entourant les vésicules cérébrales et
du canal spinal ainsi qu’au niveau cérébral [Montonen et coll.,, 1998]. LARNm EDA a été
également retrouvé au niveau des ganglions spinaux dorsaux, des cornes antérieures de la
moelle épiniere et de I'hypothalamus [Montonen et coll., 1998]. L’expression au niveau du
systéme nerveux central et périphérique de 'EDA suggére son implication au niveau du
développement cérébral et donc I'existence d’'un éventuel phénotype neurologique associé a
la DEX.

L’ARNm EDA est également exprimé au niveau myocardique, cérébral, pulmonaire et rénal

[Kere et coll., 1996]. LARNmM EDA a également été identifié au niveau des ostéoblastes, du
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thymus, des tubules rénaux et des ganglions spinaux [Montonen et coll., 1998]. De plus
'EDAR est également transcrit dans la matrice piliaire au sein des follicules pileux a ED 20
semaines. Cette donnée expérimentale permet de comprendre qu'un dysfonctionnement de
la voie de 'EDA-EDAR entraine un phénotype de trichodysplasie. L’hybridation in situ révéle

également un marquage positif au niveau des glandes sébacées [Elomaa et coll., 2001].

L’EDA est également exprimé au niveau de cellules épithéliales en phase de développement
et des cellules épithéliales adultes [Elomaa et coll., 2001]. D’autres techniques de Northern-
Blot ont étudié I'expression de L’ARNm EDA sur des prélévements tissulaires humains
adultes. Elles ont identifié une présence ubiquitaire de TARNm EDA au niveau pancréatique,
rénal et cardiaque. Une expression plus faible a été détectée au niveau cérébral, pulmonaire,
hépatique et musculaire [Kere et coll.,1996]. Des analyses par hybridation in situ ont
également identifié une expression chez I'adulte de TARNm EDA au niveau de I'épithélium
prostatique, de la glande mammaire et de I'hypothalamus. La fonction de 'EDA dans ces
tissus épithéliaux nécessite des études ultérieures. Concernant les implications
pathogéniques, une baisse de I'expression de 'EDA a été démontrée dans des lésions
tumorales cutanées bénignes et malignes [Montonen et coll., 1998], tout comme dans les

carcinomes prostatiques et mammaires.

Le dysfonctionnement d’une voie aussi ubiquitaire peut donc mener a des phénotypes
complexes impliquant d’autres structures que les dérivés ectodermiques, comme le systéme
nerveux central ou le massif cranio-facial [Dumic et coll., 2000). En effet des atteintes
cérébrales, comme des hétérotopies périventriculaires sub-épendymaires ont été décrites en

association avec une dysplasie ectodermique pure ou syndromique [Dumic et coll., 2000).
Concernant le géne murin Ta, I'hybridation in situ a permis de localiser la présence de

’ARNm Ta au niveau de I'ectoderme et des follicules pileux, mais également au niveau de

I'endoderme viscéral et du neurectoderme [Mikkola et coll., 1999).
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Fig 7 : (A) Marquage épidermique des transcrits Ta chez la souris a ED 14 et ED16 avec des
follicules pileux immatures négatifs [selon Mikkola et coll., 1999]

(B) Expression de Ta ARNm au niveau des poches de Rathke

(C) Localisation de TARNm EDA dés 8 semaines de développement embryonnaire au niveau
de I'épithélium stomodéal (fleches) [selon Montonen et coll., 1998]

(D) Expression d’ARNm EDA au niveau du neuroectoderme entourant les vésicules
cérébrales [selon Montonen et coll., 1998].

37



2.2.2 Expression tissulaire de ’EDA au niveau osseux

L’ARNm EDA a été détecté durant le développement embryonnaire humain au niveau des
ostéoblastes costaux en phase de sécrétion matricielle dés 12 semaines de développement
in utero [Montonen et coll., 1998]. Les chondrocytes et chondrocytes hypertrophiques ne
présentent pas de marquage positif, ce qui montre que les processus d’ossification
endochondrale ne semblent pas impliquer les fonctions moléculaires de 'EDA, contrairement

a l'ossification membranaire.

En effet, dés la 16 °™ semaines de développement in-utero, les ostéoblastes ayant déposé
la matrice osseuse au niveau de la volte cranienne sont caractérisés par un fort marquage a
FARNm EDA, ce qui révéle limplication de ses fonctions morphogénes dans le

développement osseux cranio-facial.

L’expression ostéoblastique de dl (EDAR) a été confirmée chez le modéle murin, caractérisé
par I'expression des transcrits DI (EDAR) au niveau de la mandibule en développement et du
cartilage de Meckel [Tucker et coll., 2000]. Ces observations expérimentales suggérent un
réle du récepteur EDAR et de la voie EDA-EDAR dans le développement squelettique

mandibulaire [Tucker et coll., 2000].

L’expression d’EDA durant la sécrétion matricielle ostéoblastique et le développement
cranio-facial suggére I'association de dysmorphies squelettiques et d’anomalies osseuses
métaboliques et structurales associées au spectre phénotypique de la DEX. Ces données
expérimentales confirment les observations réalisées dans le cadre du développement
embryonnaire humain [Montonen et coll., 1998], avec une expression ostéoblastique de EDA
et une implication de la voie EDA-NF-kB dans I'ostéogenése. En effet, les transcrits Ta sont
également impliqués dans le développement osseux cranio-faciale, suggérant I'existence

d’'un phénotype osseux associé a la mutation EDA-Ta.
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Fig 8 : Expression ostéoblastique de 'EDA a 12 semaines in utero au niveau des ostéoblastes costaux (A et B)
et a 16 semaines in utero au niveau des ostéoblastes de la voite cranienne (C et D) [selon Montonen
et coll., 1998].

Fig 9 : Analyse par hybridation in-situ de I'expression des transcrits de DI (EDAR) au niveau du cartilage de
Meckel (J), de la mandibule en cours d’ossification (J) et de I'épithelium dentaire interne et externe
(K).
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2.2.3 Profil d’expression de ’EDA durant I'odontogenése

Le développement dentaire est initié a partir de I'ectoderme oral et du mésenchyme dérivé
des crétes neurales céphaliques sous-jacentes [Thesleff, 2000; Miletich et coll., 2003 ;
Mikkola et Thesleff, 2003]. Le développement dentaire murin est un modele d’étude des
mécanismes moléculaires et génétiques impliqués dans I'odontogenése [Miletich et coll.,
2003]. Les interactions inductibles a médiation matricielle font intervenir I'épithélium et les
cellules mésenchymateuses issues des crétes neurales migrant vers les arcs branchiaux
(Courney et coll., 2005). Le premier arc branchial d’ou dérivent les organes dentaires, ainsi
que les os maxillaires et mandibulaires est Hox-négatif, mais exprime d’autres génes
homéotiques (Msx, DIx, Gsc, Barx) et facteurs de croissance [James et coll., 2002]. Un code
odontogéne de génes homéotiques, dont Msx1, DIx 5/6 et Alx3, et exprimés au niveau de
I'ectomésenchyme intervient dans la différenciation des patrons dentaires [Courney et coll.,
2005] (Fig 10A). Des expériences d’hybridation in situ durant les différentes phases de
I'odontogenése montrent la présence de TARNm EDAR (Downless : DI) au stade de cloche
dentaire au niveau de I'épithélium dentaire et orcoll. De plus, les transcrits EDAR (DI) sont
détectés au niveau de I'épithélium oral dés ED10 avant la phase de formation des placodes
ectodermiques [Tucker et coll., 2000]. EDAR est le marqueur moléculaire le plus précoce de
la placode dentaire en formation suivi par I'expression d’autres marqueurs de placodes
comme Bmp2, Bmp4, Wnt10b Msx2 et p21 [Pispa et coll., 1999]. Cette expression précoce
du récepteur EDAR suggére I'existence de fonctions moléculaires du complexe EDA-EDAR
durant l'initiation de I'odontogenése. L'’ARNm EDA est également détecté au niveau de
I'épithélium oral en formation durant la phase d'initiation de la morphogenése [Elomaa et
coll., 2001]. Les transcrits EDA (Ta) sont donc détectés plus tardivement a ED12 ou ED14
en fonction des études [Pispa et coll., 1999 ; Tucker et coll., 2000]. L’expression du facteur
Ta, étudiée par hybridation in situ d’'une sonde correspondant a I'exon 1 du géne Ta est
identifiée au stade de bourgeon dentaire au niveau de I'épithélium dentaire, en plus de
I’épithélium oral [Srivastava et coll., 1997] et dés ED 15 au niveau de I'épithélium dentaire
externe et de la lame dentaire. A ED12, TARNm EDAR est exprimé au niveau de
I'épaississement épithélial en cours dinvagination dans le mésenchyme sous-jacent,
confirmant l'implication de la voie de signalisation EDA-EDAR dans l'initiation du bourgeon

dentaire.

Les stades de capuchon et de cloche dentaire sont caractérisés par une expression d’EDA
au niveau de I'épithélium dentaire externe, sans présence d’EDA au niveau de I'épithélium
dentaire interne, de la papille dentaire ou du réticulum stellaire [Laurikkala et coll., 2001].

Ces résultats suggerent un réle morphogéne de 'EDA durant 'odontogenése. Le récepteur
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EDAR, tout comme son Death-domaine EDARADD, est exprimé au niveau de 'Enamel Knot
primaire (EK1) a ED 13.5 et 15.5 jours [Tucker et coll., 2000 ; Headon et coll., 2001]. Une
distribution tissulaire complémentaire des transcrits EDA et EDAR caractérise donc le stade
de capuchon dentaire a ED14, avec une localisation de EDA au niveau de I'épithélium
dentaire externe et de EDAR exprimé fortement au niveau de 'Enamel Knot primaire des
incisives et molaires en cours de développement [Tucker et coll., 2000]. Le stade de cloche
dentaire confirme cette distribution complémentaire des ARNm EDA et EDAR, avec une
localisation de EDA au niveau de I'épithélium dentaire externe et de EDAR au niveau de
I'épithélium dentaire interne [Tucker et coll., 2000]. Les transcrits EDAR sont également
exprimés chez la souris au niveau des glandes exocrines de la face, comme les glandes
salivaires et les glandes séreuses nasales, confirmant les fonctions moléculaires de EDA

(Ta) dans la morphogenése de I'ensemble des dérivés ectodermiques.

(A)  The Odontogenic Homeobox Code

— - ﬂ molar

I— = — % incisor

—
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Fig 10 : (A) Le code odontogéne de génes homéotiques [selon Courtney et coll., 20035].
(B) Immunolocalisations complémentaires de 'EDA au niveau épithélial et son Récepteur
EDAR au niveau de I'Enamel Knot durant le développement dentaire chez la souris au stade
ED 14 de capuchon dentaire [selon Mikkola et coll., 2003].
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2.3 LA voie EDA-TRAF-IKK-NF-KB DANS LE DEVELOPPEMENT ECTODERMIQUE ET
OSSEUX

2.3.1 Le complexe moléculaire EDA-EDAR-TAB2-TAK1-TRAF6

L’EDA est une molécule de la superfamille des TNF de localisation membranaire et libérée
dans le milieu extracellulaire aprés clivage protéolytique, permettant la liaison a son
récepteur EDAR [Ferguson et coll., 1997]. La liaison au Récepteur EDAR, caractérisée par la
présence d’'un Death-Domain intracellulaire EDARADD (Ectodysplasin Receptor Associated
Death Domain), méne a l'activation du complexe NEMO/IKK et du facteur NF-kappaB via les
molécules adaptatrices TAB2 (TAK1 Binding protein-2), TAK1 (TGF-B Activated Kinase-1) et
TRAF6 dont nous allons décrire les caractéristiques fonctionnelles [Galibert et coll., 1998 ;
Takaesu et coll.,, 2000 ; Aradhya et coll.,, 2001 ; Headon et coll.,, 2001 ; Thesleff et coll.,
2002 ; Morlon et coll., 2005]. TRAF6 et NF-kB sont également des facteurs essentiels dans
les mécanismes d’ostéoclastogenése et d’activation ostéoclastique induits par la voie de
signalisation RANKL (Receptor Activator NF-kB Ligand)-RANK (Receptor Activator NF-kB)
[Armstrong et coll., 2002 ; Mizukami et coll., 2002 ; Chaisson et coll., 2004 ; Asagiri et coll.,
2007]. Pour assurer son réle physiologique dans les mécanismes de remodelage osseux et
de résorption ostéoclastique, RANKL active également la voie NF-kB via les mémes
molécules adaptatrices TAB2 et TRAF6 [Mizukami et coll., 2002].

L’activation du facteur NF-kB nécessite le recrutement de molécules cytoplasmiques
d’adaptation TAB2, TAK1 et TRAFG6 jouant un rdle majeur dans la voie de signalisation EDA-
NF-kB [Morlon et coll., 2005], qui est IKK-dépendant [Doffinger et coll., 2001]. EDARADD
active IKK via TAB2 dont I'interaction avec EDARADD a été démontrée par sur-expression
de EDARADD recombinante et identification de linteraction EDARADD-TAB2 [Makris et
coll., 2002 ; Morlon et coll., 2005]. TAB2 endogéne intervient donc dans la liaison entre
EDARADD-TRAF6 et TAK1 (Fig 11). Des expériences de co-immunoprécipitation confirment
interaction EDARADD-TAB2. TRAF6 co-immunoprécipite également avec le domaine
EDARADD, de par I'existence de sites de liaisons TRAF au niveau de EDARADD, formant
ainsi un complexe TAB2-TRAF6-EDARADD activant TAK1 et les kinases IKK [Morlon et
coll., 2005]. Des expériences de co-immunoprécipitation ont montré les interactions
EDARADD-TRAF6 et EDARADD-TAK1, les 2 complexes moléculaires étant formés par
immuno-précipitation lors de la sur-expression par transfection de EDARADD-TRAF6 ou
EDARADD-TAK1 [Morlon et coll., 2005]. De facon intéressante, le complexe endogéne
TAB2-TRAFG6-TAK1 co-immunoprécipite avec EDARADD sur-exprimé dans un modéle de
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culture cellulaire transfecté et I'inhibition de TAB2 et TAK1 entraine une absence d’activation
de NF-kB [Morlon et coll.,, 2005]. Ces résultats expérimentaux montrent I'importance des
facteurs TAB2 et TAK1 dans la voie de signalisation NF-kB (Fig 11).

EDA

Plasmic membrane

IKK-c:  IKK-}

'..‘l'\

Proteasomic
degradation

NF-KB dimer

Nuclear membrane

\ NF-KB dimer
Ccn2/CTGF W»Shh
cn Cyclin-D1
Follistatin V' AT

NFAT-2 > Ectodermal morphogenesis
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Fig 11 : Voie de transduction EDA-NF-kB via EDAR et les molécules adaptatrices TAB2, TAK1 et
TRAF6 menant a I'activation du complexe NEMO/IKK, la translocation nucléaire de NF-kB

dimérique et I'activation des cibles trasncriptionnelles de I'EDA (adapté de Clauss et coll.).
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2.3.2 Fonctions biologiques de TRAF6

TRAFG6 est également un élément majeur dans la voie de transduction de 'EDA, aussi bien
au niveau du développement ectodermique que squelettique, ce qui est démontré par le
phénotype associé au modéle murin Knock-out TRAF6 -/- [Sinha et coll., 2002 ; Naito et coll.,
2002]. En effet, un phénotype d’hypotrichose est observé avec une alopécie rétro-auriculaire
et caudale, ainsi qu’une dilution pigmentaire correspondant fortement au phénotype observé

au niveau du modéle murin Tabby [Naito et coll., 2002].

Des analyses histologiques ont montré I'absence de follicules pileux a ED 15,5 chez les
embryons homozygotes TRAFG6-/-, contrairement aux embryons hétérozygotes pour
inactivation TRAF6 présentant des follicules pileux [Naito et coll., 2002]. Les souris
homozygotes TRAF6 -/- sont également caractérisées par I'absence de glandes sudoripares
au niveau palmaire et l'altération du développement des glandes sébacées [Naito et coll.,
2002]. Ce phénotype similaire au modéle Tabby montre I'implication de TRAF6 dans la
morphogenése ectodermique et son importance dans la voie EDA-NF-kB. En effet, des
expériences d'immuno-histochimie ont permis de localiser le facteur TRAF6 au niveau des
follicules pileux en cours de développement dés ED15,5 chez la souris. De plus le facteur
TRAFG6 est également immunolocalisé au niveau des glandes sébacées et sudoripares en
période néo-natale dés 5 jours [Naito et coll., 2002]. Ces résultats confirment les fonctions

moléculaires importantes de TRAF6 dans la voie de transduction de 'EDA.

Les molécules adaptatrices TAB2, TAK1 et TRAF6 sont autant de nouveaux genes
candidats dans le cadre de dysplasies ectodermiques hypohidrotiques non-ED1 et non-

EDAR dont les génes peuvent étre séquencés en seconde intention aprés ED1 et EDAR.

A c6té des implications des molécules de la famille TRAF, et notamment TRAF6, dans le
développement des glandes exocrines et des phanéres, leur réle dans I'odontogenése est
également démontré par immunolocalisation et analyse du phénotype dentaire du modeéle
murin TRAF®6 -/- [Ohazama et coll., 2004]. TRAF6 est exprimé chez la souris au niveau de la
placode dentaire dés le stade d’initiation de I'odontogenése, puis est immunolocalisé au
niveau de I'épithélium dentaire et du mésenchyme péri-dentaire au stade de bourgeon
[Ohazama et coll., 2004]. L’expression de TRAF6 est retrouvée au stade de capuchon
dentaire au niveau de I'épithélium dentaire externe et interne tout comme au stade de cloche
[Ohazama et coll., 2004].
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TRAF6 est caractérisée par une distribution tissulaire similaire au complexe EDA-EDAR
durant 'odontogenése, EDAR étant localisé au niveau de la placode dentaire et EDA au
niveau de I'épithélium. Le phénotype dentaire de TRAF6 est caractérisé par une Enamel-
Knot hypotrophique avec une réduction du territoire d’expression des marqueurs
moléculaires de 'Enamel-Knot Shh, Wnt10b et p21 suggérant un role de TRAF6 dans la
cuspidogenése en association avec EDA-EDAR [Ohazama et coll.,, 2004]. Des anomalies
morphologiques au niveau des molaires du modéle TRAF6 -/- sont également observées
avec des cuspides de développement réduit et arrondies [Ohazama et coll.,, 2004]. Le
phénotype dentaire similaire du modele murin par rapport aux modéles Tabby et Crinkled
confirme la liaison étroite entre EDA-EDAR et TRAF6 durant la morphogenése

ectodermique.

Les facteurs d’adaptation TRAF3 et TRAF6 sont également essentiels dans I'activation de
NF-kB par I'isoforme EDA-A2, via le récepteur XEDAR (X-linked Ectodysplasine Receptor)
[Sinha et coll., 2002]. En effet, EDA-A2 induit I'activation de NF-kB par phosphorylation de
IkB dans des cellules transfectées et exprimant de fagon stable XEDAR [Sinha et coll.,
2002]. Ce processus est fonction du recrutement des molécules d’adaptation TRAF3 et
TRAF6, ce qui a été montré par immunoprécipitation de XEDAR et TRAF3/6 aprés
traitement par TEDA-A2 [Sinha et coll., 2002]. De plus, la transfection de mutants dominant-
négatifs de TRAF3/6 entraine une inhibition de l'activation de NF-kB EDA-A2-XEDAR
dépendante [Sinha et coll.,, 2002]. En plus du facteur NF-kB, XEDAR active également la
voie de signalisation des kinases JNK1 et JNK2, qui constituent donc d’autres molécules

situées en aval de la voie de 'EDA [Sinha et coll., 2002].

2.3.3 Interactions entre les voies de ’EDA et RANKL via TRAF6 et NF-kB

TRAF6 est également fortement impliqué dans le métabolisme et le modelage osseux,
notamment via la voie de RANK-RANKL, ce qui est démontré par le phénotype squelettique
du modéle murin de Knock-out TRAF6-/- [Lomaga et coll.,, 1999 ; Mizukami et coll., 2002 ;
Lamothe et coll., 2007]. En effet, les souris TRAF6 -/- sont ostéopétrotiques et caractérisées
par une forte radio-opacité des fémurs, des tibias et du squelette cranio-facial. Un
élargissement métaphysaire est également observé au niveau des os longs, caractéristique
d’'un défaut de remodelage osseux [Lomaga et coll., 1999]. La tomographie quantitative
périphérique a permis de confirmer cette augmentation généralisée de la densité minérale

osseuse. Un défaut d’éruption des molaires et incisives des souris TRAF6 -/- est observé et
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caractéristique de l'ostéopétrose, tout comme l'oblitération médullaire des os longs par des

trabécules osseuses et du cartilage hypertrophique [Lomaga et coll., 1999].

Les analyses histologiques osseuses montrent, malgré ['ostéopétrose, la présence
d'ostéoclastes TRAP+ (Tartrate Resistant Alkaline Phosphatase : marqueur moléculaire
ostéoclastique) chez les souris hétérozygotes et homozygotes TRAFG6-/-, suggérant une
altération de [lactivation ostéoclastique, et non de l'ostéoclastogenése. En effet, les
ostéoclastes TRAP+ ne sont pas en contact avec la surface osseuse et ne présentent pas
d’'activité de résorption osseuse [Lomaga et coll., 1999]. Aucune image de lacune de
résorption ostéoclastique n’est observée chez les souris TRAF6 -/-[Lomaga et coll., 1999].
Les ostéoclastes en contact avec la surface osseuse présentent une zone d’adhésion
partielle et une désorganisation de la bordure en brosse ostéoclastique confirmant le role
essentiel de TRAF6 dans la voie de signalisation RANKL et 'activation ostéoclastique. Le
phénotype ostéopétrotique des souris TRAF6 -/- est donc similaire a celui du modéle murin
déficient en c-src thyrosine kinase, dont l'ostéopétrose est liée a un défaut de fonction
ostéoclastique, plutét que de la différenciation ostéoclastique a partir des précurseurs de la

lighée myélomonocytaire [Soriano et coll., 1991].

TRAF6 est donc également une molécule essentielle dans I'activation ostéoclastique
et semble impliquée dans les voies de signalisation EDA-NF-kB et RANKL-RANK. Des
interactions fonctionnelles entre ces deux voies, via TRAF®6, interviennent et peuvent

étre perturbées par la mutation ED1
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Fig 12 : (A) Phénotype cutanéo-phanérien du modéle murin TRAF6 -/- avec alopécie régionale,

translucidité cutanée néo-natale et présence de follicules pileux non pigmenté [selon Naito et

coll., 2002].
(B) Phénotype ostéopétrotique du modele murin TRAF6 -/- avec radio-opacité, oblitération

médullaire et absence d’activation ostéoclastique [selon Lomaga et coll., 1999].
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2.3.4 Interactions moléculaires entre EDA-NF-kB et les voies de signalisation Wnt, Activine-
B, FGF, BMP et EGF

La voie de signalisation EDA-NF-kB n’est pas isolée et est en interaction avec de nombreuses
autres molécules de signalisation durant le développement embryonnaire [Laurikkala et coll., 2001 ;
Pummila et coll., 2007] (Fig. 12). Ces interactions intervenant dans le développement ectodermique
normal peuvent étre altérées par des modifications de structure et de fonction de 'EDA dans le
cadre de la DEX.

La voie de Wnt-B-caténine-Lef1 est considérée comme une voie essentielle dans l'induction des

placodes ectodermiques et Wnt apparait comme un des premiers signaux moléculaires d’origine
mésenchymateuse et également comme un marqueur précoce des placodes [Pispa et coll., 2003].
Le facteur Wnt est un activateur de placode et la production ectopique de B-caténine induit la
différenciation de follicules pileux supplémentaires [Noramly et coll., 1999]. Le facteur Wnt est
également situé en amont de la voie EDA-NF-kB et Lef-1 induit I'expression d’EDA, montrant
I'existence d’interactions étroites entre ces deux voies [Laurikkala et coll., 2001]. En effet, Wnt-6
induit I'expression d’EDA dans des explants dentaires invitro, cette activation transcriptionnelle
étant spécifique car les autres molécules testées (Bmp-2, Fgf-2 et Fgf-4) n’induisent pas
I'expression d’EDA [Laurikkala et coll., 2001]. De plus, aucune expression ectodermique d’EDA
n’est associée au modéle murin de Knock-out Lef1 -/- confirmant les interactions entre EDA et Wnt-

B-caténine-Lef1.

La voie de I'Activine-B est également impliquée dans la morphogenése ectodermique et est en

interaction avec EDA-NF-kB [Matzuk et coll., 1995]. L’activine-B, se fixant a un récepteur dimérique
a activité kinase intrinséque et activant les facteurs transcriptionnels Smad, est exprimée au niveau
du mésenchyme sous-jacent aux placodes ectodermiques et est donc impliquée dans la
différenciation ectodermique précoce [Matzuk et coll., 1995]. Le modéle murin de Knock-out
Activine-B -/- est caractérisé par un phénotype avec absence de développement des dents et
follicules pileux [Matzuk et coll., 1995]. L’activine-B induit I'expression invitro sur des explants
cutanés et dentaires du Récepteur EDAR via l'activation transcriptionnelle induite par le facteur
Smad phosphorylé [Laurikkala et coll., 2001]. La voie de I'activine-f intervient donc dans une boucle

de régulation positive de la voie de signalisation EDA-NF-kB.

La voie de signalisation FGF est essentielle dans les processus de différenciation ectodermique

précoce et la formation des placodes dentaires est régulée par une balance entre FGF et BMP
[Neubuser et coll., 1997 ; Bushdid et coll., 2001]. Le modéle d’inactivation conditionnelle de Fgf8 au

niveau du premier arc branchial présente un phénotype avec absence de développement dentaire
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[Trumpp et coll., 1999]. Une convergence entre les voies FGF et EDA-NF-kB est suggérée, étant
donné les altérations de I'expression de différentes isoformes FGF associées au modéle murin
Tabby. La réduction de la signalisation FGF est suggérée dans les anomalies de la cuspidogenése
et du développement dentaire associées a la DEX [Pispa et coll., 1999]. En effet, le domaine
d’expression de Fgf4 est réduit au niveau de la molaire Tabby au stade capuchon. Fgf3 et Fgf10
sont caractérisés par une intensité d’expression réduite au niveau de la papille mésenchymateuse
dentaire de la molaire Tabby en stade capuchon [Pispa et coll., 1999]. De plus, I'administration de
Fgf-10 exogéne sur des explants dentaires Tabby permet une réversion partielle du phénotype avec
différenciation de cuspides supplémentaires in-vitro [Pispa et coll., 1999]. La mutation EDA semble
donc altérer les fonctions de FGF en raison des interactions étroites entre ces deux voies de
signalisation. La voie FGF stimule également I'expression d’'un géne homéotique important dans
'odontogenése appelé Msx1l et dont la mutation est impliquée dans les oligodonties non-
syndromiques [Vastardis et coll., 1996]. La mutation EDA pourrait donc perturber les fonctions
moléculaires de Msx1 par lintermédiaire de la voie FGF, ce qui serait a I'origine du phénotype
dentaire de la DEX avec agénésies multiples. En effet, FGF stimule la production de Msx1 par
intermédiaire de NF-kB, montrant I'association entre les voies EDA-NF-kB et FGF-Msx1 [Bushdid
et coll., 2001].

La voie BMP-Msx est identifiée comme inhibitrice de la différenciation des placodes ectodermiques,

I'expression ectopique de Bmp-2 ou Bmp-4 entrainant une absence de différenciation des follicules
pileux [Tucker et coll., 1998 ; Bei et coll., 1998 ; Bei et coll., 2000 ; Ashique et coll., 2002]. De fagon
interessante, la voie EDA-NF-kB inhibe la voie des BMP via la production de deux inhibiteurs
spécifiques de BMP appelé Ccn2/CTGF (CCN family protein 2/Connective Tissue Growth Factor) et
la follistatine [Pummila et coll., 2007]. Cette activité d’inhibition de BMP par 'EDA est essentielle
aux processus de différenciation des placodes ectodermiques. En effet, 'administration exogéne
d’'un autre inhibiteur de BMP appelé Noggin permet une réversion du phénotype Tabby au niveau
d’explants cutanés en culture et stimule la production de follicules pileux [Pummila et coll., 2007].
Ainsi 'EDA inhibe l'activit¢ des BMP sur des explants dentaires en culture en induisant la

production de Ccn2 et follistatine [Pummila et coll., 2007].

Une convergence entre les voies de signalisation de 'EDA et celle du facteur EGF (Epidermal
Growth Factor) ont été démontrées [Blecher et coll., 1990 ; Pispa et coll., 1999]. En effet une
réversion partielle du phénotype Tabby avec stimulation du développement de glandes exocrines
sudoripares a été décrite aprés administration systémique d’EGF [Blecher et coll., 1990]. Les taux
plasmatiques et urinaires d’EGF des patients DEH et de souris Tabby ne sont pas significativement
différents aux taux contrbles, néanmoins les récepteurs EGFR de 'EGF sont caractérisés par une

forte baisse d’expression au niveau de fibroblastes de patients DEH [Vargas et coll., 1996]. Une
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altération générale de la signalisation EGF, non limitée aux dérivés ectodermiques, est associée au
phénotype de la DEX, la réduction du taux d’EGFR ayant été identifiée au niveau des fibroblastes

dermique et des hépatocytes de souris Tabby [Vargas et coll., 1996].
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Fig 13 : Interactions moléculaires entre la voie NF-kB et les molécules de signalisation Wnt, activine-
B, BMP-Msx1 et FGF [Clauss et coll., in press 2008].
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2.4 Es VOIES DE SIGNALISATION RANKL (RECEPTOR ACTIVATOR NF-KB LIGAND)-EDA-NF-KB

2.4.1 Structure et fonctions de la voie RANKL-RANK-NF-kB

Le facteur TRAF6, en association avec, TAB2 et TAK1, est fortement impliqué dans la voie de
signalisation de RANKL et donc I'ostéoclastogenése et 'activation ostéoclastique [Galibert et coll.,
1998 ; Mizukami et coll., 2002 ; Lee et coll., 2003 ; Gohda et coll., 2005 ; Lamothe et coll., 2007].
RANKL est une cytokine appartenant a la méme famille TNF que I'EDA et essentielle dans les
processus physiologiques de remodelage osseux et d’ostéoclastogenése [Khosla, 2001]. TRAF6
est une molécule adaptatrice essentielle a la formation des ostéoclastes multi-nucléés, via une
activité enzymatique RING-ubiquitine (Ub) ligase permettant une auto-ubiquitination de TRAFG,
menant a l'activation en aval du complexe NEMO-IKKa-IKKB [Lamothe et coll., 2007]. RANKL

intervient également dans I'inhibition de I'apoptose ostéoclastique [Khosla, 2001].

L’homéostasie osseuse est dépendante de la balance entre les fonctions ostéoblastiques
d’apposition osseuse et ostéoclastiques de résorption osseuse faisant intervenir de nombreuses
molécules de signalisation dont RANKL [Blin-Wakkach et coll., 2004].

RANKL est exprimée principalement au niveau des tissus osseux, médullaires et lymphoides et
intervient, en association avec d’autres facteurs de croissance comme le M-CSF (Macrophage-
Colony Stimulating Factor), dans la différenciation des pré-ostéoclastes exprimant son récepteur
RANK [Khosla, 2001]. La libération de RANKL dans le milieu extracellulaire se fait selon le méme
mécanisme de clivage protéolytique que 'EDA, faisant intervenir d’autres protéases que la furine
que sont la TNF Converting Enzyme (TACE), une disintegrin et les métallo-protéases
membranaires (MMP) MT1-MMP, MMP 19, MMP-14 et ADAM-10 [Hikita et coll., 2006]. L’interaction
RANKL-RANK méne au recrutement de TRAF6-TAB2-TAK1 et a I'activation de NF-kB dimérique
composé des sous-unités p50/p52, par lintermédiaire des MAP Kinases ERK, p38 et JNK
[Misukami et coll., 2002 ; Lee et Kim, 2003]. La protéine tyrosine Kinase c-src, appartenant a la voie
de signalisation du M-CSF, est également activée et contrble I'adhésion ostéoclastique via
intégrine a5/B3, récepteur a la vitronectine [Blin-Wakkach et coll., 2004]. La voie de signalisation
RANKL intervient également dans les processus d’activation ostéoclastique, en plus de
I'ostéoclastognése, en induisant I'expression d’enzymes comme la TRAP (Phosphatase Acide
Tartrate-Résistante) impliquée dans la déphosphorylation des protéines matricielles et donc la
dégradation de la matrice extracellulaire organique osseuse [Hayman et coll., 1996]. En association

avec le M-CSF, RANKL active également le facteur transcriptionnel MITF (Microphtalmia
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Transcription Factor) impliqué dans les processus de fusion et d’activité ostéoclastique [Hodgkinson
et coll., 1993].

Les modéles murins Knock-out avec inactivation des génes codant pour le facteur MITF ou TRAP
sont caractérisés par une anomalie de la différenciation ostéoclastique et un phénotype
ostéopétrotique, associé, dans le cadre du Knock-out TRAP, a une anomalie de l'ossification

enchondrale [Hodgkinson et coll., 1993 ; Hayman et coll., 1996].

Ces différents modéles murins présentent un phénotype d’augmentation de la densité
osseuse, également observé chez le modéle Tabby [Hill et coll., 2002], montrant que les
mémes mécanismes moléculaires d’altération de la voie NF-kB et de la différenciation

ostéoclastique semblent impliqués.

Des interactions et mécanismes moléculaires coopératifs ont été décrits entre la voie TNFR, a
laquelle appartient EDAR, et RANKL [Zhang et coll., 2001]. En effet, une association synergique a
été décrite sur un modéle de culture cellulaire de précurseurs ostéoclastiques entre une molécule
de la famille TNF et RANKL (Zhang et coll., 2001). Ainsi, une augmentation de I'ostéoclastogenese
et de I'expression des médiateurs de RANKL (c-src, TRAF2 et TRAF6) a été observée aprés
traitement par TNF, suggérant des interactions fonctionnelles entre les deux voies de signalisation
(Zhang et coll.,, 2001). La voie RANKL-RANK, ainsi que [linhibiteur endogéne de RANKL,
I'ostéoprotégérine (OPG) sont également impliquées dans de nombreux processus de résorption
osseuse pathologique, comme les arthrites inflammatoires, les destructions articulaires, les
érosions osseuses intra-articulaires ou les métastases tumorales osseuses [Lubberts, 2003; Hui et
coll., 2005; Dougall et Chaisson, 2006 ; Jin et coll., 2007]. En effet, les mécanismes de résorption
ostéoclastique jouent un réle prépondérant dans les complications squelettiques de I'arthrite
rhumatoide consistant en érosions osseuses focales et diffuses, ainsi qu’en ostéoporose péri-
articulaire et impliquant des interactions entre la voie RANKL/RANK/OPG et et les lymphocytes T
activés [Bezerra et coll., 2005]. En effet, le facteur RANKL est exprimé par les lymphocytes T
induisant la différenciation ostéoclastique et la destruction osseuse corticale et trabéculaire
arthritique [Bezerra et coll., 2005]. Les lésions ostéolytiques des métastases osseuses tumorales
des carcinomes du sein ou de la prostate se font sur le méme mode d’activation de la voie NF-kB
via RANKL [Dougall et Chaisson, 2006].

RANKL et la voie NF-kB sont également impliqués dans le développement squelettique, aussi bien
des os longs, caractérisés par une ossification endochondrale, que des os du massif cranio-facial
[Kartsogiannis et coll., 1999]. En effet, RANKL est exprimé durant le développement embryonnaire
murin au niveau des chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques des os longs, mais

également au niveau des cellules mésenchymateuses et des ostéoblastes en phase de sécrétion
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matricielle des os cranio-faciaux [Kartsogiannis et coll., 1999]. Les ostéocytes n’expriment pas les
transcrits de RANKL, suggérant que la voie RANKL-NF-kB est impliquée dans le métabolisme et la

croissance osseuse [Kartsogiannis et coll., 1999].

RANKL et 'OPG sont impliqués dans le développement du cartilage de Meckel chez la souris
[Sakakura et coll.,, 2005]. En effet, RANKL est immunolocalisé au niveau des cellules
chondrogéniques et des chondrocytes matures du cartilage de Meckel a ED 14 et 15, alors que le
périchondre est négatif. RANKL est également retrouvé au niveau du tissu mésenchymateux de la
mandibule en développement et des centres d’ossification a ED15 [Sakakura et coll., 2005],
confirmant son implication dans le développement mandibulaire. L'OPG est également
immunolocalisée au niveau des chondrocytes du cartilage de Meckel et des ostéoblastes de la
mandibule en formation, montrant I'existence d’'une balance entre RANKL et OPG intervenant dans
les processus de résorption du cartilage de Meckel [Sakakura et coll., 2005]. Le marqueur
ostéoclastique TRAP est également retrouvé au niveau de la mandibule en développement, et plus
précisément au niveau de la région latérale et médiane caractérisée par des processus de
résorption du cartilage de Meckel [Sakakura et coll., 2005]. Un phénomeéne de superposition entre
'immunolocalisation de RANKL et de TRAP est observé au niveau du cartilage de Meckel en cours
de résorption, confirmant I'importance de la voie RANKL-NF-kB et des processus de résorption
ostéoclastique dans le développement mandibulaire embryonnaire. En effet, le cartilage de Meckel
est une structure importante, support de la mandibule embryonnaire et déterminant sa future

morphologie [Frommer et coll., 1971].

L’analyse des différents sites de liaison intracellulaire TRAF du récepteur RANK a montré que seule
linteraction RANK-TRAF6 est nécessaire a I'activation ostéoclastique, confirmant les fonctions
moléculaires importantes de TRAF6 dans la voie de transduction RANKL-RANK [Galibert et coll.,
1998 ; Armstrong et coll., 2002]. La surexpression isolée de TRAF6 et RANK dans un modéle
cellulaire confirme I'interaction entre le récepteur RANK et TRAF6 et donc I'existence de sites de
liaison intracellulaire TRAF aussi bien pour le RANK que pour EDARADD [Misukami et coll., 2002].
De méme TAB2 et TAK1 surexprimées isolément co-immunoprécipitent avec RANK. Les mémes
expériences de surexpression par transfection de RANK et de co-immunoprécipitation ont mené a
la formation d’'un complexe moléculaire RANK-TRAF6-TAB2-TAK1 aprés stimulation par RANKL
[Mizukami et coll., 2002]. De plus, la transfection cellulaire d’'une version tronquée de TRAFG6 inhibe
I'activation de NF-kB induite par RANKL [Mizukami et coll., 2002]. La surexpression dans le méme
modeéle cellulaire d’'une kinase mutée TAK1 ou d’'une forme tronquée de TAB2 inhibe également
'activation RANKL-dépendante de NF-kB [Misukami et coll., 2002]. L’'activation de NF-kB par
RANKL nécessite donc la présence de TAB2 permettant I'interaction RANK-TRAF6 avec TAK1,

TAB2 jouant le réle de molécule de pontage [Takaesu et coll., 2000].
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2.4.2 Le facteur transcriptionnel NF-kB et inactivations des sous-unités monomeériques Rel

Le facteur NF-KB est un facteur transcriptionnel pléiotropique impliqgué dans les processus anti-
infectieux et inflammatoires, dans I'apoptose et la croissance cellulaire [Beg et coll., 1993; Snapper
et coll.,, 1996 ; Smahi et coll., 2002]. Le complexe trimérique NF-kB est donc situé en aval des
molécules EDARADD-TAB2-TAK1-TRAFG6 et est activé par ces derniéres suite a la fixation de
'EDA a EDAR [Courtney et coll., 2005 ; Morlon et coll., 2005]. Ce facteur de liaison a 'ADN a été
identifié originellement dans les noyaux de cellules lymphocytaires B matures en tant que facteur
nécessaire a I'expression des chaines Iégéres kappa des Immunoglobulines. Le facteur NF-kappaB
est exprimé dans de nombreux autres types cellulaires et active la transcription de génes variés
codant pour des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance ou des molécules
d’adhésion [Baldwin, 1996]. Les principales cibles transcriptionnelles du facteur NF-kB activé sont
des génes impliqués dans la morphogenése comme Sh, follistatine ou CTGF [Pummila et coll.,
2007], le cycle cellulaire (cycline D1) et surtout la différenciation ostéoclastique (AP1, NFAT1,
NFAT2) [Gohda et coll., 2005].

Sa fonction dans la biogenése des dérivés ectodermiques et dans le maintien de 'homéostasie
cutanée est de découverte plus récente. NF-kappaB régule la morphogenése osseuse,
I'ostéoclastogeneése, la prolifération kératinocytaire et présente un rdle anti-apoptotique [Schmidt-
Ullrich et coll., 2006] De plus, NF-kappaB intervient dans la différenciation kératinocytaire et la
mélanogenése. NF-kappaB est un complexe hétéromérique composé de protéines et de kinases de
la famille Rel [Fujita et coll.,1992]. Aprés un stimulus constitué par la liaison d’une cytokine, d’'un
facteur mitogéne, d’'une molécule de la famille TNF comme I'EDA, a lieu la phosphorylation par
IKK1 et IKK2 activées par NEMO de l'inhibiteur de NF-kappaB, IkB. Ceci méne a une dissociation
de IkB libérant ainsi le complexe NF-kappaB dimérique qui va faire I'objet d’une translocation

nucléaire et jouer son réle de facteur transcriptionnel [Fujita et coll., 1992; Kenwrick, 2002].

Les sous-unités monomériques du facteur NF-kB sont les facteurs de la famille Rel correspondant a
un proto-oncogéne viral identifié dans le virus de la Réticuloendothéliose [Baldwin et coll., 1996]. II
s’agit d'un rétro-virus responsable de leucémies animales. Les complexe homo ou
hétérodimériques peuvent étre constitués par 2 des 5 facteurs appartenant a la famille Rel
regroupant les sous-unités : Rel A (p65), Rel B, c-Rel (Rel), NF-kappa-B1 (p50) et NF-kappa-B2
(p52) [Fujita et coll., 1992]. Ces sous-unités du facteur NF-kB sont caractérisées par la présence
d’'un domaine d’homologie Rel impliqué dans la liaison a 'ADN et I'activation transcriptionnelle NF-
kKB dépendante [Baldwin et coll., 1996]. Le domaine d’homologie Rel code également pour le site de

dimérisation, ainsi que pour le signal de localisation nucléaire [Baldwin et coll., 1996]. L'inactivation
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par Knock-out de ces différentes sous-unités monomériques de NF-kB méne a un phénotype
immunitaire et osseux [Snapper et coll., 1996 ; Franzoso et coll., 1997]. Le phénotype du modéle
murin double Knock-out p50/p52 -/- est caractérisé par une létalité a 3-4 semaines de
développement postnatal, un retard de croissance et une ostéopétrose [Franzoso et coll.,, 1997 ;
lotsova et coll., 1997]. La double inactivation des sous-unités monomeériques de NF-kB, p50 et p52
meéne a une absence d’éruption des incisives, caractéristiques de I'ostéopétrose, ainsi qu’'a une
augmentation généralisée de la radio-opacité des os longs et du complexe cranio-facial et une

absence de cavités médullaires [Franzoso et coll., 1997].

L’analyse histologique des caractéristiques de I'ostéopétrose montre I'inclusion ostéo-cartilagineuse
intra-médullaire chez les souris double knock-out p50/p52 -/- et I'absence d’ostéoclastes matures
multinucléés TRAP+ [Franzoso et coll.,, 1997]. Une absence des précurseurs ostéoclastiques
TRAP+ est également associée au double Knock-out, montrant I'implication du facteur NF-kB dans
les stades précoces de l'ostéoclastogenése. L’inactivation isolée de p50 ou p52 ne meéne
néanmoins a aucune anomalie osseuse métabolique ou trouble du développement squelettique
[lotsova et coll., 1997].

Le phénotype ostéopétrotique est lieé a un défaut intrinséque de la lignée ostéoclastique, ce qui a
été démontré par des expériences de co-culture entre ostéoblastes primaires et précurseurs
spléniques de souris Wild-type ou double Knoch-out p50/p52 -/-. En effet, des ostéoclastes matures
fonctionnels ne sont produits qu’a partir des précurseurs spléniques des souris Wild-type et non
p50/p52 -/- [Franzoso et coll., 1997]. Des macrophages matures F 4/80 + sont immunolocalisés au
niveau de coupes de tissus spléniques et hépatiques des souris double Knock-out p50/p52, ce qui
démontre que I'altération de la différenciation ostéoclastique se fait a un stade tardif de I'évolution
de la lignée myélomonocytaire aprés divergence de la lignée macrophagique et ostéoclastique. Le
phénotype ostéopétrotique des souris p50/p52 -/- est supprimé aprés administration et transfert
adoptif de cellules hépatiques feetales Wild-type contenant des ostéoclastes et des précurseurs
hématopoiétiques. En effet la formation d’'une cavité médullaire et une éruption dentaire normale
sont induits par administation de ces cellules hépatiques fcetales [Franzoso et coll., 1997]. La
transplantation de cellules souches médullaires permet également la disparition du phénotype
ostéopétrotique [lotsova et coll., 1997], confirmant I'existence d'un défaut intrinséque de la

différenciation ostéoclastique a partir des précurseurs médullaires.

Une anomalie de la différenciation ostéoclastique menant a un phénotype ostéopétrotique

est donc associée a une inactivation de sous-unités du facteur NF-kB.
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Le complexe NF-kappaB est maintenu inactif dans le cytoplasme par liaison avec une protéine
inhibitrice de la famille des IKB pour Inhibitor NF-kappaB formant ainsi une structure trimérique
[Alkalay et coll. 1995]. Les facteurs IKB existent sous 6 différentes isoformes qui sont IKBa, IKBS,
IKBy, IKBo et IKBe et BCL-3 [Beg et coll., 1993]. La séquestration cytoplasmique du complexe
dimérique NF-kappaB par un facteur IKB, résulte en un masquage de la séquence de localisation
nucléaire [Beg et coll., 1993]. La protéine IkB, maintenant NF-kB sous forme cytoplasmique inactive
est phosphorylée lors de l'activation de la voie de signalisation et la liaison de 'EDA a son
Récepteur EDAR, entrainant une phosphorylation de IkB par les kinases IKK et sa
polyubiquitination et sa dégradation protéasomique au niveau du protéosome 26S [Courtney et
coll., 2005].

2.5 LE FACTEUR NF-KB ESSENTIAL MODULATOR (NEMO)

Le complexe moléculaire intervenant dans I'activation de NF-kB par les kinases IKK est I'ensemble
NEMO (NF-kB Essential Modulator)/IKK (Inhibitor Kappa Kinase). |l s’agit d’'une structure
hétérotrimérique constituée de 2 protéines kinases, IKK1 et IKK2, phosphorylant aprés activation
IKB, entrainant sa poly ubiquitination et sa dégradation protéasomique [Alkalay et coll., 1995 ;
Courtney et coll., 2005]. En plus de ces 2 kinases, ce complexe est constitué par une protéine
appelée NEMO ou IKKy sans activité catalytique, qui est le modulateur essentiel de NF-kappaB
[Beg et coll., 1993]. La découverte de ce complexe moléculaire phosphorylant IKB s’est faite par
fractionnement biochimique et électrophorése, permettant l'identification d’'un complexe de haut
poids moléculaire d’environ 800kDa, comprenant 2 sous-unités catalytiques (IKK1 et IKK2) et une
sous-unité régulatrice (NEMO ou IKKy) [Makris et coll., 2002]. NEMO est une molécule régulatrice
dont la mutation entraine un phénotype de Dysplasie Ectodermique avec immunodéficience et
ostéopétrose ou avec anomalies rétiniennes et neurologiques associées dans le cadre
d’'Incontinentia Pigmenti [Smahi et coll.,, 2002]. Les mutations hypomorphiques du géne IKBKG
codant pourr NEMO sont associées a une forme de dysplasie ectodermique avec ostéopétrose et
immunodéficience, alors que les mutations amorphiques sont impliquées dans Incontinentia
Pigmenti [Doffinger et coll., 2001 ; Carrol et coll., 2003 ; Niehues et coll., 2004].

Incontinentia Pigmenti est une génodermatose dominante liée a I'X, létale durant la période
anténatale chez les individus males, et caractérisée par un phénotype dermatologique sévére sous
forme de Iésions vésiculleuses, verruqueuses et d’hyper-pigmentation selon les lignes de Blashko
[Smahi et coll., 2002 ; Zou et coll., 2007]. Un réarrangement génomique complexe caractérise 85%
des patients avec Incontinentia Pigmenti, sous forme d’une large délétion de I'exon 4 a I'exon 10
inhibant l'activation de NF-kB par NEMO/IKK [Aradhya et coll., 2001]. Un phénotype d’éruption
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cutanée pigmentée, d’érythtrodermie, d’alopécie, d’'immunodéficience, d’anomalies dentaires et de
proéminence frontale a été décrit chez une patiente présentant une mutation hypomorphique du
géne IKBKG (Inhibitor Kappa B kinase gamma gene) [Mancini et coll., 2008]. Le phénotype
caractéristique d’Incontinentia Pigmenti avec des anomalies cutanées, neurologiques et
phanériennes a été décrit en rapport avec de larges délétions du gene NEMO (exons 4-10), mais
également des délétions d’'un seul nucléotide ou un polymorphisme [Zou et coll., 2007]. Une
mutation hypomorphiqgue du géne NEMO a été également rapportée dans un cas
d'immunodéficience sans dysplasie ectodermique [Niehues et coll., 2004]. Une forte sensibilité des
cellules de patients avec Incontinentia Pigmenti a I'apoptose induite par TNF montre I'importance
de l'apoptose dans les lésions dermatologiques et les fonctions anti-apoptotiques de NEMO/IKK
[Smahi et coll., 2002].

NEMO présente également des fonctions moléculaires durant I'odontogenése, démontrées par le
phénotype molaire de souris avec Knock-out conditionnel épithélial de NEMO [Courtney et coll.,
2005]. Le phénotype molaire de ce modéle murin est fortement similaire au phénotype dentaire du
modéle Tabby avec hypotrophie du germe des molaires et anomalie de la morphologie cuspidienne
[Courtney et coll., 2005]. Cette correspondance phénotypique entre le modéle Knock-out NEMO et

Tabby montre I'implication du facteur NEMO dans la voie de transduction de 'EDA.

La mutation hypomorphique du facteur NEMO menant a une inhibition partielle de I'activation de
NF-kB par NEMO est associée une Dysplasie Ectodermique syndromique avec ostéopétrose et
immunodéficience associées [Doffinger et coll., 2001 ; Courtois et coll., 2001 ; Dupuis-Girod et coll.,
2002 ; Vinolo et coll.,, 2006]. Le phénotype squelettique est caractérisé par une radio-densité
corticale marquée avec réduction de I'espace médullaire au niveau des os longs, des vertébres, de
l'os iliaque et particulierement au niveau de la volte cranienne [Doffinger et coll., 2001]. Les
analyses histologiques de biopsies osseuses ont montré des modifications structurales osseuses
caractéristiques de 'ostéopétrose avec des trabéculations osseuses denses, larges et irréguliéres
[Doffinger et coll., 2001]. Ces trabéculations osseuses hypertrophiques sont caractérisées par la
présence d’'un ilot central cartilagineux, ce qui se rapproche du phénotype osseux associé au
modéle murin Tabby avec présence d’inclusions cartilagineuses intra-osseuse [Hill et coll., 2002].
L’analyse par microscopie électronique a montré la présence d’ostéoclastes sans anomalies de
nombre ou de morphologie cellulaires, les analyses de la fonction ostéoclastique ou de la bordure
en brosse impliquée dans la résorption osseuse n’ayant pas été réalisées [Dupuis-Girod et coll.,
2002]. La biopsie medullaire a montré d’existence de cellules progénitrices de I'ensemble des
lignées hémoatopoiétiques, I'ensemble de ces résultats cliniques et biologiques étant en faveur

d’'une ostéopétrose de type 2 [Dupuis-Girod et coll., 2002].
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La mutation NEMO est donc associée a des altérations de la fonction ostéoclastique, plutdt que de
la différenciation ostéoclastique. Ce phénotype ostéoclastique s’approche du phénotype observé
chez les souris TRAFG6 -/-, caractérisées par la présence d’ostéoclastes non-fonctionnels, plutét que
du phénotype associé aux souris p50/p52 -/- avec absence d’ostéoclastes [Franzoso et coll., 1997 ;

Lomaga et coll., 1999 ].

Le phénotype squelettique associé a la mutation de NEMO confirme donc I'existence
d’anomalies de la différenciation ostéoclastique associées a un dysfonctionnement de la
voie EDA-NEMO/IKK-NF-kB. Une mutation plus en amont au niveau de I'EDA, pourrait
entrainer la méme altération de la signalisation EDA-NF-kB et le méme phénotype

ostéopétrotique.

2.6 PATHOLOGIES METABOLIQUES OSSEUSES AVEC DYSFONCTIONNEMENT DE LA VOIE NF-KB

La voie NF-kB et les processus d’ostéoclastogenése et de différenciation ostéoclastique sont
altérés dans différentes pathologies métaboliques osseuses comme la maladie de Paget ou
I'ostéolyse familiale, montrant le réle essentiel de cette voie de signalisation dans le métabolisme
osseux [Theoleyre et coll., 2004 ; Bezerra et coll., 2005 ;Hui et coll., 2005 ; Whyte et coll., 2006,
Dougall et coll., 2006 ; Jin et coll., 2007].

En effet RANKL-OPG-NF-kB constitue le systéme régulateur principal du remodelage osseux et de
I'activité ostéoclastique, des mutations avec gain de fonction, situées a différents niveaux de la voie
de transduction, entrainant un phénotype osseux caractéristique avec augmentation du remodelage
osseux [Lucas et coll., 2006]. En effet, des mutations avec duplication en tandem du géne codant
pour le Récepteur RANK appelé TNFRSF11A, entrainant une activation de la voie RANK-NF-kB
sont impliquées dans des phénotypes d’ostéolyse familiale, de maladie de Paget type 2 et
d’hyperphosphatasie squelettique expansive [Whyte et coll., 2006]. Le méme phénotype osseux est
associé a ces différentes pathologies métaboliques osseuses, caractérisées par un remodelage
osseux accéleré et des lésions ostéolytiques, dont la distribution topographique permet le
diagnostic différentiel entre maladie de Paget et I'ostéolyse familiale expansive [Hughes et coll.,
2000]. En effet, les lésions osseuses épargnent le squelette axial dans l'ostéolyse familiale

contrairement a la maladie de Paget [Hughes et coll., 2000].

Les mutations avec insertion du récepteur RANK sont localisées au niveau du peptide signal
impliqué dans le clivage protéolytique de RANK résultant en une accumulation intracellulaire de
RANK, une activation constitutive du récepteur et une activation excessive de NF-kB [Hughes et
coll., 2000].

58



La mutation du géne codant pour l'inhibiteur endogéne de RANKL, OPG, est également a I'origine
d’'un phénotype osseux avec augmentation du remodelage, dans le cadre de la plupart des
maladies de Paget juvéniles [Whyte et coll., 2006]. En effet, cette pathologie autosomique
récessive, trouve son étiologie moléculaire dans linactivation de I'OPG et donc la stimulation
excessive de la voie RANKL-NF-kB [Whyte et coll., 2006].

Une altération moléculaire plus en aval de la voie de signalisation, avec mutation d’'une protéine de
liaison au facteur NF-kB, le sequestosome 1 (p62) constitue I'étiologie moléculaire d’un tiers des
maladies de Paget familiales et d’'une minorité des maladies de Paget sporadiques [Kurihara et
coll., 2007]. En effet, la transfection cellulaire de p62 mutée entraine une hyper-réactivité des
précurseurs ostéoclastiques a RANKL et une augmentation de I'activation de NF-kB. Des Iésions
ostéolytiques et un nombre élevé d'ostéoclastes sont associés in-vivo au modéle murin avec

surexpression du sequestosome 1 muté [Kurihara et coll., 2007].

Des altérations moléculaires de la dégradation du facteur IkB, impliqué dans la séquestration
cytoplasmique du facteur NF-kB, sont liées a la mutation du géne VCP, codant pour la Valosin-
Containing Protein menant une forme de maladie de Paget syndromique appelé IBMPFD pour
«Incusion Body Myopathy-Paget disease-Fronto-temporal Dementia » [Guinto et coll., 2007]. Les
mutations, a l'origine de ce syndrome de démence frontotemporale avec myopathie et maladie de
Paget sont localisées au niveau des sites de poly-ubiquitination de IkB, entrainant une dégradation

excessive de IkB et une activation de NF-kB [Guinto et coll., 2007].

Un phénotype de dysplasie ectodermique avec ostéosclérose centrale a été décrit, dans le cadre
d’'un syndrome d’'un syndrome IBIDS (Ichtyose, brittle hair, cataract and short stature), avec une
dysplasie piliaire caractéristique de la trichithiodystrophie [Civitelli et coll., 1989]. Les analyses
histopathologiques ont exclu le diagnostic d'ostéopétrose, mais ont mis en évidence un
ralentissement de remodelage osseux. Ce syndrome était caractérisé par une ostéosclérose
centrale et une ostéopénie périphérique [Civitelli et coll., 1989], montrant I'existence d’associations

entre anomalies ectodermiques et métaboliques osseuses.

La physiopathologie de ces pathologies osseuses avec anomalies du remodelage osseux
montre bien le role de la voie RANKL-NF-kB dans le métabolisme osseux. Une altération de
la signalisation NF-kB, avec perte de fonction liée a la mutation EDA, pourrait donc étre a

I'origine d’un phénotype osseux inverse avec augmentation de la densité osseuse.
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Fig 14 : (A) Mécanismes moléculaires impliqués dans l'activation de NF-kB par le complexe moléculaire
NEMO/IKK [selon Smahi et coll., 2002].
(B) Mécanismes moléculaires avec altérations de la voie RANKL-NF-kB impliqués dans la

maladie de Paget et les pathologies métaboliques osseuses associées [selon Daroszewska et coll.,

2005].
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3. LE DEVELOPPEMENT CRANIO-FACIAL ET OSSEUX : IMPLICATIONS DE LA VOIE
EDA-NF-kB

3.1 ROLE DE LA VOIE EDA-NF-KB DANS L’INDUCTION NEURALE ET LA DIFFERENCIATION DES

CRETES NEURALES CEPHALIQUES

La différenciation et le développement des structures cranio-faciales, notamment des éléments
squelettiques maxillaires et mandibulaires, sont basés sur des processus complexes faisant
intervenir les cellules des crétes neurales céphaliques, ainsi que différentes molécules de
signalisation et génes homéotiques, pouvant étre en interaction avec 'EDA [Ishimura et coll., 2000 ;
Cobourne et coll., 2003 ; Raible, 2006 ; Pummila et coll., 2007].

Les cellules des crétes neurales céphaliques chez les vertébrés constituent une population de
cellules pluripotentes se différenciant au niveau de la jonction entre la partie latérale de la plaque
neurale et I'ectoderme et migrant vers les différents arcs branchiaux et le processus fronto-nasal
durant les stades précoces de I'embryogenése [Lumsden et coll., 1991 ; Basch et coll., 2006 ; Chai
et coll., 2006]. Les cellules des crétes neurales des 3 premiers rhombomeéres r 1-3, migrent a partir
de la région latérale du tube neural, en direction du processus fronto-nasal et du premier arc

branchial constitué des processus maxillaire et mandibulaire [Lumsden et coll., 1991].

Le premier arc branchial, a l'origine des éléments squelettiques cranio-faciaux est Hox-négatif et
cette absence d’expression des génes Hox est nécessaire a la différenciation des différents
éléments squelettiques, mais implique d’autres molécules de signalisation comme Fgf8, Wnt ou
BMP et certains génes homéotiques comme Msx ou Lhx [Trumpp et coll., 1999; Shigetani et coll.,
2000 ; James et coll., 2002 ; Cobourne et coll., 2003 ; Knight et Schilling, 2006 ; Nie et coll., 2006 ;
Sasaki et coll., 20086].

Les cellules des crétes neurales sont caractérisées par une plasticité et donc influencées par des
signaux moléculaires produits par leur environnement, et notamment par I'ectoderme branchial,
permettant la différenciation des éléments squelettiques cranio-faciaux et la détermination de leur
morphologie et taille [Le Douarin et coll., 2004]. De plus, la spécification précoce de I'ectoderme
orofacial et la différenciation du domaine ectodermique proximal et distal, aprés interaction avec
'endoderme pharyngien, influence de fagon importante la migration vers les arcs branchiaux des

cellules des crétes neurales céphaliques [Miletich et coll., 2004]. L’ectoderme cranio-facial joue un
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réle prépondérant dans la spécification des cellules des crétes neurales et la morphogenése cranio-
faciale.

Ainsi, une dyshistogenése ectodermique, liée a la mutation EDA, pourrait étre a lorigine
d’altérations des interactions entre I'ectoderme et les cellules des crétes neurales céphaliques et,
par conséquent, de certaines dysmorphies cranio-faciales associées au phénotype de la DEX. De
plus, 'EDA a été immunolocalisée, durant le développement embryonnaire humain, au niveau des
cellules neuroectodermiques, qui se différencieront en cellules des crétes neurales [Montonen et
coll., 1998]. L'EDA semble donc jouer un réle important dans le développement neuroectodermique
et une altération de ses fonctions liées a la mutation EDA, pourrait altérer la différenciation des

cellules des crétes neurales et la morphogenése cranio-faciale.
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Fig 15 : (A) Processus fronto-nasal et premier arc branchial avec processus maxillaire et mandibulaire
peuplés par les cellules des crétes neurales céphaliques [selon Chai et coll., 2006].
(B) Crétes neurales se développant sur la partie latérale de plaque neurale et zones d’interactions
entre ectoderme, mésenchyme dérive des crétes neurales et endoderme pharyngien [selon Chai et
coll., 2006].
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3.2 INTERACTIONS MOLECULAIRES ENTRE LA VOIE EDA-NF-KB ET LES FACTEURS WNT ET BMP-
Msx

Les cellules des crétes neurales, faisant I'objet d’'une transformation épithélio-mésenchymateuse,
constituent I'ectomésenchyme des arcs branchiaux et se différencient en cellules pigmentaires,
cellules ganglionnaires du systéme nerveux périphérique et éléments squelettiques et cartilagineux
cranio-faciaux [Labonne et coll., 1999]. Les mécanismes d’induction neurale, de différenciation, de
prolifération et de migration des cellules des crétes neurales font intervenir différentes voies de
signalisation dont les FGF, BMP-Msx, Wnt et I'acide rétinoique [Knight et Schilling, 2006 ; Basch et
coll., 2006 ; Barlow et coll., 1999; Bei et coll., 2000 ; Aybar et coll., 2002 ; Han et coll., 2003 ;
Ramos et Robert, 2005 ; Levi et coll., 1986]. Le facteur Wnt, semble étre un des éléments
essentiels dans I'induction neurale, en association avec d’autres molécules de signalisation comme
les BMP, impliquées dans la différenciation de la région latérale de la plague neurale et donc des
crétes neurales [Tribulo et coll., 2003]. En effet, I'induction de Msx1 au niveau des futures crétes
neurales par Bmp4 est nécessaire aux processus d’induction neurale et a I'expression de
marqueurs moléculaires des crétes neurales comme Snail, Slug ou FodD3 [Tribulo et coll., 2003].
Bmp2 et Bmp4 sont exprimés au niveau des 2 premiers arcs branchiaux et du processus fronto-
nasal, intervenant donc dans la différenciation précoce des éléments cranio-faciaux [Francis-West
et coll., 1998 ; Basch et coll., 2006].

Une concentration spécifique intermédiaire et la mise en place d'un gradient de Bmp4 sont
impliqués dans l'induction neurale, démontrant le réle de la voie de signalisation BMP-Msx dans la
différenciation des éléments cranio-faciaux. En effet, I'inhibition in vitro de I'activité Msx induite par
I'expression de dominants négatifs de Msx, a mené a la disparition du territoire des marqueurs
moléculaires des crétes neurales, inversement l'activation de Msx a entrainé une expansion des
cellules des crétes neurales [Tribulo et coll., 2003]. L’'importance de la voie BMP-Msx a également
été démontrée par des modéles murins surexprimant, un inhibiteur de BMP appelé Noggin
caractérisé par un phénotype squelettique avec anomalies des dérivés des arcs branchiaux et de la
région occipitale [Kanzler et coll., 2000]. Les ganglions craniens, dérivés des cellules des crétes
neurales, en particulier les ganglions du IX ®™ et X ™ nerf cranien sont affectés par la transgenése
de Noggin, démontrant I'importance de la voie BMP-Msx dans la différenciation des dérivés des
crétes neurales [Kanzler et coll., 2000]. Le phénotype des embryons de souris Knock-out Bmp2 -/-
est caractérisé par I'absence d’arcs branchiaux et I'absence de cellules migrantes des crétes
neurales, confirmant le réle de la voie de signalisation BMP dans la formation des cellules des

crétes neurales [Kanzler et coll., 2000].
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La voie BMP-Msx semble étre a I'origine de la cascade génétique impliquée dans I'acquisition de
I'identité moléculaire et de la morphologique des crétes neurales céphaliques. La voie BMP-Msx
intervient aussi bien dans la différenciation des crétes neurales que dans les interactions épithélio-
mésenchymateuses au sein des arcs branchiaux, définissant ainsi leurs dérivés squelettiques
[Kanzler et coll., 2000].

La voie de signalisation de 'EDA est caractérisée par des interactions avec la voie BMP-Msx, via
deux inhibiteurs de BMP appelé Ccn2/CTGF (CCN family protéine 2/Connective Tissue Growth
Factor) et Follistatine [Pummila et coll., 2007]. En effet, un réle d’inhibition de Bmp4 par 'EDA a été
montré sur des explants dentaires en culture, TEDA exogéne inhibant la production d’améloblastine
induite par Bmp4 [Pummila et coll., 2007]. De plus, I'application d’EDA exogéne sur des explants
cutanés induit la production de transcrits de Ccn2/CTGF et de Follistatine. L’induction rapide de
Ccn2/CTGF suggere qu'il s’agit d’'une cible transcriptionnelle directe de la voie EDAR-NF-kB
[Pummila et coll., 2007]. Par ailleurs, des expériences d’hybridation in situ ont montré la co-

localisation du récepteur EDAR et Ccn2 au niveau des placodes ectodermiques en formation.

De plus, des domaines d’expression similaire de la sous-unité monomérique c-rel de NF-kB et msx1
ont été démontrés par hybridation in situ durant le développement squelettique embryonnaire
[Bushsid et coll., 2001], suggérant I'existence d’interactions entre NF-kB et msx1. Le facteur NF-kB
est nécessaire et régule I'expression de msx-1, 'administration d’un inhibiteur trans-dominant de
NF-kB (rétrovirus RCAS-aAN) entrainant une diminution de I'expression de msx1 [Bushdid et coll.,
2001].

La région promotrice 5 du géne codant pour msx1 contient trois sites de liaison au facteur NF-kB
appelé kB1, kB2 et kB3, la protéine c-rel recombinante étant caractérisée par une liaison spécifique

préférentielle au site KB3 mais se lie néanmoins a kB2 et kB1 [Bushdid et coll., 2001].

L’existence d’interactions moléculaires étroites entre la voie BMP-Msx et EDA-NF-kB
suggére que la mutation EDA, modifiant la signalisation NF-kB, pourrait étre a I’origine de
perturbations de I'induction neurale et de la différenciation des dérivés squelettiques cranio-

faciaux des crétes neurales.

Des interactions entre EDA et la voie de signalisation Wnt-B-caténine-Lef1, importante dans les
processus d’induction neurale, ont été décrites [Kere et coll., 1996 ; Tucker et coll., 2000], en raison
de I'existence d’'un site de liaison Lef-1 associé au promoteur du géne EDA [Kere et coll., 1996]. La
voie Wnt-B-caténine-Lef1 induit donc la transcription du géne codant pour 'EDA. Néanmoins,

aucune modification de I'expression des facteurs EDA et EDAR durant la morphogenése dentaire
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des souris Knock-out Lefl -/-, démontrant que EDA/EDAR ne sont pas situés en aval de Lef1
[Tucker et coll., 2000].

Ces interactions moléculaires étroites entre Wnt et EDA, médiées par (3-caténine-Lef1 pourraient
donc étre modifiées par la mutation EDA, perturbant la différenciation des cellules des crétes

neurales et la morphogenése cranio-faciale.

La voie de signalisation Wnt-B-caténine est également impliquée dans les processus de
différenciation ostéogénique a partir des cellules progénitrices médullaires, en stimulant
I'ostéoblastogenése et en inhibant I'adipogenése [Bennet et coll., 2005]. Le modéle murin FABP4-
Wnt10, surexprimant Wnt est caractérisé par un phénotype squelettique avec augmentation de la
masse osseuse, augmentation de la densité minérale osseuse et du nombre de trabécules
osseuses mise en évidence par micro-tomographie [Bennet et coll., 2005]. Wnt stimule
I'ostéoblastogenése en induisant I'expression de facteurs transcriptionnels ostéoblastogéniques
comme Runx2, DIx5 et ostérix [Bennet et coll., 2005]. En effet, le facteur Runx2 est essentiel aux
processus de différenciation ostéoblastique, en stimulant I'expression de différentes molécules
matricielles osseuses comme le collagéne |, I'ostéopontine, I'ostéocalcine et la Bone Sialoprotein
[Bronckers et coll.,, 2003]. Ainsi, le facteur Runx2 est immunolocalisé durant l'ossification
membranaire chez la souris au niveau des pré-ostéoblastes du périoste, des ostéoblastes et des
ostéocytes de la voute cranienne et de la mandibule [Bronckers et coll., 2003]. Les zones cranio-
faciales d’ossification endochondrale au niveau de la base du créne et du cartilage de Meckel
expriment également le facteur Runx2, montrant les implications de ce facteur ostéogénique dans

le développement cranio-facial [Bronckers et coll., 2003].

Inversement, le modéle murin Knock-out Wnt10 -/- avec inactivation de Wnt10 est caractérisé par
un phénotype osseux avec réduction de masse osseuse, de la densité minérale osseuse et du
nombre de trabécules osseuses [Bennet et coll., 2005]. L'ostéogenése cranio-faciale et la
différenciation ostéogénique pourraient donc également étre perturbées par la mutation EDA, de
par les interactions moléculaires entre 'EDA et la voie de Wnt-B-caténine En effet, 'EDA a été
localisé durant le développement osseux cranio-facial au niveau des ostéoblastes du crane
sécrétant la matrice osseuse dés la 16éme semaine du développement feetal humain, suggérant
implication de la voie EDA-NF-kB dans le développement squelettique cranio-facial [Montonen et
coll., 1998].
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3.3 INTERACTIONS ENTRE EDA ET FGF

La différenciation des éléments squelettiques proximaux et distaux du 1° arc branchial
nécessite une balance entre les voies de signalisation FGF et BMP exprimés au niveau de
'ectoderme oro-facial [Crump et coll., 2004 ; Chai et Maxson, 2006]. En effet, Fgf8
ectodermique est une molécule de signalisation essentielle a la différenciation des éléments
du 1" arc, ce qui est démontré par le phénotype du modéle Knock-out Fgf8 -/-, caractérisé
par I'absence de I'ensemble des structures squelettiques du 1°" arc branchial [Trumpp et
coll., 1999].

La signalisation FGF est impliquée dans le développement des éléments proximaux du 1°
arc branchial, induisant I'expression de génes homéotiques comme Barx1, Lhx6 et Lhx7 au
niveau du mésenchyme sous jacent [Chai et Maxson, 2006]. La voie BMP-Msx régule, quant
a elle, le développement des éléments distaux du 1° arc branchial. Les cellules post-
migrantes des crétes neurales sont donc soumises a une régulation complexe par les voies
BMP et FGF d’origine ectodermique, mettant en évidence le role essentiel de la régulation
ectodermique dans la différenciation des crétes neurales [Chai et Maxson, 2006]. La
régionalisation de I'épithélium oral correspond donc a I'expression spatiale de molécules
comme Fgf8 et Bmp4 [Kettunen et Thesleff, 1998, Haworth et coll., 2004]. De plus, un pré-
patterning des cellules épithéliales orales est décrit, avec une localisation spécifique de ces
cellules au niveau de I'ectoderme durant le développement embryonnaire, avant la migration
des cellules des crétes neurales et la différenciation des arcs branchiaux [Shigetani et coll.,
2000; Haworth et coll., 2004]. La signalisation ectodermique précoce induit I'expression de
genes homéotiques au niveau mésenchymateux intervenant dans la différence osseuse et
cartilagineuse oro-faciale [Haworth et coll., 2004]. Ces données expérimentales confirment le
réle essentiel de I'ectoderme et de ses molécules de signalisation dans la morphogenése
cranio-faciale. Une anomalie des fonctions ectodermiques, liées a la mutation de 'EDA et
aux altérations des interactions entre 'EDA et autres molécules de signalisation, pourrait

donc influer sur les processus précoces du développement cranio-facial.

Des interactions entre la voie EDA-NF-kB et FGF ont été décrites [Pispa et coll., 1999],
suggérant des altérations de la différenciation des éléments du 1°" arc branchial par la

mutation ED1 induisant une anomalie de la signalisation EDA-NF-kB.

En effet, une réversion invitro du phénotype dentaire Tabby, lié¢ a la mutation du facteur Ta-
EDA, a été obtenue par administration de Fgf-10 exogéne sur des explants dentaires Tabby,

alors que le facteur EGF n’a aucun effet sur le phénotype Tabby [Pispa et coll., 1999]. Une
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convergence entre les 2 voies de signalisation EDA et FGF est donc évoquée, probablement
via le facteur transcriptionnel NF-kB [Pispa et coll., 1999]. De plus, le facteur NF-kB est
impliqué dans la régulation de I'expression de FGF qui est TNF-dépendante, durant le

développement embryonnaire des membres [Bushdid et coll., 1998].

Les interactions entre EDA et FGF durant le développement embryonnaire pourraient
donc étre altérées par la mutation de PEDA, entrainant une anomalie de la

différenciation des éléments squelettiques du 1° arc branchicoll.

Le développement squelettique cranio-facial est probablement altéré par la mutation de
'EDA, la voie EDA-NF-kB se situant au centre d’interactions moléculaires avec les facteurs
BMP-Msx, FGF et Wnt. Ces molécules de signalisation sont essentielles dans les processus
de différenciation et de migration des crétes neurales céphaliques, intervenant donc dans les

différentes étapes de morphogenése du massif cranio-facial.

3.4 EDA/TA ET DEVELOPPEMENT SQUELETTIQUE MANDIBULAIRE

L’EDA est également impliquée dans le développement des structures cartilagineuses et
osseuses mandibulaires [Tucker et coll., 2000]. La morphogenése mandibulaire est
caractérisée par la présence d'une structure cartilagineuse guidant le développement
embryonnaire de la mandibule appelé cartilage de Meckel localisé au sein de l'arc
mandibulaire du 1% arc branchial [Frommer et coll., 1971]. L’ectomésenchyme de I'arc
mandibulaire est constitué de cellules des crétes neurales post-migrantes et sa
morphogenése fait également intervenir des interactions entre I'ectoderme oral sécrétant des
molécules comme FGF, TGFB ou BMP et I'ectomésenchyme dérivé des crétes neurales
[Courtney et coll., 2005]. La croissance du cartilage de Meckel se fait selon trois zones
spécifiques, la région antérieure formant la symphyse par ossification enchondrale, la région
postérieure se différentiant en structures osseuses de loreille interne et la région
intermédiaire occupant la plus grande portion du cartilage de Meckel [Frommer et coll.,
1971]. La région intermédiaire du cartilage de Meckel fait I'objet d’'une résorption par
hypertrophie et dégénérescence chondrocytaire faisant intervenir des cellules multinuclées
TRAP+ [Frommer et coll., 1971]. Le facteur Ta (EDA) a été localisé par hybridation in-situ au
niveau de la mandibule et du cartilage de Meckel durant le développement embryonnaire
murin [Tucker et coll., 2000]. Cette expression osseuse et cartilagineuse du facteur Ta
durant le développement mandibulaire suggére I'implication de la voie EDA-NF-kB dans la

morphogenése mandibulaire et la possibilité d’altérations liées a la mutation ED1.
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4. THERAPEUTIQUES IMPLANTAIRES DANS LA DEH

Les tableaux phénotypiques dentaires associés aux DEH avec oligodontie sévére ou
anodontie correspondent a une indication de thérapeutiques implantaires précoces
[Bergendal et coll, 1991 ; Guckes et coll., 2002 ; Clauss, 2005, Kramer et coll., 2007 ;
Bergendal et coll., 2008]. Généralement les thérapeutiques implantaires sont indiquées pour
des patients ayant achevé leur croissance squelettique, étant donné les risques de
complications associées a la mise en place d’implants ostéointégrés en cours de croissance
dento-squelettique [Kramer et coll., 2007]. Les principaux risques de complications sont une
Iésion des germes dentaires en cours de minéralisation, une perturbation de I'éruption
dentaire et une inhibition de la croissance squelettique cranio-faciale dans le sens
transversal ou sagittal [Kramer et coll., 2007]. Néanmoins, les tableaux d’oligodontie et
d’anodontie syndromiques, dans le cas des DEH, ne peuvent pas étre systématiquement
pris en charge par une réhabilitation prothétique pédiatrique maxillo-mandibulaire
conventionnelle. Dés 1991, une équipe a décrit lI'implantation précoce dans la région
symphysaire mandibulaire d’'un patient atteint de DEX, avec la mise en place de 2 implants
chez un patient 4gé de 6 ans dans un contexte d’atrophie osseuse marquée. La premiére
conférence de consensus traitant des thérapeutiques implantaires précoces de la DEX s’est
tenue en 1996 et est intitulée « Consensus conference on oral implants in young patients ».
L’hypotrophie osseuse alvéolaire et basale, notamment mandibulaire, associée aux DEH est
un facteur anatomique défavorable a la stabilisation et la rétention prothétique [Bergendal et
coll., 2008]. L’hypotrophie osseuse peut étre a l'origine d’une instabilité et d’intolérance
prothétique chez I'enfant [Bergendal et coll., 2008]. La mise en place d'implants ostéo-
intégrés en cours de croissance dento-squelettique n’est pas une pratique clinique de
routine.

Ces thérapeutiques implantaires, aussi bien chez les patients en cours de croissance ou

adultes, nécessitent une évaluation du phénotype osseux associé aux DEH.
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PHENOTYPE DENTAIRE ET OSSEUX DU MODELE EXPERIMENTAL
MURIN DE DEX : LA SOURIS TABBY

Le souris Tabby est I'équivalent murin phénotypique de la DEX chez 'homme et est
caractérisé par des anomalies du développement des dérivés ectodermiques (dents,
phanéres, glandes exocrines), présentant une dystrophie ou une agénésie caractéristiques
[Falconer, 1952 ; Gruneberg, 1971]. Cette mutation spontanée a été décrite initialement par
Falconer en 1952 Chez ce modeéle murin, des défauts touchant aussi bien des glandes
exocrines, les glandes lacrymales, sudoripares ou sub-mandibulaires [Griineberg, 1971]. Les
anomalies dentaires liees a la mutation Ta touchent aussi bien la région molaire que la

région incisive [Miard et coll., 1999, Peterkova et coll., 2002 ; Risnes et coll., 2005].

1. PHENOTYPE DENTAIRE DU MODELE TABBY

Le phénotype dentaire de la souris Tabby associe des anomalies de morphologie, de taille,
de position et de nombre des molaires et incisives [Miard et coll., 1999; Kristenova et coll.,
2002]. Ce phénotype dentaire est lié a une altération de 'Enamel Knot primaire, centre
morphogénétique précoce important [Jernvall et coll., 1994], ainsi qu’a des défauts de la
segmentation de la lame dentaire et des phénoménes d’apoptose durant I'odontogenése
[Kristenova et coll., 2002].

Développement des incisives inférieures Tabby

Des analyses morphologiques ont été réalisées, a partir de coupes histologiques et de
reconstructions tridimensionnelles de I'épithélium dentaire, au niveau des incisives Tabby en
cours de développement. Ce travail a montré une réduction de la taille de I'organe de I'émail,
un retard de cytodifférenciation et une modification du rapport corono-radiculaire [Miard et
coll., 1999]. Dés ED 13.5, la largeur de I'organe adamantin est réduite au niveau de l'incisive
Tabby par rapport aux incisives WT [Miard et coll.,, 1999]. De plus des analyses
morphométriques de l'organe de I'émail des incisives Wild-type et Tabby montrent une
réduction de plus en plus marquée du diameétre des incisives Tabby au cours du

développement [Miard et coll., 1999].
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Le stade de capuchon dentaire est caractérisé chez les WT par le développement de la Iévre
cervicale, de 'EK1 et par I'histogenése de I'organe adamantin. A ED15.5 de développement,
une histogenése limitée de l'organe de I'émail, est observée chez les embryons Tabby
[Pispa et coll., 1999]. Le développement de la lévre cervicale est retardé chez les embryons
Tabby a ED 14,5 de développement et une perte de I'asymétrie labio-linguale du centre de
croissance postérieur de la levre cervicale est également associée a la mutation Tabby
[Miard et coll., 1999]. De plus, a ED 18, I'incisive Tabby présente une rotation latérale [Lesot
et coll., 2004]. A la naissance, les incisives des souris Tabby présentent des différences au
niveau de la taille et de la morphologie avec une papille dentaire réduite [Miard et coll.,
1999]. La cytodifférenciation odontoblastique est retardée de 24h chez la souris Ta,
suggérant des modifications de la cinétique de différenciation cellulaire [Miard et coll., 1999].
Des observations histologiques et reconstructions tri-dimensionnelles ont également montré
une réduction de la lévre cervicale et une anomalie de 'organe de I'’émain chez les souris

Tabby post-embryonnaires (Lesot et coll., 2004).

Le phénoype incisif des souris Tabby adultes est caractérisé par des agénésies, hypoplasies
ou fusions d’incisives, dont la prévalence varie entre 11% et 85% selon le fond génétique
considéré [Grineberg, 1971]. Dans une autre étude phénotypique, une absence uni-latérale
d’incisive mandibulaire Tabby est observée dans 15% des cas et une absence bi-latérale
dans 3% des cas, malgré un développement anténatal bilatéral systématique des incisives
mandibulaires Tabby [Lesot et coll., 2004]. De plus, une réduction de la surface d’ancrage

radiculaire a été observeée chez la souris Tabby a 10 PND [Lesot et coll., 2004].
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Fig 16 : (A) Analyses par micro-tomographie de mandibules de souris WT (A-C) et Ta (D-H) montrant
une absence d’incisive chez Ta et une hypoplasie de I'os mandibulaire (H). (B) Coupes
sagittales en micro-tomographie montrant une mandibule WT (A), une hémi-mandibule Ta

avec une incisive hypoplasique (B) et une hémi-mandibule Ta avec une agénésie d’incisive

(©).
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2. PHENOTYPE OSSEUX ASSOCIE A LA MUTATION TABBY

A cb6té des manifestations phénotypiques concernant les dérivés ectodermiques [Peterkova
et coll., 2002 ; Kristenova et coll., 2002], la mutation Tabby est également associée a des
dysmorphies squelettiques et des modifications structurales ossseuses [Hill et coll., 2002].
Ces atteintes osseuses liées a la mutation Ta soulignent les fonctions moléculaires de la
voie EDA-NF-kB dans l'ostéogenése. Un phénotype caudal spécifique a été décrit chez la
souris Tabby avec des anomalies anatomiques sous forme d’une angulation caudale
[Falconer 1952 ; Grineberg, 1966]. Cette description phénotypique a fait I'objet d’une
recherche des mécanismes étiopathogéniques a I'origine de cette dysmorphie, et notamment

d’'une analyse de la structure squelettique vertébrale de la souris Tabby.

L’approche analytique au niveau des vertebres Tabby a montré des anomalies osseuses
histologiques avec des zones épiphysaires, sub-épiphysaires et diaphysaires peu
différenciées et démarquées [Hill et coll., 2002]. De plus, des inclusions cellulaires du
cartilage sub-épiphysaire sont rétrouvées au niveau de I'épiphyse, ainsi qu’une interface
irréguliere entre épiphyse et fibres ligamentaires [Hill et coll., 2002]. Une dysmorphie de la
zone sub-épiphysaire est observée a proximité du disque intervertébral, avec une dysplasie

épiphysaire et des inclusions intra-osseuses de cartilage [Hill et coll., 2002].

Les analyses histologiques ont été complétées par une analyse par micro-tomographie (u-
CT) permettant une approche expérimentale des modifications de la densité et de la
structure osseuse associées a la mutation Tabby. L’analyse par p-CT montre une
augmentation de la densité osseuse trabéculaire au niveau du tibia de la souris Tabby. Les
paramétres osseux trabéculaires statistiquement augmentés chez la souris Tabby
correspondent au volume osseux trabéculaire, aux nombres de connexions inter-trabéculaire
et de trabéculations osseuses [Hill et coll., 2002]. De plus, une réduction significative de
'espacement inter-trabéculaire a également été détectée par yu-CT chez la souris Tabby et
correspond a l'augmention de 'ostéodensité associée a la mutation Tabby. Les anomalies
anatomiques caudales de la souris Tabby semblent donc étre en rapport avec des
altérations structurales et cellulaires osseuses menant a des fractures vertébrales

spontanées.

72



Des analyses par micro-tomographie de mandibules de souris Tabby a 25 PND ont montré
une hypotrophie osseuse mandibulaire (Fig 16) avec une forte réduction de l'alvéole en

rapport avec I'agénésie uni-latérale d’incisive mandibulaire [Lesot et coll., 2004].

Des dysmorphies squelettiques cranio-faciales sont associées au modéle murin Tabby et ont
eté décrites précocément dans le cadre des analyses phénotypiques initiales du modeéle
Tabby [Griineberg et coll., 1971].

De facon intéressante, le modéle murin de dysplasie ectodermique autosomique, la souris
Downless, caractérisée sur le plan moléculaire par une mutation du géne EDAR, ne présente
pas le méme phénotype caudal avec angulation de la queue et fractures vertébrales
spontanées [Sofaer, 1969]. L'isoforme EDA-A2, issue du splicing alternatif de 'EDA-A, et se
liant au récepteur XEDAR pourrait donc également étre impliquée dans le phénotype osseux
de la souris Tabby. Les fonctions moléculaires de la voie de transduction EDA-A2-XEDAR
doivent donc étre étudiées, et notamment au niveau de [l'ostéoclastogenése et

I'ostéogeneése.
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Fig 17 : Analyses histologiques de la structure squelettique vertébrale de la souris Tabby (A et C)

comparée a la souris Wildt-type (B et D) : Dysmorphie sub-épiphysaire (région s), dysplasie

épiphysaire (région e) et inclusions cartilagineuses (c). Selon Hill et coll. (2002).
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PROBLEMATIQUE, OBJECTIFS ET STRATEGIE

1. HYPOTHESES DE TRAVAIL

Pour le complexe EDA-A1-EDAR, les mutations du domaine d’homologie TNF, du site
collagénique, du site de clivage protéolytique et du domaine transmembranaire de 'EDA ou
des sites LBD et DD de EDAR auraient des effets fonctionnels et phénotypiques différents.
Les formes autosomiques dominantes et récessives de DEH, liées a des mutations des
génes EDAR-EDARADD, seraient distinctes sur le plan phénotypique de la DEX.

Des corrélations entre le génotype et le phénotype général [Vincent et coll., 2001] n'ont pas
été établiées dans la DEX. Des analyses phénotypiques dentaires fines de la distribtion
topographique des agénésies et du type de dents atteint en fonction du génotype n’ont pas
été réalisées. Des corrélations génotype-phénotype dentaire et un réle diagnostique de

I'expression dentaire pourraient étre identifiables.

L’'oligodontie sévére des patients atteints de DEX requiert une réhabilitation implanto-
prothétique [Bergendal et coll. 1991 ; Sweeney et coll., 2005 ; Guckes et coll., 2002].

Des taux de complication de I'ostéointégration implantaire plus élevés chez les enfants
atteints de DEX que chez les enfants atteints d’oligodontie non-syndromique ont été
rapportés [Bergendal et coll., 2008]. En effet, 64,3% d’échec implantaire durant la phase
d’ostéointégration ont été décrits au niveau de la mandibule, ce qui constitue un taux d’échec
particulierement élevé [Bergendal et coll.,, 2008]. Chez l'adulte atteint de DEX, des taux
d’échec implantaire inférieurs de 9%, ont été décrits au niveau de la mandibule, avec
néanmoins une forte augmentation de ces taux (24%) concernant les implants maxillaires
[Guckes et coll., 2002]. Dans cette étude, 27% des patients DEX était caractérisés par au

moins une complication de I'ostéointégration implantaire [Guckes et coll., 2002].

Différents facteurs étiologiques peuvent étre incriminés dans ces complications implantaires,
notamment les facteurs anatomiques, avec I'’hypotrophie osseuse et la croissance osseuse,
en ce qui concerne les thérapeutiques implantaires précoces. Une diminution des fonctions
cellulaires ostéoblastiques et de la vascularisation au niveau des tissus osseux des patients

DEX, mécanismes essentiels dans 'ostéointégration, peut également étre suggérée.
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Des modifications structurales et métaboliques osseuses, liées aux altérations de la voie
EDA-NF-kB, pourraient interférer avec les processus d’ostéointégration. Une compréhension
des facteurs intervenant dans les complications implantaires nécessite une analyse du
phénotype osseux, basée sur des examens scanographiques chez I'homme. Ces
modifications structurales osseuses seraient identifiables sur des examens scanographiques
cranio-faciaux de patients DEX et quantifiables par des profils densitométriques ou une

analyse de la densité osseuse selon la classification de Lekholm et Zarb [Lekholm, 1986].

Les examens d’imagerie chez 'homme, seront complétés par des analyses du phénotype
osseux mandibulaire chez la souris Tabby, modéle expérimental de la DEX. Ce modéle a
permis de suggérer des anomalies squelettiques au niveau des os longs et des vertébres,
sous forme d’augmentation de la densité trabéculaire [Hill et coll., 2002]. De telles anomalies

n’ont pas été recherchées au niveau de la mandibule.

2. OBJECTIFS EXPERIMENTAUX

Nos principaux objectifs visent a :

1) Analyser le phénotype dentaire et sa sévérité dans la DEX et les DEH autosomiques chez
’homme.

Concernant le phénotype dentaire du modéle Tabby, la variabilité phénotypique dentaire, par
phénotypage incisif de souris Tabby post-embryonnaires et adultes, sera analysée dans le
prolongement des travaux de Miard et coll., 1999 (phénotypage incisif prénatal des souris
Tabby avec mise en évidence d’'une hypotrophie et d’'anomalies morphologiques de I'organe
de I'émail et de la papille dentaire), en se basant sur des analyses histomorphométriques
des incisives mandibulaires a des stades de développement post-natal précoce (0,5 et 5
PND).

2) Rechercher l'existence de corrélations génotype-phénotype dentaire de la DEX et des
DEH autosomiques. L’analyse du phénotype dentaire en fonction du géne muté (EDA-
EDAR), du type de mutations du géne EDA (mutations tronquantes ou non-tronquantes) et
en fonction du domaine fonctionnel de I'EDA-A1 muté (site TNF, site de clivage
protéolytique, site collagéne-like ou intra-cytoplasmique-transmembranaire de I'EDA-A1)

sera également réalisée.
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3) Caractériser les manifestations phénotypiques osseuses dans la DEH chez ’'homme et le
modeéle expérimental murin Tabby. Les approches seront basées chez ’homme sur I'analyse
d’examens scanographiques, et chez la souris Tabby, sur des analyses histologiques et

histomorphométriques osseuses.

3. STRATEGIES

Souris mutantes Tabby

Patients atteints de DEX post-embryonnaires et adultes
Analyse phénotypique Analyse phénotypique
dentaire osseuse
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GENOTYPES, PHENOTYPES DENTAIRES ET OSSEUX DANS LA
DYSPLASIE ECTODERMIQUE HYPOHIDROTIQUE

Dans le cadre de cette revue, nous avons posé un certain nombre de questions qui seront

abordées dans la suite de ce mémoire.

1. PuBLICATION A « DENTO-CRANIO-FACIAL PHENOTYPES  AND
UNDERLYING MOLECULAR MECHANISMS IN HYPOHIDROTIC ECTODERMAL

DyspPLASIA (HED) : A REVIEW »

Journal of Dental Research, sous presse

Cet article aborde les manifestations phénotypiques dentaires et cranio-faciales décrites
dans la littérature, ainsi que les aspects moléculaires de la dysplasie ectodermique

hypohidrotique liée a I’X (DEX) et des formes autosomiques de DEH.

Nous rapportons également des observations préliminaires, suggérant un phénotype osseux
associé a la DEX, et tentons de I'expliquer par les fonctions biologiques de la voie de

signalisation Ectodysplasine (EDA)-NF-«kB.

Les DEH constituent un groupe complexe de syndromes malformatifs, impliquant 'ensemble
des modes de ftransmission mendélienne et défini par un développement et une
morphogenése pathologiques des dérivés ectodermiques [Pinheiro et Freire-Maia., 1994].
Les DEH sont causées par des mutations de génes codant pour 'ensemble du complexe
moléculaire EDA- Ectodysplasin Receptor (EDAR) —-NEMO-NF-KB.

A c6té de la mutation du géne EDA, responsable de la DEX, les mutations du géne EDAR et
du Death-Domain intracellulaire Ectodysplasin Receptor Associated Death-Domain
(EDARADD) sont impliquées dans les formes autosomiques dominantes et récessives de
DEH [Bal et coll., 2007, Van der Hout et coll., 2008]. Des mutations du géne NEMO sont

identifiées dans les formes complexes de DEH avec immunodéficience et ostéopétrose.
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Le récepteur EDAR active les facteurs intracellulaires TNF-Receptor Associated Factor 6
(TRAF6)-TAK1 Binding Protein-2 (TAB2) et TGFB Activating Kinase-1 (TAK1) menant a
I'activation du complexe de kinases Inhibitor Kappa Kinase a/B( IKKa/IKKB) associées au
modulateur IKKy/NEMO [Morlon et coll., 2005]. Le complexe dimérique NF-KB a différentes
cibles transcriptionnelles impliquées dans les mécanismes de morphogenése (Shh),
d’homéostasie cellulaire (Cyclin-D1) et la différenciation ostéoclastique (Nuclear Factors
Activated T-cells 1/2 : NFAT1/2) [Laurikkala et coll., 2001]. La voie de signalisation EDA-
NF-KB est en interaction avec les voies BMP/Msx, FGF, Wnt/B-caténine et Activine [Pummila
et coll., 2007].

Phénotype dentaire
Un phénotype d’oligodontie, le plus souvent sévére, est également associé a la DEX en
denture temporaire et permanente [Prager et coll., 2006], des microdonties, des dents

antérieures conoides ou un taurodontisme font également partie du tableau clinique.

Les femmes vectrices de la mutation EDA présentent un phénotype d’hypodontie ou
d’oligodontie modérée et des anomalies morphologiques coronaires pouvant constituer

autant de marqueurs phénotypiques de la mutation EDA a I'état hétérozygote.

Mécanismes moléculaires a la base des anomalies de I’'odontogenése

La voie EDA-NF-kB est en interaction étroite avec la voie BMP-Msx, essentielle dans la
différenciation des cellules odontogénes des crétes neurales, via les facteurs inhibiteurs
Ccn2/Ctgf (Cyr61 CTGF Nov Family Protein-2/Connective Tissue Growth Factor) et
Follistatine qui sont des cibles transcriptionnels de NF-kB [Pummila et coll., 2007]. Ces
mecanismes peuvent étre altérés par la mutation EDA, entrainant une inhibition de la
formation des placodes ectodermiques. L’odontogenése fait également appel a des
interactions entre EDA-NF-kB et FGF, régulant le niveau d’expression mésenchymateux de

Msx-1 [Bushdid et coll., 2001], pouvant étre perturbés par la mutation EDA.

Phénotype cranio-facial associé a la DEX

La dysmorphie cranio-faciale est caractérisée par une hypoplasie maxillaire, un
prognathisme mandibulaire, une concavité faciale, une proéminence frontale et des
anomalies de la base du créne [Johnson et coll.,, 2002]. Les analyses céphalométriques
réalisés sur nos patients DEX ont révélé des réductions des hauteurs faciales, une
hypoplasie de la partie antérieure de la base du crane (Selle turcique-Nasion : S-Na) et une

augmentation de la dimension sagittale de la partie postérieure de la base du crane (Basion-
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Selle turcique : Ba-S). Nous avons également identifi¢ une augmentation de I'angle de

flexion basicranien.

Mécanismes moléculaires impliqués dans les anomalies cranio-faciales

Les dysfonctions moléculaires de la voie de signalisation EDA-NF-KB peuvent étre a l'origine
de troubles de la morphogenése cranio-faciale vie les interactions entre EDA et de nombreux
facteurs impliqués dans la différenciation des crétes neurales céphaliques ostéogéniques.
L’'expression d’'EDA a été localisée au niveau des cellules neuroectodermiques et des
ostéoblastes de la volte cranienne [Montonen et coll., 1998], suggérant une fonction
précoce d’EDA dans I'ostéogenése cranio-faciale et des effets de la mutation EDA sur cette
derniére. L'activité FGF joue également un role prépondérant dans le patterning squelettique
cranio-facial et la mutation EDA peut interférer avec ces processus de par le contrble par
NF-kB de la régulation de Msx1 FGF-dépendante. En effet, FGF intervient dans I'expression
du potentiel de différenciation ostéogénique et chondrogénique des cellules des crétes
neurales via les génes homéotiques Barx-1, DIx-1 et Msx-1 [Sasaki et coll., 2006]. De plus,
La voie BMP-Msx est également impliquée dans la différenciation précoce des cellules des
crétes neurale ostéogénes et est influencée par la mutation EDA. de par les interactions

entre les voies de signalisation EDA et BMP-Msx [Pummila et coll., 2007].

Modifications phénotypiques osseuses maxillaires et mandibulaires et mécanismes
moléculaires

Les examens scanographiques mandibulaires de 3 patients males DEX montrent la
présence de zones d’hyperminéralisation médullaire variable au niveau de la symphyse
mandibulaire associées a une hyper-corticalisation. Des modifications osseuses similaires
ont été retrouvées chez le modéle murin Tabby de DEX par micro-tomographie (micro-CT),
avec une augmentation du volume et de la densité osseuse trabéculaire tibiale [Hill et coll.,
2002).

L’EDA est exprimé au niveau des ostéoblastes du créne et des cbtes en phase de sécrétion
matricielle dés la 12°™ semaine de développement embryonnaire humain, suggérant un réle
de 'EDA dans l'ostéogenése, notamment cranio-faciale [Montonen et coll., 1998). Des
anomalies métaboliques osseuses ont été retrouvées dans la DEX avec une réduction des
taux d’hormone paratyroidienne (PTH), qui est un régulateur de la différenciation
ostéoclastique, via la cytokine ostéoclastogénique Receptor Activator of NF-KB Ligand

(RANKL). Ces anomalies pourraient étre a 'origine de troubles du remodelage osseux.

82



Il existe des interactions fonctionnelles entre la voie RANKL- Receptor Activator of NF-KB
(RANK)-TRAF6-NF-KB et EDA-NF-KB, utilisant les mémes facteurs d’adaptation
intracellulaire TRAF6-TAB2-TAK1. Celles-ci pourraient étre perturbées par la mutation EDA

a l'origine d’anomalies du remodelage osseux.

Thérapeutiques implantaires

La thérapeutique bucco-dentaire des patients atteints comporte la es implants ostéointégrés,
ce qui justifie une analyse précise du phénotype osseux et des processus d’ostéointégration.
Des taux de survie implantaire de 95% ont été rapportés chez des patients DEX, avec
néanmoins 27% de patients présentant au moins une complication de I'ostéointégration ; les

complications pourraient étre liées a I'hypotrophie osseuse ou aux modifications structurales.

Perspectives thérapeutiques

L’administration anténatale d’EDA a mené a une réversion du phénotype de souris Tabby au
niveau des anomalies morphologiques dentaires et des phanéres [Gaide and Schneider,
2003]. La transgenése d’EDA-A1 chez les souris Tabby a mené a une restauration du

phénotype wild-type montrant I'intérét de ces approches thérapeutiques expérimentales.

Conclusions

o Les données de la littérature relevées dans cet article montrent qu’'une oligodontie de
séverité variable et des dysmorphies coronaires sont associées a la DEX et aux DEH
autosomiques. Ces observations posent la question de corrélations éventuelles entre le
génotype et le phénotype dentaire. Les mécanismes moléculaires invoqués correspondent a
une altération des fonctions morphogénétiques de la voie EDA-EDAR-NF-kB dans

'odontogenése.
o Dans la mesure ou certains patients DEX présentent des modifications structurales

osseuses mandibulaires (hyperminéralisation médullaire et hypercorticalisation) il sera

nécessaire de réaliser des analyses phénotypiques osseuses approfondies.
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2. PROTOCOLE DE RECHERCHE CLINIQUE

La partie de recherche clinique développée dans ce mémoire consiste en une étude
prospective multicentrique constituant le volet bucco-dentaire du PHRC intitulé « Voie NF-
kB-homéostasie épidermique : caractérisation génétique et biochimie du spectre
clinique allant de I'lncontinentia Pigmenti aux Dysplasies Ectodermiques : un modéle
d’étude pour des pathologies épidermiques cliniquement proches ». Le médecin
investigateur principal du PHRC est le Pr Christine BODEMER, Chef du Service de
Dermatologie et coordonateur du Centre de référence pour les génodermatoses, Hoépital
Necker-Enfants Malades (AP-HP, Paris). Ce PHRC a pour objectifs principaux le
phénotypage général et la recherche de corrélations génotype-phénotype dans les

dysplasies ectodermiques hypohidrotiques.

Sur le plan bucco-dentaire et maxillo-facial, deux études complémentaires ont été menées :
= Phénotype dentaire et corrélations génotype-phénotype dentaire.
= Phénotype osseux.

2.1 MATERIELS

2.1.1 Critéres d’éligibilité

e Age = 2 ans pour lI'examen clinique bucco-dentaire, les moulages et les

photographies.

e Age = 6 ans pour I'examen radiographique panoramique.

e Examen tomodensitométrique pratiqué uniquement chez les patients chez qui un

bilan pré-implantaire est indiqué dans le cadre de la prise en charge thérapeutique.

o Affiliation a un régime de sécurité sociale.

e Consentement éclairé signé par les parents et par I'enfant lorsque I'dge le permet.
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e Diagnostic clinique de DEX ou de DEH autosomique confirmé.

Le phénotype clinique est établi lors d’'une consultation de génétique médicale ou de

dermatologie sur la base de critéres diagnostiques majeurs et mineurs :

Critéres cliniques majeurs Oligodontie
Hypotrichose
Hypofonctionnement sudoral
Onychodysplasie
Dysmorphie cranio-faciale
Hyperpigmentation péri-orbitaire

Critéres cliniques mineurs Xérophtalmie
Xérostomie
Asthme
Atteinte oculaire
Diabéte type |
Terrain atopique
Dystrophie cutanée
Pathologie inflammatoire digestive / broncho-pulmonaire

e Diagnostic moléculaire connu ou en cours de détermination.

Le diagnostic moléculaire consiste en un séquencage de premiére intention des 8 exons du
géne ED1 codant pour lisoforme EDA-A1. L’ADN génomique est extrait des leucocytes
périphériques selon des protocoles standards. Les 8 exons du géne ED1, ainsi que les
jonctions exons-introns ont été amplifiees par PCR en utilisant des primers précédemment
publiés [Kere et coll., 1996 ; Bayes et coll.,, 1998]. Les fragments de PCR ont été purifiés

avec le kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen SA France; www.giagen.com) et séquencés en

utilisant un kit de séquencage BigDye DNA (Applied Biosystems, UK;
www.appliedbiosystems.com). Les réactions ont été analysées avec le séquenceur ABI100
(Applied Biosystems, UK). Lorsque la mutation étiologique n’est pas détectée sur le géne
ED1, les autres loci amplifiés et séquencés correspondent aux génes EDAR et EDARADD
mutés dans les formes autosomiques dominantes et récessives en utilisant les primers

précédemment publiés [Monreal et al, 1999, Bal et al, 2007].

Lorsque la mutation n’a pas été identifiée sur les génes ED1, EDAR et EDARADD, le
diagnostic moléculaire se porte sur les génes codant pour les molécules adaptatrices de la
voie EDA-NF-kB, TAB2 (TAK1 Binding Protein-2), TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor
6) et TAK1 (TGF-B Activated Kinase-1). Ces molécules adaptatrices sont de nouveaux

génes candidats pour les DEH non-ED1.
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Ce diagnostic moléculaire est effectué soit au Service de Génétique Médicale, Hbpital
Purpan, Toulouse (Dr M-C Vincent et Dr N Chassaing) soit a l'unit¢é INSERM U781
(Génétique et Epigénétique des maladies métaboliques neuro-sensorielles et du
développement) et service de Génétique, Hopital Necker-Enfants Malades, AP-HP, Paris (Dr
G Courtois et Dr A Smahi).

2.1.2 Inclusion des patients

L’inclusion a débuté en juin 2006 et se poursuit encore actuellement.

Elle est réalisée dans deux centres de références, celui des manifestations odontologiques
des maladies rares des Hopitaux Universitaires de Strasbourg et le Centre de référence pour
les génodermatoses de [I'hdpital Necker-Enfants-Malades (MAGEC), ainsi que par

I'intermédiaire du service de génétique médicale du CHU de Toulouse.

Le centre de référence pour les malformations rares de la face et de la cavité buccale (Paris
Garanciére) et deux centres de compétence (Marseille et Bordeaux) ont également permis le
recrutement de plusieurs patients. Les examens cliniques ont été effectués sur place et tous

les documents photographiques et radiologiques nous ont été transmis.

L’Association Frangaise des Dysplasies Ectodermiques (AFDE) collabore a ce projet de

recherche en informant les familles afin d’optimiser le recrutement des patients.

2.2 METHODES

2.2.1 Examens cliniques et radiologiques

e Examen clinique bucco-dentaire.

¢ Photographies intra-buccales.

e Empreintes pour modéle d’étude des arcades dento-alvéolaires.

¢ Radiographie panoramique dentaire (orthopantomogramme) effectuée prés du
domicile du patient pour les enfants 4gés de 6 ans et plus ou dans les centres de
référence. Dans certains cas, des familles sont venues en consultation au Centre de
Référence de Strasbourg ou de Necker avec des examens radiographiques déja
effectués par le praticien traitant, parfois alors que I'enfant est 4gé de moins de six

ans. Ceux-ci ont été intégrés dans I'analyse phénotypique dentaire. Cet examen n’a
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pas été reproduit sans indications spécifiques afin de respecter les mesures de
radioprotection pédiatrique.

o Les téléradiographies intra-buccales sont réalisées uniquement chez les patients en
cours de soins a Strasbourg.

¢ L’examen tomodensitométrique concerne seulement les patients qui nécessitent un

bilan pré-implantaire.

Les données cliniques concernant les anomalies des dents temporaires et permanentes, les
tissus mous ainsi que les données radiologiques sont saisies dans la base de données

D4Phenodent (www. Phenodent.org).

2.2.2 Analyses phénotypiques

A) Phénotype dentaire

Critéres diagnostiques des agénésies dentaires

Les orthopantomogrammes ont fait 'objet d’'un double examen par 2 investigateurs, afin

d’évaluer la reproductibilité inter-examinateur des observations.

Pour chaque patient, le nombre d’agénésies dentaires en denture temporaire et permanente,
ainsi que leur distribution topographique au maxillaire et a la mandibule ont été déterminés.
L’identification des dents présentes est basée sur des critéres de localisation anatomique et
de morphologique coronaire et radiculaire. Lorsque I'étiologie de I'absence de dents était
indéterminée (traumatisme, avulsion...), les données phénotypiques n’ont pas été intégrées
a 'analyse. Les agénésies dentaires des troisiemes molaires n'ont pas été prises en compte.

La sévérité de I’hypodontie ou de I'oligodontie est évaluée selon les critéres suivants :

En denture temporaire :

0- 6 agénésies : phénotype modéré d’hypodontie
6 - 12 agénésies . phénotype intermédiaire d’oligodontie
12 -20 agénésies  : phénotype séveére d’oligodontie.

En denture permanente :

0 - 6 agénésies : phénotype modéré d’hypodontie

6 - 12 agénésies : phénotype intermédiaire d’oligodontie
12 - 22 agénésies . phénotype sévere

22 - 28 agénésies . phénotype trés sévere

Elle est complétée par I'étude du type de dents concerné par les agénésies.
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Critéres diagnostiques des anomalies morphologiques

La morphologie coronaire des incisives et des molaires des patients a été évaluée a partir
des examens cliniques, des photographiques intra-buccales et des examens
radiographiques. Une incisive temporaire ou permanente est considérée comme
dysmorphique lorsqu’elle présente une morphologie conique, conoide ou une réduction du
diamétre mésio-distal du bord incisif. Une molaire temporaire ou permanente est considérée
comme dysmorphique lorsqu’elle présente une réduction du nombre de cuspides, ainsi
gu’'une morphologie ou une organisation cuspidienne anormale. Les canines et les
prémolaires n’ont pas été étudiées car I'évaluation des anomalies morphologiques est plus

aléatoire.

Corrélations génotype-phénotype dentaire

Le nombre et la distribution topographique des agénésies dentaires en denture temporaire et
permanente ont été corrélés aux statuts moléculaires des patients atteints de DEX ou de
DEH autosomique, c’est a dire :

e aux génes mutés (ED1 ou EDAR)

e aux types de mutations du géne ED1 (mutations tronquantes ou non-tronquantes).
Les mutations non-tronquantes du géne ED1 sont les mutations faux-sens et les
délétions dans le cadre de lecture (« inframe deletion »).

e Les mutations tronquantes du géne ED1 sont les mutations « frameshift », les
mutations non-sens et les larges délétions géniques.

¢ aux domaines moléculaires de 'EDA-A1 affectés par la mutation : mutations faux-
sens touchant le domaine d’homologie TNF (exon 6-8 du géne ED1 selon la
séquence référence NM_001399) ou le site de clivage protéolytique furine-dépendant

(exon 2 selon la séquence référence NM_001399).

Analyses statistiques

Les comparaisons du nombre d’agénésies dentaires total, maxillaire et mandibulaire en
denture temporaire et permanente ont été effectuées entre les groupes de mutations EDA,
EDAR, TNF et furine par des tests non paramétriques de Kruskal-Wallis. Les comparaisons
entre ces mémes groupes de mutations, du type de dents touché par les agénésies en
denture temporaire et permanente ont été réalisées par des tests non-paramétriques de
Kruskall-Wallis. Les comparaisons de pair du nombre d’agénésies maxillaire et mandibulaire,
pour chaque groupe de mutation, ont été réalisées par des tests non paramétriques de

Wilcoxon.
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B) Phénotype osseux
Un examen tomodensitométrique de la mandibule a été réalisé pour les patients DEH et le

groupe contréle, selon un protocole d'imagerie équivalent.

Les examens scanographiques des patients contrbles ont été effectués dans le cadre d’'une
indication implantaire associée a une oligodontie non syndromique, un édentement acquis
ou un bilan d'une pathologie maxillo-faciale mais sans répercussions sur la région

symphysaire mandibulaire.

Analyses qualitatives

La détermination des densités osseuses médullaire et corticale a été effectuée au niveau de
la région symphysaire mandibulaire a partir des examens scanographiques en se basant sur
la classification des densités osseuses de Lekholm et Zarb. Cette classification de Lekholm
et Zarb identifie 4 types de densité osseuse de D1 (type hyperdense) a D4 (faible densité)
(Fig 18) [Lekholm, 1986; De Oliveira et coll., 2008]. Elle a été utilisée pour notre étude car
une corrélation a été montrée entre la classification de Lekholm et Zarb et la densité
minérale osseuse (BMD) évaluée par tomographie quantitative a faisceau conique
[Aranyarachkul et coll., 2005].
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Fig 18 : Classification des densités osseuses selon Lekholm et Zarb.

» La densité osseuse de type D1 est définie par un os constitué intégralement d’os
cortical homogéne fortement minéralisé.

» La densité osseuse D2 est caractérisée par une épaisse couche corticale entourant
une zone meédullaire centrale d’os trabéculaire.

» La densité osseuse D3 est caractérisée par une fine couche corticale entourant une
zone centrale d’os médullaire.

» La densité D4 se définit par la présence d’'une fine couche cortical entourant une

zone d’os trabéculaire de faible densité. [Lekholm, 1986].

Les profils densitométriques osseux de la région symphysaire mandibulaire ont été

comparés a des profils densitométriques témoins. Les coupes scanographiques de la
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mandibule ont fait I'objet d’'une analyse sur un logiciel de simulation implantaire permettant la
réalisation d’un profil densitométrique (logiciel Simplant™, Columbia Scientific, Inc,
Columbia, USA).

Analyses quantitatives

Mesures de I'épaisseur de la corticale mandibulaire sur les coupes scanographiques
transversales et sagittales a l'aide du logiciel de simulation implantaire Simplant. Les

mesures d’épaisseur corticale ont été comparées a des mesures contréles.

Analyse des anomalies morphologiques et structurales osseuses sur des reconstructions

tridimensionnelles mandibulaires

Réalisation de reconstructions multiplannaires tridimensionnelles de la mandibule a partir
des examens scanographiques a l'aide du logiciel Simplant. Des reconstructions en
isosurface ont été également réalisées a partir des images natives des examens
scanographiques a l'aide du logiciel Amira (version 2.3, TGS, Chelmsford, Massachusetts,
USA) permettant une analyse morphologique et une étude de la structure trabéculaire au

niveau de I'espace inter-cortical mandibulaire.

Analyse des densités osseuses en Unités Hounsfields

Les densités osseuses corticales basales et alvéolaires maxillaires, ainsi que la densité
corticale mandibulaire ont été évaluées en unités Hounsfields (HU), chez des patients DEH
et comparées a des données contrbles issues de la littérature (Turkyilmaz et coll., 2007;
Park et coll., 2008).
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2.2.3 Plan expérimental

Population générale

Patients DEH n=43

Patients males ED1 n=25

Patients EDAR n= 5

Patients males en attente de diag. moléculaire n=11
1. Analyse phénotypique dentaire 2. Analyse phénotypique osseuse

Examens cliniques et RX Examens scannographiques
Patients males avec mutation EDA Patients avec mutation EDA n=6
n=25

Patients DEH non encore identifiés sur
Patients avec mutation EDAR n=5 le plan moléculaire n=6

<>

Groupe contréle

Patients non-DEH avec scanner
mandibulaire

Fig 19 : Population générale et distribution des patients DEX et DEH en fonction des analyses

phénotypiques dentaire et osseuse.
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2.3 POPULATION ETUDIEE

2.3.1 Provenance des patients

Centres Avec diagnostic Avec diagnostic Total
clinique et clinique,
radiologique radiologique, et
moléculaire
CR Strasbourg + 11 12 23
autres centres
CR Necker 7 9 16 N= 39 |

Tableau V : Nombre de patients inclus en fonction des centres et des examens réalisés.

2.3.2 Génotypage des patients atteints de DEX et de DEH autosomique

Type de | DEX DEH DEH non déterminée sur le plan moléculaire
DEH autosomique

Geénes | Gene | Génes EDAR | Complexe EDA-EDAR ou autres génes de la voie de
mutés EDA | ou EDARADD | signalisation EDA-NF-kB ? (TAB2, TAK1, TRAF6, IKK...)

N 19 7 13

Tableau VI : Nombre de patients en fonction des génes mutés.

Les tableaux V et VI synthétisent les données moléculaires des patients ayant été inclus. 26
patients, appartenant a 23 familles différentes, présentent une mutation du géne EDA et 9
patients une mutation du géne EDAR, dans le cadre d’'une DEH autosomique dominante ou

récessive.

Concernant la forme liée a I'’X, sur les 23 mutations pathogénes du géne EDA, 12 mutations,

soit 52.1%, représentent des nouvelles variantes pathogénes :

» Une nouvelle mutation faux-sens c.466 C>G responsable de la modification protéique
p.Arg.156Gly a été identifiée au niveau de I'exon 2 codant pour le site de clivage protéolytique de
'EDA-A1. Le résidu 156 est impliqué dans 2 séquences consensus RVRR et RNKR de
reconnaissance de la protéase furine et correspond a un point chaud mutationnel.

» Trois nouvelles mutations faux-sens ont été identifiées au niveau de I'exon 6, codant pour le
site d’homologie TNF de I'EDA-A1, et correspondent respectivement aux modifications
nucléotidiques c.754 C>A, c.756T>G et ¢.871G>C.

» Deux nouvelles mutations faux-sens ont été observées au niveau des exons 7 et 8 du géne

EDA, responsables respectivement des modifications protéiques ¢.820 T>C et ¢.1067 C>T.
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» Une nouvelle mutation ¢.801 A>G d’un site donneur de splice de I'exon 7 du géne EDA a été
observée.

> La large délétion génique, intéressant 6 exons (exons 3-8) constitue une nouvelle mutation
tronquante du géne EDA.

» Les 2 mutations non-sens des exons 1 et 4 du géne EDA sont également des nouvelles
mutations et correspondent respectivement aux modifications nucléotidiques ¢.149 C>A et
c.694 C>T.

» Sur les 3 mutations frameshift du géne EDA identifiées, 2 représentent également des
nouvelles variantes touchant les exons 4 et 7 du géne EDA, et sont responsables des

modifications nucléotidiques ¢.579delT et c.884delT.

Une forte hétérogénéité génétique a donc été constatée dans notre groupe de patients DEX,

les mutations étant distribuées sur les différents exons du géne EDA. Néanmoins, il y a un
phénoméne de « clustering » des mutations au niveau des exons codant pour les différents
domaines fonctionnels moléculaires de l'isoforme EDA-A1, correspondant a I'exon 2 (site de
clivage protéolytique furine-dépendant), aux exons 6-8 (site d’homologie TNF) ou au

domaine collagéne-like (exon 4).

> Les mutations faux-sens du géne EDA représentent la majorité des événements mutationnels,
avec 60,8% des mutations.

» Les mutations par délétion dans le cadre de lecture du géne EDA ont été retrouvées chez 2
patients au niveau de I'exon 2 (délétion exonique compléete) et de I'exon 8 (délétion de 9bp),
représentant 8,6% des mutations.

» Une mutation d’un site donneur de splice de I'exon 7 a été identifiée chez un patient,
correspondant a 4,3% des mutations.

» Les mutations non-sens sont retrouvées au niveau des exons 1 et 4 du géne EDA et
correspondent également a 8,6% des mutations. Les mutations frameshift sont, quant a elle,
retrouvées chez 3 familles au niveau des exons 4 (2 mutations) et 7 (1 mutation)
correspondant a 13% des mutations.

» Une seule large délétion génique, intéressant les exons 3-8 de géne EDA, et représentant

4,3% des mutations a été observée.

Les mutations non-tronquantes, correspondant aux mutations faux-sens et aux délétions

dans le cadre de lecture, représentent 69,5% des mutations, et les mutations tronquantes

31,5% des mutations.

L’exon 2 correspond a un point chaud de mutation avec 6/14 mutations faux-sens,
représentant 42,8% des mutations. Le site de clivage protéolytique furine-dépendant est
donc un domaine fonctionnel important sur le plan épidémiologique, dont la mutation est

impliquée dans une forte proportion des DEX.
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Les exons 6, 7 et 8, codant pour le site d’homologie TNF de 'EDA-A1, sont impliqués dans

57,1% des mutations faux-sens, le site TNF est donc l'autre domaine fonctionnel important
de 'EDA-A1 sur le plan épidémiologique. En effet, les exons 6 et 7 représentent chacun
21,4% des mutations faux-sens, alors que I'exon 8 est atteint dans 14,2% des mutations

faux-sens.

Le site collagéne-like de 'EDA-A1 n’est impliqué dans aucune mutation faux-sens, mais il est

concerné par 1 mutation non-sens (exon 4) et 2 mutations frame-shift (exon 4). Le domaine
transmembranaire de 'EDA-A1 est muté dans le cadre d’'une mutation non-sens de I'exon 1

du géne EDA, qui constitue une nouvelle mutation associée a un phénotype dentaire sévére.

Concernant la DEH autosomique :
> Des mutations du géne EDAR ont été identifiées chez six familles, avec des mutations faux-

sens et splice touchant les exons 3, 4, 6 et 12. Sur ces 6 familles, 4 présentent une forme
autosomique récessive et 2 présentent une forme autosomique dominante.

» Une seule nouvelle mutation du géne EDAR a été identifiée sur 'exon 12, correspondant a la
modification nucléotidique ¢.1259 G>A. Les 2 familles présentant une forme autosomique
dominante de DEH sont caractérisées par la méme mutation ¢.1259 G>A de I'exon 12 du
géne EDAR, responsable de la modification protéique p.R420G. Des formes autosomiques de
DEH avec mutation du géne EDARADD, responsable de DEH autosomique aussi bien
dominante que récessive, n‘'ont pas été identifiées dans notre étude.

» Deux familles avec DEH autosomique dominante sont hétérozygotes, I'une atteinte d'une
mutation faux-sens de I'exon 3 et splice de I'exon 6 et 'autre d’'une mutation faux-sens de
I'exon 4 et splice de I'exon 6. Les autres familles sont homozygotes pour des mutations faux-

sens de I'exon 12 du géne EDAR.
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Patient Age Géne Variation Variation Exon Type de Domaine fonctionnel Mode de
muté  nucléotidique protéique muté mutation transmission
1 7 ED1 c.465 C>T p.Arg155Cys exon 2 Faux-sens Site de clivage LiearX
protéolytique furine
2 5 ED1 c.466 C>T p.Arg156Cys exon 2 Faux-sens Site de clivage Lie arIx
protéolytique furine
3 ED1 c.467 G>A p.Arg156His exon 2 Faux-sens Site de clivage Lieé al'X
protéolytique furine
4 8 ED1 c.457 C>T p.Arg153Cys exon 2 Faux-sens Site de clivage Lié alx
protéolytique furine
5 33 ED1 c.466 C>G p.Arg156Gly exon 2 Faux-sens Site de clivage Lié alx
protéolytique furine
6 ED1 c.467 G>A Arg156His exon 2 Faux-sens Site de clivage Lie arIx
protéolytique furine
7 ED1 c.467 G>A Arg156His exon 2 Faux-sens Site de clivage Lie arIx
protéolytique furine
8 7 ED1 c.756 T>G p.His252GIn exon 6 Faux-sens Domaine TNF Lié alXx
9 51 ED1 c.754 C>A p.His252Asn exon 6 Faux-sens Domaine TNF Lié alX
10 15 ED1 c.871G>A exon 6 Faux-sens Domaine TNF Lieé aI'xX
1 4 ED1 c.896 G>A p.Gly 299Asp exon 7 Faux-sens Domaine TNF Lié alIXx
12 ED1 c.891 G>C p.Asp298His exon 7 Faux-sens Domaine TNF Lié arIx
13 ED1 c.891 G>C p.Asp298His exon 7 Faux-sens Domaine TNF Lié arIx
14 10 ED1 c.820 T>C p.Trp274Arg exon 7 Faux-sens Domaine TNF Lie arIx
15 15 ED1 c.1048 G>T p.Gly350Trp exon 8 Faux-sens Domaine TNF Lié¢ al'X
16 3 ED1 c.1067C>T p.Ala356Val exon 8 Faux-sens Domaine TNF Lié alXx
17 40 ED1 ¢.503 ?_526+ p.Gly168_Gly exon 2 Deletion In frame Site de clivage Lie alIx
?del 176del protéolytique Furin
18 3 ED1 Mutation 9bp exon 8 Deletion In frame Domaine TNF Lié al'X
19 ED1 c.801 A>G p.Ser267Ser exon 7 Mutation site donneur Domaine TNF Lié alIx
de splice
20 9 ED1 c.503- p.Gly168_Ser exons Large Délétion Domaine TNF Lieé aI'X
?_1176+? 391del 3-8
del
21 7 ED1 c.149 C>A p.Ser50X exon 1 Non-sens Domaine trans Lié alIx
membranaire
22 ED1 c.694 C>T p.GIn232X exon 4 Non-sens Domaine Collagéne Lié a I'’X
23 5 ED1 c.579delT p.Pro193Profs exon 4 Mutation frameshift Domaine Collagéne Lie alx
86X
24 3 ED1 c.572-590del  p.Pro191Argfs exon 4 Mutation frameshift Domaine Collagéne Lieé al'X
82X
25 9 ED1 c.884delT p.Val295Aspfs exon 7 Mutation frameshift Domaine TNF Lie arIx
12X
26 ED1 c.884delT p.Val295Aspfs exon 7 Mutation frameshift Domaine TNF Lié al'X
12X

TNF : Tumor necrosis Factor . Nouvelles mutations pathogénes EDA grisées

Tableau VII : Génotype des patients atteints de DEX
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Patient AGE GENE Variation Variation Exon Type de Domaine fonctionnel Mode de
MUTE nucléotidique protéique muté mutation transmission

27 6 EDAR c.140 G>A p.Cys47Tyr exon 3 Faux-sens LBD AR
c.528+1G>A exon 6 Splice

29 5 EDAR €.266 G>A p.Arg89His exon 4 Faux-sens LBD AR
c.528+1G>A ? exon 6 Splice

30 3 EDAR c.1208C>T p.Thr403Met exon 12 Faux-sens AR
c.1208C>T p.Thr403Met exon 12 DD

31 14 EDAR c.1208C>T p.Thr403Met exon 12 Faux-sens DD AR

mois c.1208C>T p.Thr403Met exon 12

32 26 EDAR c.1208 C>T p.thr403Met exon 12 Faux-sens DD AR

33 15 EDAR c.1302G>T p.Trp434Cys exon 12 Faux-sens DD AR

34 EDAR c.1259 G>A p.Arg420GIn exon 12 Faux-sens DD AD

35 EDAR c.1259 G>A p.Arg420GIn exon 12 Faux-sens DD AD

36 EDAR c.1259 G>A p.Arg420GIn exon 12 Faux-sens DD AD

TNF : Tumor necrosis Factor, LBD : Ligand Binding Domain, DD : Death-Domain, nouvelles mutations pathogenes EDAR

grisées

Tableau VIII : Génotype des patients atteints de DEH autosomique

Domaine Site Site de Site Site intra-
fonctionnel de d’homologie clivage collagen- cytoplasmique-
I’EDA muté TNF protéolytique like transmembranaire
Exons mutés du 6 7 8 2 4-5 1
géne EDA
N 2 5 3 7 3 1

TNF : Tumor Necrosis Factor

Tableau IX: Nombre de patients DEX en fonction des exons du géne EDA mutés

Domaine LBD DD
fonctionnel de
I’EDAR muté
Exons mutés du 3 4 6 12
géne EDA
N 1 1 2 6

LBD : Ligand Binding Domain ; DD : Death-domain

Tableau X : Nombre de patients atteints de DEH autosomique en fonction des exons du géne EDAR

mutés
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2.3.3 Représentativité de I’échantillon de I’étude

De nombreuses autres études traitent des aspects moléculaires de la DEX et permettent
d’objectiver la représentatitivité, sur le plan de I'épidémiologie génétique, de notre groupe de
patients [Bayes et coll., 1998 ; Monreal et coll., 1998 ; Paakkénen et coll., 2001 ; Vincent et
coll., 2001; Hashiguchi et coll., 2003 ; Chao et coll., 2003 ; Ramadevi et coll., 2008 ; Tariq et
coll., 2008]. De plus, notre étude a mené a l'identification de nouvelles mutations, avec
52,1% des mutations détectées dans notre étude représentant des nouvelles variantes, ce
qui se rapproche du taux de 41,1% de nouvelles mutations relevées dans I'étude de Vincent
(2001).

La forte représentation des mutations faux-sens dans la DEX correspond aux données
eépidémiologiques; en effet Vincent (2001) et Paakkdénen (2001) décrivent respectivement
64,7% et 49% de mutations faux-sens du géne EDA. Les mutations faux-sens de I'exon 6 du
géne EDA, responsables des modifications protéiques pHis252GIn et pHis252Asn identifiées
chez 2 patients de notre groupe affectent un résidu conservé des ligands Fas, notamment le
résidu His 252 particuliérement conservé au sein des ligands TNF et impliqué dans la mise
en place du site TNF trimérique extracellulaire (Vincent et coll.,, 2001). Les ligands Fas
homotrimériques appartiennent également a la super-famille TNF et jouent un réle important
dans les mécanismes apoptotiques, aprés stimulation et trimérisation des récepteurs FasR
[Komarov et coll., 2008].

Considérées ensemble, les mutations par délétion dans le cadre de lecture et splice
représentent 13% des mutations dans notre étude, ce qui est Iégérement inférieur aux 18%
de I'étude de Paakkdnen et coll. (2001). Les délétions dans le cadre de lecture concernent
les exons 2 et 8 du géne EDA, aucune délétion n’étant détectée au niveau des exons 4 et 5
codant pour les répétitions Gly-X-Y du sous-domaine collagénique, contrairement aux
observations de Bayés (1998) et Visinoni (2003). En effet, dans ces études, différentes
délétions étaient responsables de la perte de répétions Gly-X-Y, suggérant que les
structures collagéniques de 'EDA-A1 sont importantes sur le plan fonctionnel et impliquées

fortement dans les mutations pathogénes responsables de la DEX.

Les mutations tronquantes, responsables d’'une terminaison transcriptionnelle prématurée et
de I'absence d’EDA-A1 fonctionnelle, représentent 31,5% des mutations dans notre groupe
de patients DEX, ce qui est proche des données de Paakkdénen et coll. (2001) décrivant une
proportion de 33,3% de mutations EDA tronquantes, Vincent et coll. décrivant une proportion

de 32,3% de mutations tronquantes.
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Les différents « clusters » de mutations, observés dans notre étude, formant des points
chauds mutationnels au niveau des exons codant pour les différents domaines fonctionnels
de 'EDA-A1 ont été également décrits dans d’autres études (Schneider et coll., 2001 ;
Paakkoénen et coll., 2001). Les mutations récurrentes observées sur I'exon 2 du gene EDA,
notamment concernant les résidus 155 et 156 du site de clivage protéolytique de I'EDA (5
familles dans notre étude) ont été également rapportées (Monréal et coll., 1999 ; Vincent et
coll., 2001). Ces mutations affectent le site de I'exon 2, riche en dinucléotides CpG (Vincent
et coll., 2001). La forte concentration des mutations au niveau des exons codant pour le
domaine d’homologie TNF est également décrite et se fait au niveau de résidus fortement
conservés dans la famille des facteurs TNF, notamment le feuillet B des ligands CD40
(Bayeés et coll., 1998 ; Schneider et coll., 2001 ; Paakkonen et coll., 2001).
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3. PHENOTYPE DENTAIRE

3.1 “GENOTYPES AND DENTAL PHENOTYPE ANALYSES IN 26 FAMILIES WITH X-LINKED AND

AUTOSOMAL HYPOHIDROTIC ECTODERMAL DYSPLASIA”

Clinical Genetics, article en préparation

Objectifs
Les objectifs de ce travail ont été d’analyser la sévérité du phénotype dentaire de patients

affectés par une mutation des genes EDA ou EDAR en fonction de leur statut moléculaire.

Méthodes

Les méthodes d’analyse du phénotype figurent au paragraphe 2.2.2 p.96.

Les corrélations entre le type de génes muteés, le statut fonctionnel de 'EDA-A1 (mutations
tronquantes ou non-tronquantes de géne EDA), ainsi que le domaine fonctionnel de 'EDA-
A1 muté et la sévérité de l'oligodontie dans la DEX ou la DEH autosomique ont été
recherchées. Les comparaisons de paires du nombre d’agénésies maxillaires et
mandibulaires, pour les 2 types de dentures et pour I'ensemble des groupes de mutations
EDA-EDAR-TNF et Furine, ont été réalisées par des tests non-paramétriques de Wilcoxon.
L’analyse du type de dent préférentiellement touché par les agénésies, pour les groupes de
mutations EDA-EDAR-TNF-Furine, en denture temporaire et permanente, a été basée sur

des tests non-paramétriques de Mann-Whitney.

Résultats

L’analyse phénotypique porte sur 29 patients présentant une DEX (n=24) ou une DEH
autosomique récessive (n=5), dont la mutation est identifiée sur les génes EDAR ou
EDARAD.

Le diagnostic moléculaire a mené a l'identification de 22 mutations pathogéniques au niveau
du géne EDA et 5 mutations du géne EDAR, 12 de ces mutations n’ayant jamais été
identifiées. Les mutations faux-sens du géne EDA correspondent a 59% des mutations
impliquées dans la DEX et sont localisées au niveau des exons 2, 6, 7 et 8. L'exon 2, codant
pour le site de clivage protéolytique, correspond a 46,1% des mutations du géne EDA et
constitue donc un point chaud de mutation.

Les mutations faux-sens du géne EDAR sont localisées sur les exons 3-4, codant pour le
LBD (Ligand Binding Domain) et 12 codant le DD (Death-domain intra-cytoplasmique de

'EDAR). Une mutation d’'un site donneur de splice de I'exon 6 du géne EDAR a été
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également localisée. Deux patients étaient hétérozygotes, porteurs respectivement d’'une
mutation faux-sens de I'exon 3 ou 4 et de la méme mutation du site donneur de splice de

'exon 6.

Phénotype dentaire et corrélations génotype-phénotype dentaire

En denture temporaire, des phénotypes d’oligodontie sévére ont été identifiés dans la DEX

et la DEH autosomique récessive, avec une moyenne respective de 13,6 et 16,5 agénésies.
Aucune expression phénotypique différentielle n'a été détectée, concernant le nombre total
d’agénésies et le nombre d’agénésies maxillaires ou mandibulaires, entre la DEX et la DEH
autosomique récessive en denture temporaire (p=0,53) ou en denture permanente (p=0,18).
Néanmoins, les analyses statistiques ont montré une distribution topographique différentielle
des agénésies dentaires en denture temporaire entre les groupes de mutations EDA et
EDAR, les formes autosomiques récessives de DEH étant caractérisées par un nombre
supérieur d’agénésies des incisives (p=0,02) et canines maxillaires (p=0,04), ainsi que des

canines mandibulaires (p=0,04).

En denture permanente, la DEX et la DEH autosomique ne présentent pas d’expression

phénotypique différentielle et sont caractérisées respectivement par un nombre moyen

d’agénésies de 22,8 et 21.

La comparaison du phénotype dentaire entre les patients présentant une isoforme EDA-A1
fonctionnelle (mutations non tronquantes : mutations faux-sens, délétions dans le cadre de
lecture) et une isoforme EDA-A1 non-fonctionnelle (mutations tronquantes : mutations non-

sens, mutations frameshift et large délétion génique) a été réalisée.

Le groupe avec mutations non tronquantes du géne EDA est caractérisé par un nombre
moyen d’agénésies de 13,3 en denture temporaire et 22,5 en denture permanente, alors que
le groupe avec mutations EDA tronquantes présente en moyenne 14,2 agénésies en denture
temporaire et 24 agénésies en denture permanente. Les différences phénotypiques entre les
2 groupes ne sont pas significatives. Néanmoins, les patients présentant les phénotypes les
plus sévéres d’anodontie sont retrouvés dans le groupe avec mutations tronquantes du géne
EDA. La sévérité de I'oligodontie des groupes de patients présentant une mutation faux-sens
du site clivage protéolytique furine-dépendant de 'TEDA-A1 (exon 2) ou une mutations du site
d’homologie TNF (exons 6-8) ne présente pas de différence statistiquement significative en

denture temporaire (p=0,55) et en denture permanente (p=0,18).
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Le nombre moyen d’agénésies en denture permanente est de 19 pour les mutations TNF et
de 24,4 concernant les mutations du site de clivage. Des phénotypes dentaires modérés
sont observés dans le groupe de patients avec mutations TNF, ce qui pourrait étre liés a

I’'existence d’'une interaction résiduelle EDA-EDAR.

Distribution maxillo-mandibulaire des agénésies en denture temporaire et permanente dans

les groupes de mutations EDA-EDAR-TNF-Furine Les analyses statistiques ont montré une

oligodontie plus sévere au niveau mandibulaire que maxillaire, pour 'ensemble des patients
DEH, en denture temporaire (p=0,002) et permanente (p=0,0001). Dans le groupe de
patients avec mutations EDA, le nombre moyen d’agénésies était également
significativement supérieur au niveau mandibulaire en denture temporaire (p=0,005) et en
denture permanente (p=0,0004). Le méme phénotype mandibulaire sévere a été observé en
denture permanente dans le groupe de mutations du site Furine (p=0,04) et du site TNF
(p=0,02).Une altération préférentielle de 'odontogenése mandibulaire, liée aux dysfonctions

moléculaires de la voie de signalisation EDA-NF-kB, est donc observée.

Conclusions
e La sévérité de I'oligodontie en denture temporaire et permanente est comparable dans la
DEX (EDA) et la DEH autosomique récessive (EDAR), confirmant les similarités du

phénotype général entre ces deux formes de DEH.

e Une distribution différentielle des agénésies dentaires en denture temporaire entre les
groupes de mutations EDA et EDAR se caractérise par des agénésies plus fréquentes
des incisives et canines maxillaires, ainsi que des canines mandibulaires, dans la DEH

autosomique récessive avec mutation du géne EDAR.

o L’oligodontie est plus sévére au niveau mandibulaire que maxillaire, quelle que soit la

mutation considérée.
e Aucune différence significative n’a été relevée entre les mutations tronquantes et non-

tronquantes du géne EDA, d'une part, et entre les mutations faux-sens des exons codant

pour le site furine ou le domaine d’homologie TNF de 'EDA-A1 d’autre part.
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3.2 RESULTATS COMPLEMENTAIRES

A cbté des analyses du phénotype dentaire en fonction du type de mutation EDA et EDAR
présentées plus haut, nous avons recherché des corélations entre la sévérité de I'oligodontie
et le type de mutations, le type d’exon muté ou de domaine fonctionnel de 'EDA-A1 muté.
De plus, Nous avons comparé de phénotype dentaire et dermatologique pour chaque patient
atteint de DEX ou de DEH autosomique. Les éventuelles corrélations entre les
manifestations dentaires et le statut moléculaire des patients permettraient d’évaluer le role
diagnostique du phénotype dentaire par rapport au type de DEH (mutations EDA ou EDAR),

aux types d’exons ou de domaine fonctionnel de I'isoforme EDA-A1 mutés.

Les aspects cliniques et radiographiques du phénotype dentaire des patients atteints de DEX

et de DEH autosomique sont illustrés dans I'annexe 2.

3.2.1 Comparaison phénotype dentaire - phénotype dermatologique

Il existe une similitude entre la sévérité du phénotype dentaire et la sévérité des
manifestations cutanéo-phanériennes, a la fois dans la DEX et les formes autosomiques. En
effet, les patients présentant une oligodontie sévéere sont également atteints d’hypotrichose,

d’hypofonctionnement sudoral et de signes cutanés importants (Tableau Xl).

Les patients 2 et 5, atteints de mutations faux-sens de I'exon 2 du géne EDA, présentent une
oligodontie avec respectivement 25 et 26 agénésies en denture permanente et sont
caractérisés par des signes dermatologiques et phanériens sévéres. Les 2 patients atteints
de délétions dans le cadre de lecture du géne EDA (respectivement délétion exonique de
I'exon 2 et délétion de 9bp de I'exon 8) présentent une oligodontie (délétion exon 2) et une
anodontie (délétion exon 8), associées a une hypotrichose, des signes dermatologiques et

un hypofonctionnement sudoral sévéres (Tableau Xl).

A l'inverse, le patient 8, qui présente une mutation faux-sens de I'exon 6 du géne EDA, est
caractérisé par une oligodontie modérée (10 agénésies en denture permanente) et une
absence d’hypotrichose et de signes dermatologiques. Les patients atteints de DEH
autosomique dominante présentent également un phénotype cutanéo-phanérien modéré

associé a une hypodontie en denture permanente (Tableau VIII et XI).
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3.2.2 Explorations des corrélations génotype-phénotype dentaire

Nous avons récapitulé dans le tableau Xl I'ensemble des données moléculaires et

phénotypiques, en y intégrant les manifestations cutanéo-phanériennes et dentaires.

En ce qui concerne la sévérité de l'oligodontie en denture temporaire ou permanente,
aucune expression phénotypique différentielle n’a été retrouvée entre les différents groupes
de mutations EDA (Tableaux XIlI, XIlII et XIV).

Un phénotype plus sévére au niveau mandibulaire a été observé pour 'ensemble des types
de mutations EDA, en denture temporaire (p=0,002) ainsi qu’en denture permanente
(p=0,0001).

Des phénotypes sévéres d’anodontie ont été associés a une mutation frameshift de I'exon 4,
ainsi qu'a une délétion « inframe » de I'exon 8 du géne EDA. Les corrélations génotype-
phénotype dentaire ont montré une absence dexpression phénotypique dentaire
différentielle entre les patients touchés par une mutation faux-sens de site TNF (exon 6-8 du
gene EDA) de 'EDA-A1 ou du site de clivage protéolytique furine-dépendant (exon 2). Les
mutations touchant le résidu 156 du site de clivage protéolytique furine-dépendant de 'EDA-
A1 sont associées a un phénotype doligodontie sévére avec une moyenne de 25,4
ageénésies en denture permanente (n=5), comparé au phénotype avec 22 agénésies pour la
mutation affectant le résidu 153 de I'EDA. Le résidu 156 est caractérisé par une forte
importance fonctionnelle, étant situé sur 2 sites consensus de reconnaissance de la protéase
furine, correspondant aux séquences RVRR (153-156) et RNKR (156-159). Pour les 2
groupes de mutations TNF et Furine, un phénotype dentaire statistiquement plus sévére au

niveau mandibulaire a été établi.

Le phénotype dentaire des patients présentant une altération du site d’homologie TNF
semble moins sévére en denture permanente chez les patients avec mutations de I'exon 6
du géne EDA, caractérisés par une moyenne de 15 agénésies en denture permanente (Fig
23). Un phénotype modéré d’hypodontie est également retrouvé chez un patient présentant
une mutation de I'exon 8 du géne EDA, avec 4 agénésies en denture temporaire (patient
HL). Ces phénotypes moins sévéres pourraient étre liés a une activité résiduelle de liaison
EDA-EDAR, permettant une activit¢ morphogénétique partielle de I'EDA-A1 durant

'odontogenése.
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Néanmoins, une oligodontie sévére est observée chez les patients présentant une mutation
faux-sens de I'exon 7 du géne EDA, avec une moyenne de 24,3 agénésies en denture
permanente. En effet, 2 patients avec mutation de I'exon 7 du géne EDA sont caractérisés
par une anodontie mandibulaire (Fig 21). La région du domaine d’homologie TNF codée par
'exon 7 pourrait donc étre plus importante sur le plan fonctionnel, dans le processus
d’interaction EDA-EDAR et d’activation de la voie EDARADD-IKK-NF-«B.

Les mutations frameshift du géne EDA sont associées a des phénotypes dentaires variables,
sévéres pour la mutation frameshift ¢.579delT de I'exon 4 associée a une anodontie, ou plus
modérés pour la mutation frameshift ¢.572-590 Del de I'exon 4, associée a une hypodontie
maxillaire et mandibulaire. Les mutations EDA non-sens des exons 1 (c.149C>A) et 4
(c.694C>T) du géne EDA sont associées a des phénotypes sévéres d’oligodontie en denture
permanente avec 23 agénésies (Fig 21). Les mutations non-sens du géne EDA au niveau de
'exon 1 et de I'exon 4 sont toutes deux associées a des phénotypes sévéres d’oligodontie
avec 23 ageéneésies. Ce type de mutations tronquantes, entrainant une absence d’EDA
fonctionnelle dans le milieu extracellulaire, semble donc étre associé a des manifestations

phénotypiques séveéres.

Des phénotypes modérés d’hypodontie ont été observés chez les patients présentant une
DEH autosomique dominante (patiente 34 avec 4 agénésies en denture permanente,
patients 35 et 36), par rapport aux phénotypes sévéres associés a la DEX ou aux DEH

autosomiques récessives (Tableau XI).

Une distribution topographique différentielle des agénésies en denture temporaire entre le
groupe EDA et EDAR a été mise en évidence avec les incisives centrales (p=0,02) et les
canines maxillaires (p=0,04), ainsi que les canines mandibulaires (p=0,04) étant
préférentiellement touchées par les agénésies dans la DEH autosomique récessive (fig. 25-
26).

Les analyses statistiques non paramétriques de Mann-Whitney n’ont pas permis de mettre

en évidence de corrélations entre le type d’exon du géne EDA touché par une mutation faux-

sens et la sévérité de I'oligodontie en denture permanente (Fig 22).
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Sujet Age Diagnostic Diagnostic moléculaire Signes Hypotrichose Hypofonctionnement Nombre d’agénésies en Nombre d’agénésies en
clinique dermato- sudoral denture temporaire denture permanente
logiques maxillaire mandibule maxillaire mandibule
1 7 DEX Mutation c. 465 C>T exon 2 gene EDA ++ + ++ 4 10 10 12
2 5 DEX Mutation faux-sens c.466 C>T exon 2 gene +++ +++ ++ 6 9 12 13
EDA
3 4 DEX Mutation faux-sens ¢.467 G>A exon 2 géne ++ - + 4 8 10 12
EDA.
4 8 DEX Mutation faux-sens exon 2 c. 457 C>T gene ++ ++ ++ 6 8 10 12
EDA.
5 33 DEX Mutation faux-sens c.466 C>G ++ +++ ++ ND ND 13 13
exon 2 géne EDA
6 DEX Mutation faux-sens c.467 G>A ++ +++ ++ ND ND 12 14
exon 2 géne EDA
7 DEX Mutation faux-sens c.467 G>A ++ +++ ++ ND ND 14 14
exon 2 géne EDA
8 7 DEX Mutation faux-sens ¢ 756 T>G exon 6 du - - - ND 6 3 7
géne EDA
9 51 DEX Mutation faux-sens c.754C>A de I'exon 6 du ++ +++ ++ ND ND 7 13
géne EDA
10 15 DEX Mutation faux-sens ¢.871G>A de I'exon 6 du ++ ++ + ND ND 11 12
géne EDA
1 4 DEX Mutation faux-sens ¢.896 G>A exon 7 du ++ +++ ++ 8 10 12 14
géne EDA
12 11 DEX Mutation faux-sens c. 891G >C exon 7 géne +++ + ++ 4 8 11 13
EDA.
13 12 DEX Mutation faux-sens c. 891G >C exon 7 géne +++ + +++ 6 8 11 12
EDA.
14 10 DEX Mutation faux-sens c. 820 T>C exon 7 géne ++ +++ ++ ND 10 ND 14
EDA.
15 10 DEX Mutation faux-sens G1048T exon 8 du géne +++ + ++ ND 8 8 10
EDA
16 2 DEX Mutation faux-sens c¢.1067C>T exon 8 + - - 2 2 ND ND
géne EDA
17 40 DEX Délétion in frame exon 2 +++ +++ +++ ND ND 9 12
géne EDA
18 4 DEX mutation délétion in frame 9bp exon 8 géne +++ +++ +++ 9 10 14 14
EDA
19 DEX Mutation ¢.801 A>G site donneur de splice ND ND ND ND
exon 7
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20 9 DEX Délétion exons 3-8 ++ ++ + 5 9 11 12
géne EDA
21 7 DEX Mutation non-sens c.149 C>A exon 1 géne + - + 6 10 10 13
EDA
22 8 DEX mutation non-sens ¢.694 C>T exon 4 géne +++ +++ +++ 5 8 11 12
EDA
23 4 DEX Mutation frameshift c579Del T exon 4 géne +++ +++ +++ 10 10 14 14
EDA
24 3 DEX Mutation frameshift ¢.572-590 Del exon 4 + + + 4 4 ND ND
géne EDA
25 9 DEX Mutation frameshift c884 DelT exon 7 gene ND ND ND
EDA.
26 DEX Mutation frameshift c884 DelT exon 7 gene
EDA.
27 6 DEH Mutations ++ ++ ++ 6 10 11 14
autosomique Faux-sens c.540 G>A exon 3
récessive Splice 528+1 G>A
exon 6
géne EDAR
28 5 DEH Mutation géne EDAR ++ - - 7 6 12 12
autosomique
29 5 DEH Mutations - - - 6 8 8 10
autosomique Faux-sens 266 G>A
récessive exon 4
c.528+1 G>A
exon 6
géne EDAR
30 3 DEH Mutations +++ +++ +++ 8 8 10 12
autosomique ¢.1208C>T exon 12 géne EDAR (sous (sous
récessive +polymorphisme des exons 5, 7, 9, 11 réserve) réserve)
31 14 DEH Mutations +++ +++ +++ 10 10 ND ND
moi  autosomique c.1208 C>T exon 12 géne EDAR
S récessive +polymorphisme des exons 5, 7, 9, 11
32 26 DEH Mutations ¢.1208 C>T exon 12exon 12 géne - - ND ND 2 0
autosomique EDAR
récessive +polymorphisme des exons 5, 7, 9, 11
33 DEH Mutation ¢.1302G>T + ++ ++ ND ND 7 10
autosomique exon 12 géne EDAR
récessive
34 DEH c.1259G>A - - - 2 2
autosomique exon 12 géne EDAR
dominante
35 15 DEH Mutation ¢.1259 G>A - - - ND ND 0 0
autosomique Exon 12 géne EDAR
dominante
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36 12 DEH Mutation c.1259 G>A exon 12 géne EDAR - - - ND ND 0 4
autosomique
dominante
37 27 DEH ND +++ +++ +++ ND ND 11 14
38 27 DEH ND +++ +++ +++ ND ND 10 13
39 11 DEH : ND - - - ND ND 6 10
suspicion de
mutation du
géne NEMO
40 18 DEH ND ++ ++ +++ ND ND 10 12
41 25 DEH ND +++ +++ +++ ND ND 8 13
42 29 DEH ND - + - ND ND 12 10
43 17 DEH ND - - -
44 17 DEH ND
45 6 DEH ND ++ ++ ++ 8 9 12 14

Tableau Xl : Age, diagnostics cliniques et moléculaires, nombre d’agénésies des patients DEH, classés en fonction du diagnostic moléculaire.

ND : Non déterminé
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Fig 20 : Phénotypes dentaires associés a la DEX (A-C) et a la DEH autosomique récessive (D) :

dysmorphies coronaires (incisive et canines conoides : A-D) et oligodontie de sévérité variable.

Phénotypes associés a une mutation faux-sens de I'exon 7 du géne EDA (A), une mutation faux-

sens de I'exon 6 (B), une large délétion génique des exons 3-8 (C) et une mutation EDAR.
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Fig 21 :

Aspects radiographiques des phénotypes dentaires observés chez des patients présentant une
mutation faux-sens de l'exon 2 (A) et non-sens de l'exon 1 (B): oligodontie sévere
mandibulaire, avec présence d’une seule molaire permanente et oligodontie maxillaire.
Oligodontie sévere observée chez un patient avec une mutation faux-sens de I'exon 7 (C) et
oligodontie modérée liée a une mutation faux-sens de I'exon 6 du géne EDA (D). Oligodonties

sévéres associées a la DEH autosomique récessive avec mutation EDAR (E-F).
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Sévérité de [l'oligodontie en denture temporaire et permanente des patients avec

mutations faux-sens, non-sens, « inframe deletion », mutation frameshift ou délétion

génique du géne EDA et mutations du géne EDAR.

Génotype

Nombre d’agénésies en
denture temporaire

Nombre d’agénésies
maxillaires en denture

Nombre d’agénésies
mandibulaires en

temporaire denture temporaire

Mutations faux-sens 13,8+/-1,4 5,7+/-1,6 8,4+/-1,2
_géne EDA

Mutations non-sens 14,5+21 5,5+/-0,7 9+/-1,4

géne EDA

Mutations frameshift 14+/-8,4 7+/-4,2 7+/-4,2

géne EDA

Inframe deletions géne 19 9 10

EDA

Large délétion génique 14 5 9

géne EDA

Mutations géne EDAR 16,5+/-2,5 7,5+/-1,9 9+/-1,1

Tableau XIl : Nombre moyen d’agénésies en denture temporaire fonction du type de mutation du géne

EDA (faux-sens, non-sens, frameshift, large délétion génique, délétion in frame, EDAR)

Génotype

Nombre d’agénésies en
denture permanente

Nombre d’agénésies
maxillaires en denture

Nombre d’agénésies
mandibulaires en

permanente denture permanente

Mutations faux-sens 21,1+/-4,7 10,2+/-2,8 12,3+/-1,9

géne EDA

Mutations non-sens 23+/-0 10,5+/-0,7 12,5+/-0,7
_géne EDA

Mutations frameshift 25,5+/-3,5 11,5+/-3,5 14+/-0

géne EDA

Inframe deletions géne 24.,5+/-4,9 11,5+/-3,5 13+/-1,4

EDA

Large délétion génique 23 11 12
_géne EDA

Mutations géne EDAR 21+/-4 9,5+/-2,3 11+4/-2

Tableau XIlll : Nombre moyen d’agénésies en denture permanente fonction du type de mutation du géne

EDA (faux-sens, non-sens, frameshift, large délétion génique, délétion in frame, EDAR)
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Fig 22 : Nombre moyen d’agénésies en denture temporaire et permanente en fonction du type

mutationnel

du géne EDA.

Séveérité de I'oligodontie en denture permanente des patients DEX porteurs de mutations

faux-sens des exons 2, 6, 7 ou 8 du géne EDA

Type de mutations

Nombre d’agénésies = Nombre d’agénésies = Nombre d’agénésies

en denture maxillaires mandibulaires
permanente
Mutatations faux- 24+/-2,4 11,5+/-1,6 12,7+/-0,9
sens exon 2 géne
EDA
Mutations faux-sens 15+/-7 5+/-2,8 10+/-4,2
exon 6 géne EDA
Mutations faux-sens 23,5+/-0,7 9+/-1,1 11,3+/-0,5
exon 7 géne EDA
Mutations faux-sens 18 8 10

exon 8 géne EDA

Tableau XIV : Nombre moyen d’agénésies en denture temporaire en fonction de I'exon du géne EDA
muté.
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Fig 23 : Nombre moyen d’agénésies en denture permanente en fonction de I'exon du géne EDA muté.
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Fig 24 : Nombre moyen d’agénésies maxillaires et mandibulaires en denture permanente fonction de

I’'exon du géne EDA muté.
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Type de dents touchées par les agénésies en denture temporaire et permanente en

fonction des mutations en comparant EDA et EDAR d’une part et TNF-Furine d’autre part.

4
3,5
3
m EDA (n=14)
EDAR (n=4)
B TNF (n=4)

" Furine (n=4)

di1 di2 dc dM

Fig 25 : Distribution topographique des agénésies dentaires maxillaires en denture temporaire, pour les
mutations EDA comparées a EDAR et les mutations TNF comparées a Furine.

m EDA (n=17)

EDAR (n=4)

¥ TNF (n=6)

Furine (n=4)

dil

di2 dC dMm

Fig 26 : Distribution topographique des agénésies dentaires mandibulaires en denture temporaire, pour
les mutations EDA comparées a EDAR et les mutations TNF comparées a Furine.
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TNF (n=7)
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Fig 27 : Distribution topographique des agénésies dentaires maxillaires en denture permanente EDA vs
EDAR et TNF vs Furine

EDA (n=19)

EDAR (n=3)

TNF (n=7)

Furine (n=7)

Fig 28 : Distribution topographique des agénésies dentaires mandibulaires en denture permanente EDA
vs EDAR et TNF vs Furine
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3.2.3 Discussion

Des phénotypes séveres d’oligodontie sont associés aux formes liées a I'’X et autosomiques de
DEH. Les analyses statistiques ont montré que le phénotype dentaire mandibulaire était
systématiquement plus sévere que le phénotype maxillaire [Clauss et coll., 2008 en préparation].
L’oligodontie est aussi sévére dans la forme autosomique récessive de DEH que dans la DEX.
Ces observations confirment le caractére sévére du phénotype associé aux formes
autosomiques récessives de DEH avec mutations du géne EDAR [Van der Hout et coll., 2008].
En revanche, la distribution différentielle des agénésies en denture temporaire entre les groupes
EDA et EDAR, qui a été mise en évidence dans notre étude, pourrait constituer un marqueur
phénotypique de distinction entre DEX et DEH autosomique récessive. En effet, I'absence
préférentielle des incisives centrales et canines maxillaires ainsi que des canines mandibulaires
devrait permettre d’orienter le diagnostic clinique et moléculaire vers une DEH autosomique
récessive. Aswegan et coll. (1997) rapportent que les canines maxillaires présentent une stabilité
importante, ce qui est en opposition avec nos observations phénotypiques. Dans notre étude, les
incisives mandibulaires sont systématiquement absentes, tant en denture temporaire que
permanente, ce qui est en accord avec d’autres auteurs décrivant une absence préférentielle des

incisives mandibulaires [Lind et coll., 2006].

La forme autosomique dominante de DEH avec mutation du géne EDAR est, quant a elle,
caractérisée par une expression phénotypique modérée par rapport a la DEH autosomique
récessive ou la DEX, confirmant certaines données phénotypiques déja publiées sur la DEH

autosomique dominante [Lind et coll., 2006].

L’effectif de notre population est déséquilibré entre les groupes « mutation EDA » et « mutation
EDAR », et le nombre de patients DEX pour chaque exon ou domaine fonctionnel de 'EDA muté
est relativement faible. De ce fait, ceci pourrait constituer une des raisons pour lesquelles nous
n‘avons pu établir de corrélations statistiques entre la sévérité de I'oligodontie et le type
mutationnel. La variabilité du phénotype dentaire au sein de chaque groupe de mutations
constitue un autre des facteurs expliquant la difficulté a établir des corrélations génotype-
phénotype dans la DEX [Kobielak et coll., 2001 ; Lexner et coll., 2008]. Les plus fortes variabilités
phénotypiques sont observées dans le groupe des mutations frameshift en denture temporaire et
dans les groupes de mutations EDA faux-sens et délétions dans le cadre de lecture.

Le role diagnostique et pronostique du phénotype dentaire par rapport au type d’exon ou de
domaine fonctionnel de 'EDA, ainsi qu’a la sévérité générale de la DEH, devrait étre confirmé

par des études complémentaires.
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La distribution topographique des agénésies dentaires associées a la DEX montre un effet plus
marqué de la mutation EDA sur 'odontogenése mandibulaire. L’existence d’'un code odontogéne
de génes homéotiques a été montrée chez la souris [Cobourne et coll., 2003], avec des génes
exprimés au niveau de I'ectomésenchyme mandibulaire (Msx1 et Msx2, DIx5/DIx6 et Alx3) et
impliqués dans la régionalisation, la spécification et la différentiation des patrons dentaires
[Cobourne et coll., 2003]. La mutation EDA semble altérer I'expression des génes homéotiques
au niveau mandibulaire, ce qui pourrait étre lié aux interactions moléculaires entre la voie EDA-
NF-kB et BMP-Msx1 ou FGF-Msx1 [Pispa et coll., 1999 ; Pummila et coll., 2007].

La distribution topographique des agénésies dentaires dans la DEX présente des similarités avec
les oligodonties non syndromiques liées aux mutations des génes homéotiques Msx1 et Pax9
[Jowett et coll., 1993 ; Vastardis et coll., 1996 ; Nieminen et coll., 2001 ; Arte et coll., 2001 ;
Ogawa et coll., 2006]. En effet, dans ce type d’oligodontie non syndromique, les agénésies les
plus fréquentes touchent les secondes prémolaires et troisiemes molaires pour les mutations
Msx1, ou les secondes et troisiemes molaires pour les mutations Pax9 [Vastardis et coll., 1996 ;
Nieminen et coll., 2001]. Ces similarités phénotypiques suggérent des mécanismes moléculaires
communs entre les oligodonties syndromiques et non syndromiques, notamment via les

interactions entre EDA et Msx1-Pax9 [Pummila et coll., 2007].
Des analyses de la structure quaternaire de la protéine EDA homotrimérique permettraient

d’étudier l'effet des mutations sur linteraction EDA-EDAR et sur la structure globale de la
molécule (Li et coll., 2008).
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4. CHAMPS MORPHOGENETIQUES DANS LA DENTITION HUMAINE

L’ensemble des anomalies de I'odontogenése décrites précédemment, et liées a la mutation
EDA, montre le réle important de la voie de signalisation EDA-NF-kB dans le développement
dentaire. L’intégration de 'EDA dans les différentes théories morphogénétiques et le rble des
facteurs génétiques et épigénétiques font I'objet de la publication B « Champs morphogénétiques

dans la dentition humaine : une nouvelle synthése clinique d’'un ancien concept ».

PUBLICATION B « MORPHOGENETIC FIELDS WITHIN THE HUMAN DENTITION : A NEW CLINICALLY

RELEVANT SYNTHESIS OF AN OLD CONCEPT »

Archives of Oral Biology, sous presse

La théorie des champs morphogénétiques (théorie de Butler adaptée par Dahlberg) et la théorie
clonale (Osborne) ont été réadaptées dans cette publication a la lumiére de la théorie du code
odontogéne de génes homéotiques (Sharpe). Une synthése de ces trois théories, apparaissant
complémentaires et non contradictoires, est proposée au sein de la théorie unifiée des
interactions génétiques coopératives (Mitsiadis et Smith), en considérant le réle de molécules de
signalisation comme 'EDA dans la morphogenése dentaire. Le rOle des facteurs épigénétiques
et environnementaux dans la variabilité phénotypique dentaire est également décrit grace au
modeéle des jumeaux monozygotes et intégré a la théorie des interactions génétiques

coopératives.

Théorie des champs morphogénétiques et théorie clonale

La théorie des champs morphogénétiques trouve son origine au XIX®™ siécle dans les
observations paléontologiques de la variabilité morphologique des éléments dentaires
appartenant aux vertébrés supérieurs. Les observations de Bateson, reprises par Huxley et De
Beer, ont porté sur I'hétérodontie des vertébrés et I'existence de champs morphogénétiques
expliquant les variations méristiques dentaires des vertébrés. Les études phylogénétiques de
Butler ont montré qu’il existe au sein de chaque champ morphogénétique un gradient de taille,
un gradient de complexité morphologique et un gradient de variabilité.

A l'opposé de la théorie des champs morphogénétiques, la théorie clonale proposée par
Osborne, montre qu'il existe pour chaque classe (incisives, canines, prémolaires et molaires) un

type de clone cellulaire pré-programmeé.
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La théorie du code odontogéne de génes homéotiques, suggére, quant a elle, que I'expression
spécifique de différents génes homéotiques au sein de domaines d’expression de
I'ectomésenchyme dérivé des crétes neurales céphaliques (Sharpe et coll., 1995). Des patrons
de différenciation dentaire sont établis grace a différentes molécules de signalisation (BMP,
EDA), d'origine ectodermique, entrainant I'expression de génes homéotiques au niveau de

I'ectomésenchyme du premier arc branchicoll.

Role de ’EDA et théorie des interactions génétiques coopératives

A c6té des génes homéotiques, 'EDA apparait comme une molécule morphogénétique
essentielle dans la définition de la taille des patrons de différenciation dentaire. En effet, les
mutations du facteur EDA, ainsi que de son récepteur EDAR et de I'Ectodysplasin Receptor
Associated Death-Domain (EDARADD) entrainent des agénésies dentaires et des anomalies

morphologiques chez les modéles murins mutants [Peterkova et coll., 2002].

Le modéle murin Tabby, présentant une mutation du facteur Ta, est également caractérisé par
I'existence de différents morphotypes molaires, liés a des anomalies de l'apoptose et de la

segmentation de I'épithélium odontogéne [Boran et coll., 2005].

L’importance de la voie de signalisation EDA-EDAR-EDARADD-NF-KB est démontrée par le
phénotype de patients atteints de mutations du géne EDA (DEX) ou des génes EDAR et
EDARADD mutés dans les formes autosomiques dominantes et récessives de DEH, atteints de
formes variables d'oligodontie [Lind et coll., 2006]. Le phénotype dentaire des formes
autosomiques récessives est plus sévére que celui des formes autosomiques dominantes de
DEH (Chassaing et coll., 2006). Une variabilit¢ phénotypique dentaire est observée entre
différents patients atteints de DEH autosomique, vraisemblablement liée a la variabilité génétique
et aux effets différentiels des mutations EDAR et EDAR sur la trimérisation du récepteur EDAR
ou sur les interactions EDA-EDAR et EDAR-EDARADD.

La synthése de I'ensemble des théories pour expliquer les mécanismes de définition des patrons
dentaires est proposée par Mitsiadis et Smith (2006) dans la théorie des interactions génétiques
coopératives. Les champs morphogénétiques, les clones et les génes homéotiques odontogénes
sont considérés et jouent tous un réle important dans la morphogenése dentaire. Les cellules
mésenchymateuses des crétes neurales céphaliques (clones) sont influencées par les molécules
de signalisation exprimées au niveau ectodermique (champ) et expriment différents génes

homéotiques.
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Facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux dans la morphogenése dentaire
Différents facteurs génétiques et morphogénétiques interviennent dans l'odontogenése. La
variation temporo-spatiale de I'expression des molécules de signalisation entraine différents
phénotypes. Trois mécanismes principaux sont impliqués dans la mise en place de patrons de
différenciation : les mécanismes cellulaire-indépendant, les mécanismes inductibles et les
meécanismes morphogénétiques. La premiére catégorie correspond a la mise en place de
groupes cellulaires sans interactions cellulaires, la seconde catégorie fait appel aux interactions
entre cellules avec modifications de leur phénotype alors que le ftroisieme mécanisme
correspond aux interactions intercellulaires sans modifications du phénotype cellulaire.

Les mécanismes épigénétiques, correspondant a tous les facteurs intervenant au niveau
tissulaire durant le développement dentaire, au-dela de l'acétylation et de la méthylation de
'ADN, jouent un rble dans la variabilité phénotypique dentaire. En effet, des jumeaux
monozygotes atteints d’'une mutation EDA, sont caractérisés par des tableaux d’oligodontie et de
distribution des agénésies différents. Ces observations sont en faveur de facteurs épigénétiques
locaux, intervenant, a coté des facteurs génétiques, dans le tableau phénotypique dentaire. Un
modeéle multi-factoriel intégrant les facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux,
plutét qu’une transmission monogénique, explique donc les variations phénotypiques chez les

jumeaux monozygotes.

Conclusions
e La théorie des champs morphogénétiques, la théorie clonale et la théorie du code

odontogéne combinatoire de génes homeéotiques peuvent étre intégrées dans une méme
théorie des interactions génétiques coopératives pour expliquer les mécanismes
morphogénétiques impliqués dans I'odontogenése.

e Les cellules mésenchymateuses issues des crétes neurales céphaliques (clones) sont
influencées par les molécules de signalisation exprimées au niveau ectodermique (champ).

e La voie EDA-NF-kB peut intervenir dans I'établissement des champs morphogénétiques.

¢ L’odontogenése est néanmoins un phénoméne complexe, faisant intervenir des mécanismes

génétiques bien documentés, mais également des facteurs épigénétiques variables.
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5. PHENOTYPE OSSEUX MANDIBULAIRE ASSOCIE A LA DEH

Des observations phénotypiques réalisées chez [Ihomme a partir dexamens
tomodensitométriques [Clauss et coll., 2008 sous presse], ainsi que certaines données cliniques
issues de la phase chirurgicale implantaire et de I'ostéointégration [Bergendal et coll., 2008], ont
suggéré que des modifications structurales osseuses mandibulaires pouvaient étre associées a
la DEX. Ces observations cliniques nous ont menées a |'étude des phénotypes osseux

mandibulaires et maxillaires dans la DEX.

5.1 « X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia consequences on jaw bone in

human: preliminary results »

Frontiers of Oral Biology, en préparation

Objectifs

Cette publication vise une caractérisation des modifications morphologiques et structurales
osseuse mandibulaires dans la dysplasie ectodermique hypohidrotique liée a I'X (DEX) chez
'lhomme. Des relations entre le phénotype osseux et le phénotype dentaire dans la DEX sont

également recherchées.

Résumé

Les examens scannographiques ont mis en évidence des altérations morphologiques
mandibulaires consistant en une hypotrophie et la présence d’'une exostose osseuse sous forme
de créte. Les anomalies structurales osseuses retrouvées dans la DEX sont des
hyperminéralisations osseuses médulllaires et une hypercorticalisation mises en évidences sur
les coupes scannographiques, les profils densitométriques et les reconstructions tri-
dimensionnelles mandibulaires. Ces zones d’hyperminéralisation médullaire, non retrouvées
chez des patients contrbles, sont objectivées sur les reconstructions tridimensionnelles
mandibulaires en isosurface. Des variations locales de la densité osseuse médullaire sont
egalement observées, entre les régions mandibulaires antérieures et postérieures. La densité
osseuse corticale mandibulaire, évaluée en Unités Hounsfields, était plus importante chez les

patients DEX, par rapport aux patients contréles.
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Les anomalies morphologiques osseuses mandibulaires semblent étre liée a l'absence de
développement dentaire, alors que les augmentations de la densité osseuse apparaissent, quant
a elle, indépendantes du phénotype dentaire. En effet, une augmentation de la densité corticale

maxillaire, aussi bien alvéolaire, que basale est observée.

L’hypotrophie osseuse observée chez ’homme, est également retrouvée par micro-tomographie
chez la souris Tabby, cette hypotrophie étant en rapport avec I'absence des incisives. Les
modifications structurales osseuses pourraient étre liées a l'altération des fonctions de la voie de
signalisation EDA-NF-kB dans l'ostéogenése, les transcrits du géne EDA étant exprimés au
niveau des ostéoblastes durant le développement embryonnaire humain. Un défaut des
processus de remodelage osseux pourrait également étre impliqué dans le phénotype de la

DEX, étant donné le rble de la voie de signalisation NF-kB dans les fonctions ostéoclastiques.
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5.2 RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Les scanners ainsi que les tableaux de valeurs de densité osseuse des patients inclus dans ce
protocole figurent en annexe 3 de la thése.

L’étude des coupes scannographiques mandibulaires orthoradiales des patients DEH révéle de
fortes densités osseuses, de type D1 ou D2 selon la classification de Lekholm et Zarb, quel que
soit 'age du patient ou son génotype (Tableau XV).

Les densités D1 et D2 correspondent a des densités osseuses élevées, avec présence d’'une
corticale prédominante entourant un espace osseux médullaire réduit (D1), ou plus important
(D2).

Les patients DEH les plus jeunes sont caractérisés par une densité osseuse mandibulaire
inférieure de type D2 (Tableau XV). L’examen scannographique du patient 21 révéle un os
cortical homogéne d’épaisseur moyenne, entourant une zone centrale relativement importante
d’os médullaire faiblement minéralisé correspondant a la densité osseuse D2 [Lekholm et Zarb,
1985]. La mutation du site intracytoplasmique-transmembranaire de 'EDA-A1 est associée, chez
ce patient, a un phénotype osseux de minéralisation modérée. Néanmoins une
hypercorticalisation a été mise en évidence chez ce patient, par la mesure de I'épaisseur de la
corticale linguale de 3,3 mm dans le sens sagittal (annexe 3).

Une densité osseuse de type D1 est observée chez le patient 14 agé de 10 ans. En effet,
l'incidence orthoradiale mandibulaire montre un phénotype osseux hyper-minéralisé de type D1
selon la classification de Lekholm et Zarb. Un phénotype d’hyper-minéralisation osseuse
meédullaire (Fig 29) est observé en association avec une mutation du site d’homologie TNF de
'EDA. Les zones médulllaires d’hyperminéralisation osseuse sont mises en évidence sur la
reconstruction tridimensionnelle en isosurface, réalisée a partir des coupes scannographiques
(Fig 29).

Les patients DEH plus &gés sont caractérisés par une densité osseuse mandibulaire importante
de type D1 (patients 9, 37, 38 et 41: Fig 30), ou une densité D2 retrouvée chez le patient 17
(annexe 3). En effet, 'examen scanographique du patient 17 montre dans le plan sagittal un os
mandibulaire minéralisé de type D2. La coupe transversale permet d'observer des zones
d’hyperminéralisation médullaire focale distribuées dans I'ensemble de la région symphysaire
(annexe 3). Ce phénotype d’hyperminéralisation osseuse importante avec présence d’une zone
médullaire est observé chez un patient présentant une mutation par délétion exonique compléte
de I'exon 2 du géne EDA, codant pour le site de clivage protéolytique de 'EDA. Une hyper-
corticalisation de la région symphysaire médiane a été mise en évidence chez le patient 17 avec
une corticale de 6 mm dans le plan sagittal comparée a la corticale mandibulaire de 2 mm pour
le patient contréle (annexe 3). Un phénotype d’hyper-corticalisation est donc observé en

association, dans ce cas, avec la mutation de I'exon 2 du géne EDA.
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Densité osseuse selon Aspects de la structure Patients Age Génotype
la classification de osseuse
Lekholm et Zarb

D1: L'ensemble de l'os 9 51 c.754C>A exon 6 géne EDA
est constitué d’os cortical 14 10 €.820T>C exon 7 gene EDA
compact homogéne. 37 27 en cours

38 27 en cours

41 25 en cours
D2: Une couche 21 7 c.149C>A exon 1 géne EDA
importante d'os  cortical 17 40 Del 503-526 exon 2 géne EDA
compact entoure une 43 17 en cours
zone d'os trabéculaire 44 17 en cours
dense.

Ctrl 2 48

D3 : Une mince couche Ctrl1 73
d’os compact entoure une Ctrl 3 89
zone importante d'os Ctrl 4 67

trabéculaire.

D4 : Une mince couche
d’'os cortical entoure une
zone importante d’os
trabéculaire de faible

densité.

Tableau XV:  Patients DEH en fonction de leur densité osseuse selon Lekholm et Zarb, leur génotype et

leur &ge (adapté de de Oliveira et coll., 2008).

L’examen scannographique mandibulaire du patient 9 révéle un os hyper-minéralisé de type D1.
En effet, un os cortical compact homogéne fortement minéralisé est observé en I'absence d’une
zone médullaire trabéculaire centrale, ce qui correspond a la définition d’'un os de type D1. Un

phénotype d’hyper-minéralisation osseuse est observé chez ce patient, dont le diagnostic
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moléculaire est une mutation faux-sens c¢.754C>A au niveau de l'exon 6 du géne EDA
responsable de la modification protéique p.his252Asn du domaine d’homologie TNF de 'EDA
(Fig 30). Les profils densitométriques osseux réalisés chez le patient 9 montrent une
hyperdensité osseuse médullaire avec une densité D1 comparée a une densité meédullaire D4 au
niveau du profil densitométrique contréle (annexe 3). En effet, au niveau de la courbe contrdle,
seules les corticales sont caractérisées par une densité D1 avec un espace inter-cortical
hypodense de densité osseuse D4. Ces données suggérent une hyperminéralisation osseuse

médullaire observée chez le patient 9 (annexe 3).

Concernant les patients 37 et 38, jumeaux monozygotes atteints de DEH, les incidences
orthoradiales mandibulaires montrent un os fortement minéralisé avec une corticale épaisse et
homogéne prédominante en I'absence de zone centrale médullaire (Fig 30). Ces caractéristiques
phénotypiques osseuses correspondent donc a la définition d’'une densité de type D1. Les
coupes tomodensitométriques transversales montrent une hyperminéralisation médullaire diffuse
de la région symphysaire (annexe 3). Les zones d’hyperminéralisation médullaire focale sont
caractérisées par des densités osseuses importantes de 1406 HU, comparées aux valeurs
moyennes de 944 HU a région anatomique équivalente [Turkyilnaz et coll., 2007] au sein d’un os

meédullaire de 742 HU chez le patient 37 (annexe 3).

Les examens scannographiques du patient 41 montrent a nouveau une hyper-minéralisation
osseuse médullaire avec un os cortical compact, homogéne et prédominant entourant une zone

centrale trabéculaire réduite, ce qui correspond a un os de densité D1.

Patient DEH Densité corticale basale Densité corticale Densité corticale
maxillaire (HU) alvéolaire maxillaire (HU) | mandibulaire (HU)
Patient 17 1037 1011 1125
Patient 37 1739 1507 1812
Patient 38 1617 1459 1811
Patient 41 1654 1542 N.D
Patient 40 1011 991 1390
Moyenne 1511 1379 1582
Ecart-type 320,5 248,1 396,3
Valeurs controles 835-1113 810-940 1300-1560
(Park et coll., 2008)

Tableau XVI : Synthése des résultats concernant les densités osseuses corticales maxillaires et

mandibulaires chez 5 patients DEH.
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La densité osseuse basale maxillaire est caractérisée chez trois patients DEH par des valeurs de
densité osseuse supérieures aux données contréles (835-1113 HU selon Park et coll., 2008)
avec respectivement 1739 HU, 1617 HU et 1654 HU (Tableau XVI). Les analyses ont montré
egalement des valeurs de densité osseuse basale maxillaire correspondant aux données
contréles (1011HU et 1037 HU) pour 2 patients DEH. La méme variabilité est observée au
niveau de I'os cortical mandibulaire, avec deux patients DEH caractérisés par une forte densité
(1811 HU et 1812 HU), et deux patients présentant des densités osseuses dans les normes,
avec néanmoins une moyenne de densité osseuse corticale mandibulaire supérieure aux normes
(Tableau XVI).
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Fig 29 :

en

Coupes scannographiques transversale (A), sagittale (B) et reconstructions tridimensionnelles
isosurface (C) chez le patient 14, montrant la forte densit¢é médullaire (B) et une forte
minéralisation dans I'espace inter-cortical (C) par rapport a ce qui est observé chez un patient
contrble (D). Le logiciel utilisé a été calibré selon des parameétres identiques pour I'analyse des

examens scannographiques des patients DEX et contrdle.
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Fig 30 : Phénotypes osseux chez 2 patients adultes : densité osseuse D2, associée a une délétion de
'exon 2 du géne EDA (A: patient 17) et densité osseuse D1 en rapport avec une mutation
faux-sens de lI'exon 6 (B: patient 9). Phénotypes d’hyperminéralisation observés chez des

jumeaux monozygotes atteints de DEH (patients 37 et 38 : C-D).

127



5.3 DISCUSSION

Par rapport aux contrdles, les patients DEX et DEH montrent des phénotypes osseux
d’hyperminéralisation médullaire mandibulaire et d’hypercorticalisation de sévérité variable. Les
patients DEX ont tous été caractérisés par des densités osseuses mandibulaires de type D1 et
D2, alors que les patients contréles présentaient majoritairement des densités mandibulaires de
type D3 (Tableau XV).

La caractérisation de la densité osseuse mandibulaire selon la classification de Lekholm et Zarb,
ainsi que les profils densitométriques et les reconstructions tri-dimensionnelles ont été complétés
par des mesures de densité osseuse corticale mandibulaire et maxillaire. En les comparant avec
des valeurs contrbles issues de la littérature [Park et coll., 2008], les analyses de densité
osseuse ont montré une augmentation des densités corticales alvéolaires et basales, aussi bien
maxillaire que mandibulaire, ainsi que des densités médullaires (Tableau XVI).

Des différences physiologiques de densité osseuse sont décrites chez les patients contrbles
entre différentes régions. Les zones anatomiques classées par ordre décroissant de densité
osseuse sont la région antérieure mandibulaire, la région antérieure maxillaire, la région
postérieure mandibulaire et la région postérieure maxillaire [Norton et Gamble, 2001]. Ces
différences ont également été retrouvées chez les patients DEX.

Des phénotypes dentaires séveres d’oligodontie en denture permanente sont associés a de
fortes densités osseuses chez certains patients, alors que des densités osseuses dans les
normes sont observées d’autres patients, présentant également une oligodontie. Ceci pourrait
suggeérer une certaine indépendance entre les phénotypes dentaire et osseux.

Une hyperminéralisation importante, avec des densités osseuses de type D1, est observée chez
les patients présentant une altération moléculaire du site d’homologie TNF de 'EDA (patients 9
et 14). Les mutations du site TNF, inhibant l'interaction EDA-EDAR, et du site de clivage,
semblent entrainer une altération de I'activation de NF-kB et des interactions EDA-RANKL (Fig
31) interférant avec les processus d’ostéoclastogenése et d’activation ostéoclastique [Zhang et
coll., 2001].

L’hyperminéralisation est plus modérée (densité de type D2-D3) chez les patients présentant une
altération moléculaire du site de clivage protéolytique ou du site intra-cytoplasmique de I'EDA. La
mise en évidence d’'un éventuel effet différentiel des mutations du géne EDA sur le phénotype
osseux nécessitera d’augmenter la cohorte des patients DEX pour chacune des mutations. La
variabilité du phénotype osseux (Fig 30 A-B) pourrait étre liée a la variabilité génétique de la
DEX.
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Des zones d’hyperminéralisation médullaire diffuses ou focales ont été également observées et
caractérisées en fonction de leur densité (annexe 3). Une moyenne de 383 HU a été décrite au
niveau de I'os médullaire mandibulaire contréle [de Oliveira et coll., 2008], ce qui est inférieur aux
valeurs de densité osseuse retrouvées chez les patients DEX. Les effets de la mutation EDA sur
la structure osseuse semblent indépendants du phénotype dentaire. En effet, une hyperdensité
osseuse médullaire et corticale est retrouvée aussi bien au niveau de I'os basal, que de l'os
alvéolaire.

Une évolution de la densité osseuse est observée chez les patients DEX en fonction de I'age.
En effet, les densités osseuses plus faibles de type D2 sont retrouvées chez les patients DEX
jeunes, alors que les densités osseuses plus importantes sont retrouvées chez les patients ayant
fini leur croissance et les patients plus agés. Ce phénomeéne ne correspond pas a une situation
physiologique caractérisée par une régression linéaire au cours de I'dge des densités minérales

osseuses [Chiu et coll., 2008).

EDA RANKL

Plasmic membrane

IKK-(ll IKK-
Proteasomic \
degradation

NF-KB dimer

Nuclear membrane

\ NF-KB dimer
Con2(CTGF 5 S
s Cyclin-D1
Follistatin V NEAT-1
h \ Osteoclastic differentiation
— Lt
NFAT-2 Ectodermal morphogenesis

Fig 31 : lllustration des interactions moléculaires entre les voies de 'EDA et RANKL (adapté de Clauss et

coll., in press).
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Le phénotype osseux des patients DEH est a l'origine de difficultés lors du forage chirurgical,
toutefois sans complication de I'ostéointégration implantaire a 18 mois post-opératoire.

En effet, les hyperdensités osseuses observées chez nos patients ont été a l'origine de la forte
résistance de la corticale osseuse lors du forage chirurgical nécessaire a la mise en place des
implants ostéointégrés (annexe 3). Les observations phénotypiques d’hyperminéralisation ont
donc été confirmées lors de phase chirurgicale. Cette forte densité osseuse mandibulaire a
nécessité une augmentation de la vitesse de forage chirurgical et du torque lors de I'insertion des
implants. Une forte corrélation a été décrite entre la définition subjective de la qualité osseuse
durant la phase chirurgicale et les paramétres osseux histomorphométriques [Norton et Gambile,
2001]. Des corrélations ont également été décrites entre la densité osseuse selon la
classification de Lekholm et Zarb et les paramétres histomorphométriques osseux déterminés
sur des biopsies osseuses [Norton et Gamble, 2001], montrant la pertinence de cette analyse de
densité osseuse. La qualité et la quantité osseuses sont deux paramétres importants, pouvant
influencer la technique chirurgicale, ainsi que la durée et les mécanismes biologiques de
I'ostéointégration implantaire [de Oliveira et coll., 2008]. L'analyse fine pré-opératoire de la
qualité osseuse est une étape importante dans la planification thérapeutique et présente un role
pronostique concernant I'ostéointégration et la mise en fonction implanto-prothétique ultérieures
(Norton et Gamble, 2001). De plus, I'épaisseur corticale, importante chez les patients DEX avec
un phénotype d’hyperminéralisation, est un facteur intervenant également dans le pronostic
implantaire et doit étre considérée durant la phase pré-opératoire [Deguchi et coll., 2006]. Cette
analyse phénotypique osseuse est donc, a plus forte raison, essentielle dans les traitements
implantaires des patients DEX, des modifications structurales osseuses pouvant étre liées a la
mutation EDA.

L’ostéointégration fait I'objet d’un suivi clinique et radiographique longitudinal, afin de confirmer

I'absence de complication pouvant étre liée a I'hypotrophie osseuse ou a I’hyperminéralisation.
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6. RECHERCHE EXPERIMENTALE SUR LE MODELE MURIN TABBY DE DEX

Le modele murin Tabby permet une étude des manifestations osseuses mandibulaires, sur le
plan histologique, visant une meilleure compréhension des données d’imagerie obtenues chez

les patients DEH.

Les principaux objectifs du volet expérimental de la thése sont :

- Létude des modifications morphologiques et structurales osseuses mandibulaires chez

les souris Tabby aprés la naissance a 0,5 JPN.

- Lanalyse morphomeétrique du centre de prolifération postérieure des incisives

mandibulaires a 0,5 JPN et des relations entre phénotype dentaire et phénotype osseux.

- L’étude des modifications histologiques osseuses au niveau fémoral et mandibulaire chez
les souris Tabby adultes. Les tissus osseux fémoraux ont été également analysés afin de
détecter des modifications au niveau de structures squelettiques indépendantes du

phénotype dentaire et a ossification enchondrale.

6.1 “INCISOR AND MANDIBULAR ALVEOLAR BONE PHENOTYPES IN THE TABBY MOUSE”
ARTICLE EN PREPARATION

Cet article a pour objet une description des modifications qualitatives et quantitatives de I'os
alvéolaire mandibulaire de souris contréles et Tabby (Ta) post-embryonnaires, basée sur une
approche histomorphométrique. Nous avons cherché a déterminer si les modifications osseuses
étaient liées aux modifications du développement dentaire. Pour cela, nous avons analysé la
région incisive pour laquelle des modifications morphologiques osseuses avaient été initialement

suggérées par micro-tomographie [Lesot et coll., 2004].
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Matériel et méthodes

Les analyses histomorphométriques ont consisté en la détermination du volume osseux
mandibulaire alvéolaire et trabéculaire sur une zone d’intérét de 500 um localisée dans région
antérieure mandibulaire. Des séries de coupes histologiques de tétes de 3 souris Ta post-
embryonnaires (TA1, TA2 et TA3) (0,5 JPN) et de 2 souris Wild-type (C1 et C2) (0,5 JPN) ont fait
'objet d’analyses histomorphométriques osseuses réalisées a l'aide d’'un logiciel d’analyses
d'image appelé ImagelJ. La densité osseuse trabéculaire, correspondant au ratio volume osseux
trabéculaire/volume osseux alvéolaire a été également évaluée. La détermination de la surface
de l'alvéole de l'incisive mandibulaire par contourage a été réalisée chez 1 souris Tabby et Wild-
type a 5 et 10 JPN. L'ancrage radiculaire, correspondant au ratio entre la surface d’ancrage
radiculaire des fibres desmodontales et la surface de 'alvéole a été également déterminée a 5 et
10 jours post-natal.

Le phénotypage des incisives mandibulaires a consisté en la détermination du diamétre mésio-
distal et de la hauteur des germes d’incisives de souris Tabby et wild-type 0,5 jours post-natales

sur une zone d’intérét de 500 um au niveau du centre de prolifération épithéliale postérieure.

Phénotype incisif mandibulaire des souris Tabby a 0,5 JPN

Les analyses morphométriques des germes d’incisives mandibulaires Tabby a 0,5 JPN montrent
une hypoplasie marquée avec une réduction du diamétre mésio-distal de 35,9%, alors que la
hauteur moyenne des germes d’incisives mandibulaires Tabby présente une réduction de 34%.
Ces données phénotypiques confirment les observations antérieures de Miard et coll. (1999),
montrant une hypoplasie du compartiment épithélial des incisives au stade embryonnaire de
bourgeon, ainsi qu’une réduction de la taille de I'organe de I'émail et de la papille dentaire au

stade de capuchon.

Les analyses du volume de lincisive mandibulaire dans la région d’intérét ont montré une
réduction moyenne de 49,8% chez les séries Tabby, correspondant a une hypotrophie marquée
de lincisive. A c6té de I'hypotrophie, des anomalies morphologiques des germes d’incisives sont

également observées, tout comme une rotation.

Des anomalies de I'ancrage radiculaire des incisives mandibulaires Tabby ont été caractérisées
avec des réductions respectives de 40% et 50% du ratio « Surface d’ancrage radiculaire des

fibres desmodontales/Surface de l'alvéole incisive » a 5 et 10 JPN.
Phénotype osseux alvéolaire associé aux souris Tabby

En excluant le cartilage de Meckel dans la partie antérieure de la zone d’intérét, nous observons

une réduction statistiquement significative du volume osseux alvéolaire (p<0,05) pour les séries
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Tabby TA2 (-29,5%) et TA3 (-16,6%) comparées & WT1 (moyenne de 10.6 10* pm?) et de
'ensemble des 3 séries Tabby (TA1: -18,5%, TA2 : -40,6% et TA3 : -29,7%) comparées a WT2
(12.5 10* um?). Une réduction moyenne de 23,6% du volume osseux alvéolaire est observée
chez les souris Tabby. Cette hypoplasie osseuse alvéolaire pourrait étre liée a I'hypotrophie
dentaire, en raison des interactions étroites entre ostéogenése et odontogenése. En effet, des
variations paralléles du volume osseux alvéolaire et du volume des incisives ont été observées

entre les 3 souris Ta et les 2 souris WT.

Afin de mieux évaluer les modifications de la structure osseuse, les analyses
histomorphométriques du volume osseux trabéculaire permettent d'exclure le tissu
mésenchymateux inter-trabéculaire et le cartilage de Meckel. Une réduction moyenne de 48,15%
du volume osseux trabéculaire a été mise en évidence chez I'ensemble des souris Tabby
analysées. Les séries Tabby présentaient un os trabéculaire mandibulaire dans la zone d’intérét
de volume moyen 18,82.10° pm® comparées a un volume moyen de 36,3.10° ym? pour les souris
Wild-type a 0,5 JPN. Le volume osseux trabéculaire est caractérisé par une faible variabilité
inter-individuelle entre les souris Tabby. La variabilité est plus importante au niveau du volume
osseux alvéolaire et de la densité des trabéculations osseuses. Cette réduction du volume
osseux trabéculaire pourrait donc correspondre a des anomalies structurales osseuses
associées a la mutation Ta/EDA et indépendantes du phénotype dentaire. Des anomalies du
remodelage osseux, en rapport avec une altération de la voie de signalisation EDA/TA-TRAFG6-
NF-kB impliquée dans la régulation de la résorption ostéoclastique pourrait étre associé a la
mutation Ta. En effet, des anomalies histologiques osseuses ont été décrites chez le modéle
Tabby (Hill et coll., 2002] et chez les patients DEX sous forme d’hyperminéralisation médullaire

[Clauss et coll., en préparation].

Le volume osseux relatif correspondant a la densité trabéculaire était de 63,2% pour les séries
Wild-type et de 42,8% pour les souris Tabby, correspondant a une réduction globale de 20,4%
de la densité trabéculaire chez les souris Tabby. Cette réduction était statistiquement
significative a 0,5 JPN chez I'ensemble des souris Tabby (p<0,05), malgré une variabilité inter-
individuelle plus importante. En effet, les densités osseuses des séries TA1, TA2 et TA3 étaient
respectivement de 37,1%, 48,6% et 42,7%.

Les perspectives de ce travail sont une analyse des mécanismes moléculaires responsables des
modifications de densité osseuse associées au syndrome Tabby. Ces analyses consisteront en
la caractérisation histochimiques et immunohistochimiques de la fonction et du phénotype
ostéoclastiques (Tartrate Resistant Alcaline Phosphatase) et ostéoblastiques (ostéopontine,

ostéonectine, Bone Sialoprotein, Phosphatase Alcaline), ainsi que de la voie NF-kB (TRAFG6).
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Des analyses par micro-tomographie et des dosages de marqueurs métaboliques osseux (PTH,

RANKL) compléteront cette étude.

Conclusions

Une réduction du volume osseux alvéolaire mandibulaire est observée chez les souris
Tabby 0,5 JPN, correspondant a une hypotrophie osseuse en rapport avec I’hypotrophie
incisive.

Des modifications structurales osseuses se caractérisent par une réduction du volume
osseux trabéculaire (48,1%) et de la densité des trabécules osseuse mandibulaires
(20,4%) chez les souris Tabby 0,5 JPN. Elles sont indépendantes de I'effet de la mutation
Ta sur lincisive.

Une variabilité inter-individuelle du volume osseux alvéolaire est observée, avec
néanmoins une homogénéité de la structure osseuse illustrée par la faible variabilité inter-

individuelle du volume osseux trabéculaire entre les souris Tabby.

134



135



6.2. ANALYSES HISTOLOGIQUES ET IMMUNOHISTOCHIMIQUES DE L’OS MANDIBULAIRE ET FEMORAL DE
SOURIS WILD-TYPE ET TA ADULTES : DONNEES COMPLEMENTAIRES

Nos données phénotypiques provenant des patients DEX, ainsi que des observations cliniques
issues de la phase chirurgicale implantaire, ont suggéré des modifications structurales osseuses
associées a la mutation EDA. Par ailleurs, certaines observations chez la souris ont mis en
évidence une expression des transcrits EDA mRNA au niveau de la mandibule et du cartilage de
Meckel [Tucker et coll., 2000], ainsi que des modifications de densité osseuse trabéculaire au
niveau du squelette post-axial de souris Tabby [Hill et coll., 2002]. Nous avons donc cherché a
mettre en évidence des modifications osseuses chez les souris Ta adultes, par rapport aux
souris WT, au niveau mandibulaire et fémoral. Pour cela, nous avons utilisé différentes
approches complémentaires des analyses histomorphométriques décrites plus haut (article en

préparation].

Plusieurs techniques de colorations histologiques ont été utilisées, dont le bleu-alcian-
hématoxyline-éosine (coupes de mandibules a 0,5, 5 et 10 JPN), ’hématoxyline-éosine et le
trichrome de Masson. Ces techniques apparaissent complémentaires pour I'étude des structures
osseuses. En effet, la coloration hématoxyline-éosine constitue une étude préliminaire des
constituants cellulaires osseux. La coloration au trichrome de Masson permet I'étude de
visualiser les constituants collagéniques, marqués au bleu d’aniline, et des éléments cellulaires

marqués a la Fuchsine acide et a 'hématoxyline de Groat.

Ces méthodes devraient permettre de visualiser des modifications au niveau des éléments
cellulaires et matriciels osseux, ainsi que des changements au niveau de la densité, de

I’épaisseur trabéculaire et des espaces inter-trabéculaires chez les souris Tabby.
6.2.1 Matériel et méthodes : histologie, immunohistologie et dosage ELISA de PTH
Lignée Tabby

Les souris Tabby B6C-BACa-A“/A-EDA™/0 utilisées pour 'obtention de la lignée Tabby ont été
obtenues de Jackson Laboratory [Bar Harbor, Maine, USA) et élevées au laboratoire de
I’Académie des Sciences de Prague dans le laboratoire du Dr Peterkova [Peterkova et coll.,
2002]. Les souris Tabby homo- et hémizygotes, ainsi que les souris controles Wild-type ont été
obtenues par croisements successifs entre femelles Tabby homozygotes (Ta/Ta), hémizygotes

(Ta/0) ou hétérozygotes (Ta/+) avec des males Tabby hémizygotes. Le génotype des souris Ta,
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correspond a une mutation frameshift par délétion du nucléotide +550 de I'exon 1 du géne Ta
[Srivastava et coll.,, 1997]. Le phénotype Tabby a été déterminé en fonction de criteres
morphologiques externes. Le phénotype dentaire a été analysé uniquement chez les femelles
Tabby homozygotes ou hémizygotes et les males Tabby hémizygotes. Le phénotype des souris
Tabby et Wild-type a été analysé pour des souris présentant le méme stade de développement,

le méme age chronologique et le méme poids corporel.

Les souris controles (Wild-type: WT) ont été obtenues en croisant des animaux
phénotypiquement normaux provenant du méme stock. Les croisements ont été réalisés de nuit
et le jour Embryonnaire (E) 0,0 correspond a la détection du bouchon vaginal. Les prélévements
ont été réalisés a 0,5, 5 et 10 JPN. L’ensemble des traitements et sacrifices des animaux est en

accord avec les lois de protection des animaux de laboratoire.

Colorations histologiques et Inmunolocalisation osseuse de I’ostéopontine

Préparation des coupes histologiques
Les mandibules de souris Wild-type et Tabby adultes disséquées ont été rapidement fixées dans
du Paraformaldéhyde 4%-PBS durant 48h, puis décalcifiées dans une solution ’'EDTA 15%-PBS
durant 15 jours. Les mandibules décalcifiées ont été déshydratées par un gradient d’éthanol-
LMR, selon le protocole expérimental suivant :

- Déshydratation par 3 bains successifs d’éthanol 70%, 90% et 100% (24h pour chaque bain)

- Bain de 24h dans une solution de LMR

- Inclusion dans la paraffine liquide a 37°C

- Conservation des échantillons inclus a 4°C.

Les coupes histologiques sériées de mandibule de 7 um d’épaisseur ont été réalisées sur un
microtome Leica RM 2165 et stockées a 4°C en vue des colorations histologiques et des

immunomarquages. Les coupes ont été collées sur des lames histologiques de type Permafrost.

Coloration histologique hématoxyline-éosine
Les coupes histologiques sont déparaffinées selon le protocole expérimental suivant de gradient
décroissant LMR-éthanol :

- 2 bains successifs de 5 min dans du LMR

- 2 bains successifs de 5 min dans de I'éthanol 100%

- 2 bains successifs de 5 min dans de I'éthanol 95%

- 1 bain de 5 min dans de I'éthanol 70%

- Lavage dans de I'eau bi-distillée 5 minutes.

Apres le déparaffinage :
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- 2 bains successifs de 15 min dans des solutions d’hématoxyline 10 % puis d’éosine 10%
- Lavage avec de I'eau bi-distillée 5 min puis 2 lavages PBS

- Montage des coupes histologiques dans milieu de montage Eukitt.

Coloration histologique au trichrome de Masson

La coloration au trichrome de Masson consiste en une succession d'un colorant nucléaire
(hématoxyline de Groat), d’'un colorant cytoplasmique (Fuchsine acide) et d’'un colorant des
tissus conjonctifs (bleu aniline marquant le collagéne I). Elle permet un bon contraste pour

I'analyse des structures collagéniques.

Le déparaffinage des coupes histologiques est suivi par :

- Bain de 5 min dans de 'hématoxyline de Groat

- Lavage a I'eau distillée 5 min

- Bain de 15 min dans de la Fuchsine Acide

- Lavage a I'eau distillée 5 min

- Bain de 15 min dans de I’Acide Phosphomolybdique
- Lavage a I'eau distillée 5 min

- Bain de 30 s dans du Bleu d’Aniline

- Déshydratation des coupes

- Montage sur milieu de montage Eukitt.

Immunodétection par immunofluorescence de I'ostéopontine
Les coupes histologiques font I'objet dans un premier temps d'un déparaffinage selon le

protocole expérimental déja décrit.

Une saturation des sites de liaison aspécifiques des anticorps primaires est réalisée par
incubation en chambre humide des coupes histologiques avec une solution de BSA (Bovine
Serum Albumine) 1%-PBS (100 pl/ lame). La phase de saturation est suivie par 3 lavages PBS
durant 5 minutes. Des contrdles ont été effectués, suivant le méme protocole en l'absence

d’anticorps primaire.

Déminéralisation sur lame
La phase de déminéralisation sur lame permet un démasquage antigénique des différentes
protéines matricielles et membranaires ostéoblastiques et ostéoclastique. Elle est réalisée selon
le protocole expérimental suivant :

- Incubation de 100 pl/lame d’EDTA 15% en chambre humide durant 1 min

- 3 lavages PBS 5 minutes.
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La spécificité de I'anticorps primaire monoclonal anti-ostéopontine MAB 3057 utilisé, produit par
le clone ZH2, a été validée dans la littérature [Farach-Carson et coll. 1992]. Cet anticorps est
produit par le laboratoire Chemicon International, il s’agit d’'une IgG monoclonale produite chez le
rat et reconnaissant 'ostéopontine murine native, présente sous différents isoformes de poids
moléculaires compris entre 50 et 80 kDa. Le mAb est utilisé a une dilution de 1/100 dans du
PBS-1% BSA. Aprés une incubation over-night a 4°C, 3 lavages au PBS sont effectués et suivis

par l'incubation de I'anticorps secondaire.

L’anticorps secondaire est un anti-rat couplé au fluorochrome Alexa émettant dans les longueurs
d’'onde rouge a 594 nm. La dilution optimale est de 1/500 dans PBS. Une centrifugation des
anticorps secondaire est réalisée a 12000 tours/min durant 1 minute. Une incubation de 2 h en
chambre humide a I'obscurité des anticorps secondaires a 200 pl/lame est suivie par 3 lavages
au PBS durant 5 min, et montage dans un milieu Dakocytomation Fluorescent Mounting Medium.
L’observation est réalisée sur un microscope a fluorescence Leica. Les prises de vue sont

réalisées en paralléle en fluorescence et en microscopie a contraste de phase.

6.2.2 Résultats

Histologie des os longs des souris WT et Ta

Une réduction de l'intensité de la coloration au bleu d’aniline est observée au niveau des coupes
histologiques transversales des diaphyses et métaphyses fémorales de souris Ta adultes, par
rapport aux souris Wild-type (Fig 34-35). La région métaphysaire présente des zones plus
fortement marquées a I'hématoxyline et a la fuchsine acide chez les souris Ta (Fig 35), ou I'on
détecte également des variations locales de la coloration au bleu d’aniline dans la matrice
osseuse, par rapport a ce que I'on observe chez les souris WT (Fig 35). Ces observations sont
réalisées aussi bien au niveau de I'os fémoral périphérique, que des travées osseuses intra-
médullaires (Fig 35). A fort grossissement (X40), les coupes histologiques de diaphyses
fémorales colorées a I'hnématoxyline-éosine permettent de visualiser une augmentation de la

densité des lacunes ostéocytaires chez les souris Ta, par rapport aux souris WT (Fig 33).

Histologique des mandibules en cours d’ossification et de souris adultes

Une réduction de la coloration matricielle osseuse au bleu d’aniline est observée au niveau des
coupes de mandibules de souris Ta, par rapport aux souris WT (Fig 36-37). De larges plages
fortement colorées a ’hématoxyline et a la fuchsine acide, correspondant a des zones riches en
éléments cellulaires cytoplasmiques et nucléaires, sont uniquement observées sur les coupes
histologiques Ta, alors qu'une plus forte homogénéité de la coloration matricielle osseuse au

bleu d’aniline caractérise les coupes mandibulaires des souris Wild-type (Fig 36-37).

139



L’'immunolocalisation de I'ostéopontine sur des coupes frontales de mandibules de souris WT et
Ta adultes se caractérise par une distribution spécifique au niveau des travées osseuses (Fig 40-
41), correspondant chacune a une phase de sécrétion matricielle ostéoblastique. Le marquage
par immunofluorescence apparait plus intense au niveau des coupes de mandibules de souris
Ta par rapport aux souris WT (Fig 40-41). Des flots intra-osseux exprimant I'ostéopontine sont
plus nombreux au niveau des coupes de mandibules Ta (Fig 42). Le marquage périphérique, au
niveau du périoste de I'os alvéolaire mandibulaire apparait plus intense chez les souris Ta (Fig
40-42).

6.2.3 Discussion

Le géne Ta, présente une forte homologie de plus de 94% avec le géne EDA, muté dans la DEX
chez 'homme [Srivastava et coll., 1997). Néanmoins, le modéle murin est caractérisé par un
fond génétique stable, ce qui 'oppose aux patients DEX. La souris Ta est caractérisée par une
mutation frameshift par délétion d’'un nucléotide de I'exon 1 du géne Ta [Srivastava et coll.,
1997), ce qui ne reflete pas I'hétérogénéité génétique de la DEX chez I'homme. Cette
particularité, associée a un fond génétique stable, explique vraisemblablement la moins forte
variabilité d’expression phénotypique dentaire chez la souris Tabby. En effet, la variabilité de
I'oligodontie observée chez les patients DEX, n’est pas retrouvée chez la souris Ta, caractérisée
par la présence uniquement de deux morphotypes molaires postnataux [Kristenova et coll.,
2002).

Sur le plan phénotypique, la souris Tabby, comme les patients DEX, présente des anomalies du
développement des structures ectodermiques, avec une hypotrichose, une agénésie ou une
dystrophie des glandes exocrines, des anomalies du nombre, de la taille, de la position et de la
morphologie coronaire [Srivastava et coll., 1997 ; Miard et coll., 1999 ; Kristenova et coll., 2002 ;
Boran et coll., 2005]. Un des intéréts du modéle Tabby est qu’il permet d’étudier le phénotype
osseux, sur le plan histologique et immunohistochimique, ce qui n’est pas réalisable chez

’'homme.

Il existe aussi des différences entre le modéle Tabby et les patients DEX, dans la mesure ou les
anomalies dentaires sont beaucoup plus discrétes chez la souris Ta que chez les patients DEX.
Dans la méachoire inférieure, 'absence d’incisive est observée dans 18% des cas, I'absence de
molaire dans 12% chez les souris Tabby hétérozygotes et 52% chez les souris Tabby

homozygotes et hémizygotes [Kristenova et coll., 2002 ; Lesot et coll., 2004].
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Une différence majeure entre ’homme et les rongeurs vient de leur dentition et de I'utilisation
gu’ils en font. La position des forces appliquées sur I'os de la machoire, ainsi que leur périodicité,
sont trés différentes dans les deux situations. Or, les forces appliquées interviennent dans le
métabolisme osseux (synthése et résorption) [Robling et coll., 2006]. Pour ces raisons, I'étude
du phénotype osseux au niveau de l'os alvéolaire mandibulaire antérieur nécessite des

précautions quant a l'interprétation des résultats.

Aspects histologiques et immunohistologiques des tissus osseux fémoraux et mandibulaires
Tabby

Les réductions de l'intensité de la coloration matricielle osseuse au bleu d’aniline suggérent une
densité collagénique inférieure, de I'isoforme Collagéne |, au niveau des structures osseuses
fémorales et mandibulaires Tabby. Des modifications histologiques osseuses au niveau de
vertébres de souris Tabby colorées a I'hématoxyline-€osine ont montré des anomalies
épiphysaires et sub-épiphysaires [Hill et coll., 2002]. Nous n’avons pas retrouvé les inclusions
cartilagineuses intra-osseuses observées par Hill et coll., (2002). Les variations topographiques
de la coloration matricielle (trichrome de Masson) suggére que la matrice extracellulaire osseuse
chez la souris Ta puisse étre plus hétérogéne que chez la souris WT (Fig 36-37). Des approches
d'immunohistochimie devront étre réalisées pour analyser la localisation des différents types de

collagéne chez la souris Ta.

L’hypodensité en constituants collagéniques chez la souris Tabby semble associée a une
augmentation de la densité en éléments cellulaires, ainsi qu'a une augmentation du marquage
pour l'ostéopontine. Une analyse fine des modifications de la matrice extracellulaire, suggérées
ici, devra étre reprise par immunolocalisation. L’étude immunohistochimique de I'expression de
marqueurs ostéoblastiques comme la BSP, 'ostéocalcine, Runx2/Osterix, la sclerostine (SOST)
ou la phosphatase alcaline devrait permettre de confirmer ces résultats préliminaires [Bianco et
coll., 1991 ; Ohta et coll., 1992 ; Ziolkowska et coll., 2006 ; Wiren et coll., 2008].

Immunomarquage de I'ostéopontine (OPN)

L’OPN est une protéine non collagénique de la matrice extracellulaire, présente sous différentes
isoformes de poids moléculaire 50 a 80 kDa. Elle est abondante au niveau du tissu osseux et
plus particulierement de la phase minérale osseuse [Chen et coll.,, 1992]. L'ostéopontine est
également une cytokine intervenant dans les processus de minéralisation, via ses sites de
fixation au calcium, de résorption ostéoclastique et de remaniement osseux, via son site RGD
[lhara et coll., 2001 ; Franzen et coll.,, 2008]. L'ostéopontine est fortement impliquée dans le
recrutement des ostéoclastes, en raison de ses interactions avec certaines intégrines

ostéoclastiques, dont l'intégrine a5-p3, I'intégrine a5-B1 et a5-B5 [Horton et coll., 1995 ; Ihara et
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coll., 2001]. L'ostéopontine active également les voies de signalisation participant a
I'ostéoclastogenese, dont RANKL, aprés I'adhésion des cellules ostéoclastiques [Ihara et coll.,
2001]. De plus, l'ostéopontine joue également le role de médiation de l'activité anabolique
osseuse de I'hormone parathyroidienne (PTH), I'ostéopontine étant située en amont de la voie
de signalisation RANKL-NF-kB [lIhara et coll., 2001]. En effet, une inhibition de la libération
osseuse de calcium induite par la PTH est observée au niveau des cultures de tissu osseux
provenant de souris OPN -/- [Ihara et coll., 2001]. L’augmentation du marquage a I'ostéopontine
pourrait donc également suggérer l'existence d’activités de résorption ostéoclastique plus
importantes chez les souris Tabby, ce qui serait en accord avec les résultats
histomorphométriques montrant une réduction du volume osseux trabéculaire et de la densité

osseuse.
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Séries de coupes histologiques Wild-type et Tabby a 0,5 JPN

Serie Tabby T4Z 98/3

WX

B : buccal, Li: lingual, M : médial, Lat : latéral, CM : cartilage de Meckel, | : Incisive, OA : Os alvéolaire 100 um : —

Fig 32: Coupes histologiques frontales des mandibules de souris Wild-type (T4K 92/3 : C1) et des 3 souris
Tabby post-embryonnaires analysées (T4Z 116/1, T4Z 98/3 et T4Z 88/1 : TA1-TA2-TA3) dans les
régions antérieures, médianes et postérieures de la zone anatomique d’intérét.

143



Colorations histologiques a I’lhématoxyline-éosine
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Fig 33: Colorations histologiques a 'hématoxyline-éosine de mandibules et de fémurs de souris WT et Ta

adultes.
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Colorations histologiques au trichrome de Masson de mandibules de souri WT et Ta adultes.

.

Fig 34: Coupes histologiques transversales de diaphyses fémorales de souris WT (a,b et c¢) et Tabby

et f) visualisées a grossissement x5 (a-d), X20 (b-e) et X40 (c-f).
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WT

Ta

Fig 35: Coupes histologiques transversales de métaphyses fémorales de souris WT (a,b et c) et Tabby (d,

e et f) visualisées a grossissement x5 (a-d), X10 (b-e) et X40 (c-f).
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Ta
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Fig 36 : Coupes frontales colorées au trichrome de Masson de mandibules de souris adultes WT (a, b et c)
et Tabby (d, e et f) visualisées au grossissement X5 (a-d), X10 (b-e) et X20 (c-f).

WT

Ta

Fig 37 : Coupes frontales colorées au trichrome de Masson de mandibules de souris adultes WT (a, b et c)
et Tabby (d, e et f) visualisées au grossissement X5 (a-d), X20 (b-e) et X40 (c-f).
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Fig 38: Coupes histologiques transversales de diaphyses fémorales de souris WT (a,b) et Tabby (c, d) et f)

visualisées a grossissement x20 (a-c) et X40 (b-d).

WT

Ta

Fig 39: Coupes frontales colorées au trichrome de Masson de mandibules de souris adultes WT (a, b) et
Tabby (c-df) visualisées au grossissement X20 (a-b) et X40 (b-d).
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IMMUNOLOCALISATION PAR IMMUNOFLUORESCENCE DE L’'OSTEOPONTINE (OPN)

AT R SNV
ALy A q?«‘f g ts)

: 7 i P AEAS v

e B et as | AAYANT RSNV, Yy ,
‘“g}p_”rm‘:_.,’g_,-'.ﬂ;,_.ﬂ‘ TR TR = Z P2t ey e ‘__\.'I,.'r - ¢ N \
A *%ﬁ*-::ﬁf’.‘ﬁ%:&v‘?; 2 ;@;‘:ﬁfazﬁ“ﬁa N ?\ &\\l‘ .
\ "1"2“ \‘;’ 'h""..'-':’."" T = ’.l! 3 T i s ‘: 3 ._,‘0-_" “ \ .'.\ % 'L\
N e AN | b VSNSRI~ = AT

Fig 40: Visualisation par immunofluorescence de I'osteopontine au niveau de mandibules de souris Wild-
type (a-c) et Tabby (b-d) avec immunofluorescence (a-b) et vue équivalentes en microscopie par

contraste de phase (microscope Leica, oculaire X20).
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Fig 41 : Visualisation par immunofluorescence de I'osteopontine au niveau de mandibules de souris Wild-
type (a-c) et Tabby (b-d) avec immunofluorescence (a-b) et vue équivalentes en microscopie par

contraste de phase (microscope Leica, oculaire X20).
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Fig 42: Visualisation par immunofluorescence de I'osteopontine au niveau de mandibules de souris Wild-
type (a-c) et Tabby (b-d) avec immunofluorescence (a-b) et vue équivalentes en microscopie par

contraste de phase (microscope Leica, oculaire X40).
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Les phénotypes dentaire et osseux dans la DEX et la DEH autosomique chez I'homme
seront confrontés aux observations chez la souris Tabby et discutés a la lumiére des
fonctions morphogénétiques de 'EDA.

PHENOTYPE DENTAIRE ET CORRELATIONS GENOTYPE-PHENOTYPE

L’étude du phénotype dentaire montre que l'oligodontie, sévére dans la majorité des cas, et
systématiquement associée a des anomalies morphologiques des dents présentes, constitue
un signe diagnostique essentiel dans la DEH. Bien que notre cohorte de patients atteints de
DEX et de DEH autosomique récessive soit relativement importante, les différences
phénotypiques restent difficiles a interpréter. La sévérité générale de I'oligodontie n’est pas
significativement différente entre les groupes de mutations EDA et EDAR. En revanche,
notre étude est la premiére a mettre en évidence une distribution différentielle des agénésies
dentaires en denture temporaire entre la DEH autosomique récessive et la DEX. De plus,
nous avons identifié une variabilit¢ de I'oligodontie en fonction du géne muté (EDA ou
EDAR), du type d’exon muté, du type de mutations ou du domaine fonctionnel de 'lEDA-A1
touché par la mutation. Ces résultats sont en accord avec les données épidémiologiques
déja publiées [Vincent et coll., 2001 ; Lexner et coll., 2008]. La forte hétérogénéité génétique,
caractérisée par une distribution des mutations sur tous les exons du géne EDA et la
variabilité d’expression clinique de la DEX expliquent en partie la difficulté a établir des
corrélations génotype-phénotype [Chassaing et coll., 2006 ; Van der Hout et coll.,, 2008].
Bien qu’il n’existe pas de corrélations génotype-phénotype claires, le diagnostic moléculaire
reste un élément indispensable pour le conseil génétique, lidentification des femmes
vectrices hétérozygotes et le diagnostic anténatal de la DEX.

La variabilité phénotypique chez les patients DEX se manifeste a I'échelle inter-familiale,
intra-familiale, entre jumeaux monozygotes, voire chez un méme individu, ou il peut exister
des asymétries de la dentition.

Une variabilité phénotypique inter-familiale correspond a des patients non apparentés et de
méme statut moléculaire présentant des oligodonties de sévérités différentes. Nous I'avons
observé aussi bien en denture temporaire, qu’en denture permanente. Ces observations
peuvent étre la conséquence de facteurs épigénétiques spécifiques, dont la nature et les
effets ne peuvent pas étre appréhendés. Cet écueil, courant en clinique humaine, peut étre
évité dans les modéles murins ou le fond génétique est mieux contrélé [Townsend et coll.,
sous presse]. De plus, I'aboutissement de I'odontogenése est multifactoriel et de hombreux
génes, autres que 'EDA, sont impliqués dans ce processus [Thomas et Sharpe, 1998 ;
Cobourne et coll., 2003 ; Thesleff, 2006 ; Matalova et coll., 2008].

En effet, de hombreuses molécules de signalisation appartenant aux familles des TGF

(Bmp), Fgf, Tnf, Shh ou Wnt interviennent dans le contréle de la morphogenése, de
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histogenése, des cytodifférentions et des interactions épithélio-mésenchymateuses,
essentielles dans I'odontogenése [Bei et Maas, 1998 ; Thesleff et coll., 2006]. Ces aspects
illustrent la difficulté d’établir des corrélations génotype-phénotype, au sens strict.

Les génes codant pour différents facteurs transcriptionnels, comme p63 ou Pitx2, et les
génes homéotiques DIx1, DI2, Msx1, Barxl ou Alx3, impliqués dans le code odontogéne,
jouent également un réle important dans I'odontogenése, a coté du gene EDA [Cobourne et
coll., 2003 ; Thesleff et coll.,, 2006 ; Fleischmannova et coll., 2008]. L'importance de ces
génes homéotiques a été démontrée par un modéles murin DIX1/DIx2 -/-, par exemple,
caractérisé par une absence de développement des molaires maxillaires [Cobourne et coll.,
2003].

Ces données moléculaires chez la souris n'ont pas d’équivalent chez 'homme, mais il est
Iégitime de se demander si le développement dentaire au niveau makxillaire et mandibulaire
n‘est pas régulé pas des mécanismes génétiques différents (Townsend et coll.,, sous
presse).

Les génes Msx1l et Pax9, impliqués dans les oligodonties non-syndromiques, ont été
également inactivés chez des modéles murins qui sont caractérisés par une interruption
précoce de I'odontogenése au stade de bourgeon dentaire, associée a des anomalies des
structures squelettiques cranio-faciales [Berdal et coll., 2002; Fleischmannova et coll., 2008].
De méme, les génes mutés dans certaines oligodonties syndromiques chez I'homme,
comme Pitx2 (syndrome de Rieger) ou p63 (Syndrome de Rapp-Hodgkin), conduisent a un
arrét de I'odontogenése au stade de bourgeon ou de placode lorsqu’ils sont inactivés chez
des souris knock-out Pitx2-/- et p63 -/- [Fleischmannova et coll., 2008].

La variabilité phénotypique dentaire existe aussi au niveau intra-familial [Clauss et coll., sous
presse ; Townsend et coll., sous presse]. L’existence de génes modificateurs, en interaction
avec le géne EDA, pourrait expliquer la variabilité phénotypique entre individus d’'une méme
fratrie. En effet, I'effet des génes modificateurs a été caractérisé dans d’autres pathologies
génétiques comme la mucoviscidose ou I'hémochromatose héréditaire, a I'origine d’'une
variabilité d’expression clinique au sein d’'une méme famille [Labrune, 2002].

Des tableaux cliniques différents ont également été observés chez des jumeaux
monozygotes atteints de DEX, renforcant cette notion de variabilité phénotypique intra-
familiale [Townsend et coll., sous presse]. Ici encore, des facteurs épigénétiques, comme
I'acétylation ou la méthylation de 'ADN, des variations locales des interactions cellule-cellule
ou cellules-matrice et la prolifération cellulaire différentielle des cellules odontogénes,
peuvent intervenir, tout comme les génes modificateurs [Townsend et coll., sous presse].

Les asymétries de développement dentaire, observées dans notre étude chez des patients

DEX, ainsi que chez la souris Ta au niveau de la région molaire [Kristenova et coll., 2002] et
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incisive [Lesot et coll., 2004], soulévent la question des mécanismes moléculaires impliqués.
En effet, 23% des souris Ta homo- et hémizygotes sont caractérisés par une asymétrie de
morphotype molaire, avec une hémi-mandibule de morphotype | et une hémi-mandibule de
morphotype Il [Kristenova et coll., 2002]. Au niveau de la région incisive, 15% des souris Ta
présentent une absence unilatérale d’incisive mandibulaire [Lesot et coll., 2004]. Les
asymeétries de développement dentaire sont également retrouvées dans d’autres situations
physiologiques ou pathologiques, comme les fentes labio-palatines [Lai et coll., 2008].

Une variabilité d’expression phénotypique a été également retrouvée entre des familles
porteuses d’'une mutation du méme résidu de I'EDA-A1, et caractérisées par un phénotype
dentaire soit modéré soit sévere. Lorsqu’il existe un phénotype dentaire modéré, celui-ci est
associé a des manifestations également discrétes au niveau des autres structures
ectodermiques, avec un fonctionnement sudoral normal et une absence d’hypotrichose. La
mutation a l'origine de ce phénotype modéré est vraisemblablement plus conservatrice au
niveau de la structure quaternaire de lisoforme EDA-A1 et donc conduit & moins de
perturbations de l'interaction entre le domaine d’homologie TNF trimérique et le récepteur
EDAR.

PHENOTYPE OSSEUX

Des modifications morphologiques et structurales (densité osseuse) constituent un autre
aspect du phénotype de la DEX. Elles peuvent étre liées notamment aux altérations des
fonctions moléculaires de la voie EDA-NF-kB dans la résorption osseuse ostéoclastique et
l'ostéogenése. En effet, les transcrits du géne Ta étant détectés au niveau de l'os
mandibulaire en formation et du cartilage de Meckel, la mutation de ce géne pourrait
entrainer des anomalies du développement mandibulaire [Tucker et coll., 2000].

Les modifications morphologiques alvéolaires mandibulaires décrites chez la souris Tabby
post-embryonnaire correspondent a une hypoplasie osseuse en relation avec I'hypoplasie
incisive [Lesot et coll.,, 2004 ; Clauss et coll., article en préparation]. En revanche, les
modifications structurales osseuses semblent indépendantes du phénotype dentaire. Elles
pourraient étre liées a des anomalies de [lactivité des ostéoblastes au cours du
développement. L’expression de 'EDA au niveau des ostéoblastes a été mise en évidence
dans le cas du crane et des cbtes durant la phase de sécrétion matricielle, mais également
au niveau de la mandibule [Montonen et coll., 1998 ; Tucker et coll., 2000]. Nous avons
observé des modifications de la matrice osseuse chez les souris Ta adultes au niveau de I'os
mandibulaire et fémoral [Clauss et coll., article en préparation].

Des anomalies des fonctions ostéoclastiques pourraient intervenir durant le développement

postnatal, en raison d’interactions fonctionnelles entre la famille TNF (dont 'EDA fait partie)
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et la voie RANKL-NF-kB, essentielle dans I'ostéoclastogenése, via TRAFG et le facteur NF-
KB [Zhang et coll., 2001].

Le phénotype osseux observé dans la DEX chez 'homme pourrait correspondre a une
altération locale du remodelage osseux et de la résorption ostéoclastique, liée notamment a
un dysfonctionnement de la voie NF-kB [Zhang et coll., 2001]. Les mémes molécules
d’adaptation intra-cellulaire TAB2, TAK1 et TRAF6 sont impliquées dans les voies de
signalisation de I'EDA et de RANKL, suggérant I'existence d’éventuelles interactions entre
ces deux voies [Naito et coll., 1999 ; Zhang et coll., 2001 ; Sinha et coll., 2002].

Chez la souris Ta, I'hypodensité osseuse mandibulaire observée aprés la naissance semble
en contradiction avec I'hyperdensité osseuse observée a l'age adulte qui se traduit par
'augmentation du nombre des trabéculations osseuses tibiales et par la diminution de
I'espacement inter-trabéculaire [Hill et coll., 2002]. Ce phénoméne existe également chez les
patients DEX adultes [Clauss et coll., sous presse]. Différents parameétres peuvent expliquer
le contraste entre ces observations. Les os longs et la mandibule résultent de mécanismes
d’'ossification différents, respectivement une ossification enchondrale et une ossification
mixte endochondrale et membranaire [Ramaesh et Bard, 2003]. Par ailleurs, deux phases
distinctes pré- et postnatales ont été décrites dans l'altération de la croissance de lincisive
chez la souris Ta [ Lesot et coll., 2004]. En effet, durant le développement embryonnaire, un
défaut de la croissance postérieure de l'incisive est observé dés le stade de bourgeon
dentaire et affecte 'ensemble des souris Ta. En phase postnatale, des malformations du
centre de prolifération postérieur de I'organe de I'émail viennent se sur-ajoutées. Par contre,
elles ne sont observées que chez 18% des mutants [Lesot et coll., 2004]. Un phénoméne bi-
phasique analogue pourrait étre impliqué dans I'ossification mandibulaire des souris Ta.
L’hyperdensité osseuse observée chez les souris Tabby adultes [Hill et coll., 2002] peut étre
liée a un phénotype mis en place durant la croissance postnatale en rapport avec une
anomalie de I'ostéoclastogenése et de 'activité ostéoclastique.

Les anomalies métaboliques osseuses pourraient également faire intervenir des facteurs
endocriniens [Soderholm et Kaitila., 1985]. En effet, les transcrits du gene EDA ont été
détectés au niveau de I'adénohypophyse durant le développement embryonnaire humain, ce
qui serait a I'origine d’'une dyshistogenése et d’anomalies fonctionnelles adénohypophysaires
[Mikkola et coll., 1999]. L’'adénohypophyse sécréte notamment 'hormone adrénocorticotrope
(ACTH), stimulant la sécrétion surrénalienne de glucocorticoides, qui interviennent dans le
métabolisme osseux [Tauchmanova et coll., 2007]. En effet, les glucocorticoides entrainant
une stimulation de la résorption ostéoclastique et une inhibition de l'apposition osseuse
[Chiodini et coll., 2008], ces mécanismes pourraient étre perturbés par une dysfonction

adénohypophysaire liée a la mutation EDA [Mikkola et coll., 1999].
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Ce phénotype osseux associé a la mutation Ta a été retrouvé dans I'étude clinique chez les
patients DEX en cours de croissance et adultes, qui présentent des altérations osseuses
mandibulaires morphologiques et structurales, des dysmorphies cranio-faciales ainsi qu’'une
hyperdensité osseuse [Clauss et coll., sous presse; Clauss et coll., article en préparation].
Les variations topographiques de densité des éléments cellulaires et matriciels osseux, chez
la souris Tabby adulte, pourraient correspondre aux variations locales de la densité osseuse
mandibulaire et aux hyperminéralisations médullaires focales observées chez les patients
DEX.

Une altération en aval de la signalisation NF-kB peut conduire a un phénotype
ostéopétrotique. En effet, une forme de DEH avec ostéopétrose est causée par une mutation
hypomorphique du géene NEMO (NF-kB Essential Modulator) [Dupuis-Girod et coll., 2002].
Cette ostéopétrose modérée de type Il est définie par une hématopoiese extra-médullaire
avec persistance de cavités médullaires. Le cortex osseux de ces patients est dense avec
une ostéosclérose médullaire diffuse, notamment au niveau de la volte cranienne [Dupuis-
Girod et coll.,, 2002]. Ce phénotype illustre bien le réle du facteur NEMO dans les
mécanismes de remodelage osseux. Une inactivation du facteur d’adaptation cytoplasmique
TRAF®6, chez le modéle murin knock-out TRAFG -/-, est également associée a un phénotype
ostéopétrotique, avec des anomalies du remodelage osseux et des fonctions
ostéoclastiques. Ce phénotype montre qu’une altération plus en amont de la voie de
signalisation NF-kB est également responsable d’anomalies de ’'homéostasie osseuse [Naito
et coll., 1999 ; Lomaga et coll., 1999].
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Ectodysplasin <« Mutation EDA :
Phénotype osseux ?

Edar
: ; Edaradd
’ Mutation NEMU :

¢ Mutation NEMO :
Phénotype ostéopétrotique

Knock-out TRAF6 -/- :
Phénotype ostéopétrotique

Knock-out p50/p52 :
<4+—— Phénotype ostéopétrotique
(lotsova et coll., 1997)

Fig 43: Voie de signalisation EDA-NF-kB avec phénotypes ostéopétrotiques associés aux mutations

ou inactivations de différents de ses composants (adapté de Courtney et coll., 2005).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’originalité de notre travail réside dans la prise en compte des phénotypes dentaires et
osseux chez les patients atteints de dysplasie ectodermique hypohidrotique et la souris
Tabby. Ces comparaisons posent toutefois un certain nombre de questions. Le modéle Ta
nous a permis I'étude du phénotype osseux au niveau histologique et cellulaire. Cependant,
'os mandibulaire chez la souris Tabby présente certaines spécificités. Les contraintes
meécaniques exercées sur cet os ont un effet au niveau des cellules ostéoblastiques et
ostéoclastiques et sont trés différentes de ce qui peut se passer chez 'lhomme [Robling et
coll., 2006]. En effet, les forces exercées sur 'os mandibulaire des rongeurs entrainent des
modifications de [I'architecture trabéculaire osseuse, ainsi qu’'une stimulation de la
prolifération et de I'apposition cellulaire ostéoblastique [Grimston et coll., 2006 ; Harris et
coll., 2007]. Les contraintes mécaniques cycliques ont un effet anabolique osseux avec la
stimulation de la prolifération et de I'apposition ostéoblastique chez la souris, via différents
facteurs locaux comme I'Insuline Growth Factor (IGF-1) [Tokimasa et coll., 2003). De plus,
IGF-1 entraine également une augmentation des cellules ostéoclastiques TRAP+ par unité
de surface, démontrant le rble des contraintes mécaniques sur les processus de remodelage
osseux [Tokimasa et coll., 2003).

L’étude du phénotype dentaire a montré une distribution différentielle des agénésies entre
les mutations EDA et EDAR. La forte variabilité d’expression dans les différents groupes de
mutations pose la question des conséquences phénotypiques liees aux différentes
altérations structurales du complexe EDA-A1-EDAR. Nous étudierons les effets des
altérations de la structure quaternaire du complexe EDA-A1-EDAR pour des patients a
phénotype donné et a génotypes différents [Li et coll., 2008). L’analyse structurale par
modélisation d’homologie de 'EDA-A1 mutée a partir des données cristallographiques de
'EDA native permettra de mettre en évidence d’éventuelles relations entre les anomalies
moléculaires de 'EDA et la sévérité du phénotype dentaire [Zhang et coll., 2004). La position
des résidus mutés au niveau de la structure tridimensionnelle de 'EDA-A1 et de son site de
liaison au récepteur EDAR pourra étre étudiée par cette approche de modélisation
moléculaire [Li et coll., 2008]. Ainsi, il devrait étre possible de mieux comprendre d’éventuels
effets phénotypiques différentiels des modifications structurales du site d’homologie TNF et
du site furine.

L’analyse approfondie de la nature des modifications structurales osseuses observées dans
la DEX nécessitera, chez ’'homme, des approches permettant I'étude de la densité osseuse.
Des techniques d’absorptiométrie duale aux RX (DEXA) pourront étre utilisées pour
rechercher d’éventuelles modifications in vivo de la densité minérale osseuse et I'existence

de zones d’hyperminéralisation [Giampetro et coll., 2007 ; Schwaederer et coll., 2008 ; Mann
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et coll.,, 2008 ; Sahakitrungruang et coll., 2008]. Une analyse par microspectroscopie
infrarouge ou diffraction aux RX des prélévements osseux provenant de patients DEX et de
souris Tabby permettrait d’objectiver, in vitro, les modifications de densité minérale osseuse
liees a la mutation EDA [Boskey et coll., 2003 ; Said et coll., 2008 ; Verdelis et coll., 2008]. Il
devrait étre possible de détecter des variations topographiques de la structure osseuses
chez des patients DEX et chez la souris Tabby soit par microtomographie (U-CT), soit par
microscopie électronique a balayage [Ruhli et coll., 2007 ; Lan et coll., 2007].

Nos observations phénotypiques nécessitent une meilleure connaissance du fonctionnement
des ostéoblastes ou des ostéoclastes, ainsi que des mécanismes moléculaires mis en jeu. A
I'échelle cellulaire, les anomalies des fonctions ostéoblastiques seront abordées par
immunohistochimie, sur des préléevements osseux de souris Tabby. Les marqueurs
moléculaires ostéoblastiques comme la BSP, l'ostéocalcine, Runx2, la sclérostine ou la
Phosphatase Alcaline seront immunolocalisés au niveau de mandibules de souris Tabby a
différents stades de développement et sur des prélévements osseux de patients DEX,
réalisés durant la phase chirurgicale implantaire [Bianco et coll., 1991; Ziolkowska et coll.,
2006; Coussens et coll., 2008]. Des cultures cellulaires a partir de prélévements réalisées
chez des embryons de souris Tabby devraient permettre d’étudier le phénotype
ostéoblastique. Le phénotype osseux sera étudié par des dosages par RT-PCR et Western-
blot, a partir du surnageant de culture cellulaire de marqueurs ostéoblastiques précoces
(Activité enzymatique Phosphatase Alcaline) et tardifs (ostéonectine, ostéocalcine) [Hoshi et
coll., 1997 ; Hessle et coll., 2002 ; Coussens et coll., 2008]. Les éventuelles altérations des
fonctions ostéoclastiques pourront étre testées sur des prélévements osseux murins et
humains par un marquage histochimique de la Phosphatase alcaline Tartrate-Résistante
[Ogino et coll., 2008]. La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans le
phénotype osseux de la DEX fera appel a I'analyse, sur un modéle de culture cellulaire, de
I'expression de facteurs transcriptionnels ostéogéniques comme Runx2 [Charoenphandhu et
coll., 2008]. L’étude de I'expression des molécules de la voie de signalisation de RANKL et
de son inhibiteur endogéne l'ostéoprotégérine permettront d’appréhender les mécanismes
de différenciation ostéoclastiques [Schubert et coll., 2008].

Les altérations métaboliques et structurales osseuses qui seront identifiees dans la DEX
devraient permettre une amélioration de la démarche diagnostique en phase pré-implantaire,

ainsi qu’'une adaptation des techniques chirurgicales.
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ANNEXE 2

PHENOTYPES DENTAIRES DES PATIENTS DEX ET DEH
AUTOSOMIQUE



PHENOTYPES DENTAIRES DES PATIENTS PRESENTANT UNE MUTATION FAUX-SENS DE L’EXON 2 DU
GENE EDA AVEC ALTERATION DU SITE DE CLIVAGE PROTEOLYTIQUE FURINE-DEPENDANT

Patient 1

A

C

Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 1 porteur
de la mutation faux-sens (465 C >T) de l'exon 2 du gene EDA responsable de la
modification protéique p. Arg155 Cys.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales
En denture maxillaire 0 2 0 2
temporaire
mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire O 2 2 4 2
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies dentaires du patient 1.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Hypodontie maxillaire (4 agénésies) et phénotype sévere d’anodontie
mandibulaire.
» En denture permanente: Oligodontie maxillaire (10 agénésies) et oligodontie sévere
mandibulaire (12 agénésies) avec présence uniquement des germes secondes molaires

permanentes mandibulaires.



Patient 2

Fig: Orthopantomogramme d'un patient (4 ans %) porteur d'une mutation par variation
nucléotidique ¢ 466 C>T de I'exon 2 du géne EDA responsable de la modification protéique

p.Argl56¢cys.
Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines | Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire @] 2 0 4
temporaire

mandibulaire 2 2 1 4
En denture maxillaire 0 2 0 4 4
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 3

Phénotype dentaire :
* En denture temporaire : Phénotype sévere d'oligodontie mandibulaire (9 agénésies avec

Tableau : Distribution topographique des agénésies dentaires du patient 2.

présence uniqguement d'une canine) et maxillaire (6 agénésies). Dysmorphies coronaires des

incisives centrales maxillaires et des canines temporaires.

= En denture permanente : Oligodontie sévere plus marquée au niveau mandibulaire (13

agénésies avec présence uniguement d’'une molaire).




Patient 3

B

Fig: Vue clinique endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 3 porteur d'une
mutation faux-sens ¢.467 G>A de I'exon 2 du gene EDA responsable de la variation protéique

p.Arg156His.
Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines | Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire @] 2 0 2
temporaire

mandibulaire 2 2 0 4
En denture maxillaire 0 2 2 4 2
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 3.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Phénotype sévere d'oligodontie mandibulaire (8 agénésies avec
présence uniquement des canines temporaires) et hypodontie maxillaire modérée (4
agéneésies)
*» En denture permanente : Oligodontie sévére au niveau mandibulaire (12 agénésies avec
présence uniquement des premiéres molaires) et oligodontie maxillaire (10 agénésies avec

présence des incisives centrales et des premiéres molaires).




Patient 4

Fig: Orthopantomogramme du patient 4 porteur d’'une mutation faux-sens c.457 C>T de I'exon 2
du géne EDA responsable de la modification protéique pArg153Cys de I'EDA.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire o 2 2 2
temporaire

mandibulaire 2 2 2 2
En denture maxillaire 0 2 2 4 2
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 4.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Phénotype d'oligodontie mandibulaire (8 agénésies avec présence
uniguement des secondes molaires temporaires) et maxillaire (6 agénésies)
» En denture permanente: Phénotype d'oligodontie sévére au niveau mandibulaire (12
agénésies avec présence uniquement des premieres molaires) et oligodontie maxillaire (10

agénésies avec présence des incisives centrales et des premiéres molaires).




Patient 5

Vue cliniqgue endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 5 porteur de la

Fig :
mutation faux-sens c.466C>G de I'exon 2 du gene EDA responsable de la modification
protéique p.Arg156Gly de 'EDA.
Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines | Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire
mandibulaire ND ND ND ND
En denture maxillaire 2 2 2 4 3
permanente | mandibulaire 2 2 1 4 4

Tableau : distribution topographique des agénésies du patient 5.

Phénotype dentaire :

En denture permanente: Phénotype d'oligodontie sévere au niveau mandibulaire (13

agénésies avec présence uniguement d'une canine) et maxillaire (13 agénésies avec

présence uniquement d’'une molaire).



PHENOTYPES DENTAIRES DES PATIENTS PRESENTANT UNE MUTATION DES CODONS 6-8 DU GENE
EDA AVEC ALTERATION DU SITE D’HOMOLOGIE TNF EXTRA-CELLULAIRE DE L'EDA

Pati’ent 8

MATHIEU

C
Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (E) du patient 8
présentant une mutation c.756T>G de I'exon 6 du géne EDA.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire ND ND 0 1
temporaire

mandibulaire 2 2 0 2
En denture maxillaire 0 2 0 1 0
permanente [ mandibulaire 2 2 0 3 0

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 8.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Phénotype modéré au niveau maxillaire avec présence de 3 molaires
et des canines temporaires. Phénotype d’'oligodontie plus sévere au niveau mandibulaire avec
agénésies de l'ensemble du bloc incisif et de 2 molaires temporaires. Dysmorphies
coronaires des incisives et canines conoides.
= En denture permanente: Phénotype d’hypodontie maxillaire et oligodondie mandibulaire

modérée.



Patient 9

Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 9 porteur
d’une mutation faux-sens c.754C>A de I'exon 6 du géne ED1.

Phénotype Nombre d’agénésies
incisives incisives canines prémolaires molaires
centrales latérales
maxillaire 0 2 0 3 2
mandibulaire 2 2 2 4 3

Tableau : Distribution topographique des agénésies dentaires chez le patient 9.

Phénotype dentaire :

» En denture permanente : Oligodontie modérée au maxillaire et phénotype particulierement

sévere d'oligodontie au niveau mandibulaire avec présence uniquement d'une molaire

mandibulaire gauche.




Patient 10

Vue clinique endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 10 porteur d’'une

mutation par substitution nucléotidiqgue C871 G>A de I'exon 7 du géne EDA responsable de

la modification protéique p.G291R.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales
En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire
mandibulaire ND ND ND ND
En denture maxillaire 1 2 0 4 4
permanente | mandibulaire 2 2 0 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 10.

Phénotype dentaire :

En denture permanente : Oligodontie sévere au maxillaire (11 agénésies) et mandibulaire (12

agénésies avec présence uniqguement des canines)




Patient 11

Fig : Orthopantomogramme du patient 11 présentant une mutation faux-sens ¢.896 G>A de
I'exon 7 du géne EDA responsable de la modification protéique pGly299Asp.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire 2 2 0 4
temporaire
mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire 0 2 2 4 4
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 11.

Phénotype dentaire :

= En denture temporaire : Oligodontie sévére maxillaire avec présence uniquement des canines

temporaires dysmorphiques. Phénotype d’anodontie au niveau mandibulaire correspondant

au phénotype le plus sévére.

» En denture permanente : Oligodontie au niveau maxillaire avec présence uniqguement des

germes des incisives centrales dysmorphiques. Anodontie mandibulaire.




Patient 12

C

Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 12 porteur
d'une mutation faux-sens c¢.891 G>C de l'exon 7 du géne ED1 responsable de la
modification protéique pAsp298His.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines | Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire 0 2 0 2
temporaire

mandibulaire 2 2 0 4
En denture maxillaire 0 2 2 4 3
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 3

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 12.

Phénotype dentaire :

» En denture temporaire : Hypodontie maxillaire avec agénésies des incisives latérales et des
premieres molaires (phénotype modéré). Phénotype d’oligodontie au niveau mandibulaire
avec présence uniguement des canines. Anomalies morphologiques coronaires au niveau des
canines temporaires conoides.

= En denture permanente : Oligodontie sévére plus marquée au niveau mandibulaire avec
présence uniqguement des incisives centrales maxillaires, d’'une premiére molaire mandibulaire
et maxillaire. Dysmorphies coronaires des incisives centrales maxillaires et anomalies de la

structure et morphologie cuspidiennes de la premiére molaire maxillaire.




Patient 13

C
Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 13 (frere du
patient 12).
Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines | Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire 0 2 0 4
temporaire

mandibulaire 2 2 0 4
En denture maxillaire 0 2 0 4 3
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 13.

Phénotype dentaire :

= En denture temporaire :

Phénotype d'oligodontie sévére plus marquée au niveau

mandibulaire. Anomalies morphologiques coronaires au niveau des incisives et canines

conoides.

= En denture permanente: oligodontie sévére au niveau maxillaire (11 agénésies) et

mandibulaire (12 agénésies. Dysmorphies coronaires des incisives centrales maxillaires et

anomalies de la structure et morphologie cuspidiennes de la premiére molaire maxillaire.




Patient 14

Fig: Reconstructions tridimensionnelles (A, B et C) et coupe frontale mandibulaires (D) du patient
14 porteur d'une mutation faux-sens ¢.820 T>C de I'exon 7 du gene EDA responsable de la

modification protéique p.Trp274Arg.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire
mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire ND ND ND ND ND
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 14.

Phénotype dentaire :

= En denture temporaire :Phénotype d’anodontie mandibulaire correspondant au phénotype le

plus sévére.

= En denture permanente : Phénotype d’anodontie mandibulaire.




Cc

Patient 15

Fig : Vues cliniqgues endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 15
présentant une mutation faux-sens c¢.1048G>T de I'exon 8 du géne EDA responsable de la
modification protéique p.Gly350Trp.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire ND ND ND 2
temporaire
mandibulaire 2 2 0 4
En denture maxillaire 0 2 0 4 2
permanente | mandibulaire 2 2 0 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 15.

Phénotype dentaire :
» En denture temporaire : Phénotype d'oligodontie sévere au niveau mandibulaire avec

présence uniqguement des 2 canines temporaires anastrophiques.

* En denture permanente : Oligodontie sévére plus marquée au niveau mandibulaire (10

agénésies mandibulaires) avec dysmorphies coronaires des incisives et canines maxillaires.




Patient 16

Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 16 porteur

d’une mutation faux-sens ¢.1067C>T de I'exon 8 du site TNF.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire (e} 2 0 0
temporaire
mandibulaire 2 0 0 0
En denture maxillaire ND ND ND ND ND
permanente | mandibulaire ND ND ND ND ND

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 16.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Phénotype d’hypodontie mandibulaire et maxillaire modéré avec

agénésies des incisives latérales maxillaires et des incisives centrales mandibulaires.

Anomalies morphologiques des incisives latérales mandibulaires.

» En denture permanente: Phénotype non déterminé de par le jeune age du patient ne

permettant une identification des germes présents.




PHENOTYPES DENTAIRES DES PATIENTS PRESENTANT UNE DELETION INFRAME DU GENE EDA

Patient 17

Vue clinigue endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 17 porteur d'une

Fig :

’ délétion exonique de I'exon 2 du géne EDA.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire ND ND ND ND

temporaire
mandibulaire ND ND ND ND

En denture maxillaire 0 2 0 4 3
permanente [ mandibulaire 2 2 0 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies dentaires du patient 17.

Phénotype dentaire :

mandibulaire avec 12 agénésies.

En denture permanente : Oligodontie maxillaire avec 9 agénésies et oligodontie sévere




B

Patient 18

Fig: Vue clinigue endo-buccale (A) et orthopantomogramme(B) du patient 18 porteur d'une
mutation par délétion in frame de 9bp de I'exon 8 du géne EDA.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire 2 2 2 3
temporaire
mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire 2 2 2 4 4
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 18.

Phénotype dentaire :

» En denture temporaire : Phénotype d’anodontie mandibulaire et oligodontie maxillaire sévére

avec présence uniquement de le seconde molaire maxillaire gauche.

= En denture permanente : Phénotype d'anodontie.




PHENOTYPE DENTAIRE D'UN PATIENT PRESENTANT UNE LARGE DELETION GENIQUE DES EXONS 3-

8 DU GENE EDA

Patient 20

B
Fig: Vue clinique endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 20 présentant une

délétion des exons 3-8 du gene EDA.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire 1 2 0 2
temporaire

mandibulaire 2 2 1 4
En denture maxillaire 1 2 2 4 2
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : distribution topographique des agénésies du patient 20.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Hypodontie maxillaire et oligodontie sévere mandibulaire avec

présence uniquement d’une canine dysmorphique.

* En denture permanente : Oligodontie sévere maxillaire (11 agénésies avec présence de
l'incisive centrale permanente droite et des 2 premiéres molaires permanentes) et oligodontie
sévere mandibulaire (12 agénésies). Dysmorphie de l'incisive centrale maxillaire permanente

droite.



PHENOTYPES DENTAIRES DES PATIENTS PRESENTANT UNE MUTATION NON-SENS DU GENE EDA.

PATIENT 21

B

Fig : Vue clinigue endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 21 porteur d’'une
mutation non-sens c¢.149 C>A de I'exon 1 du gene EDA responsable de la modification
protéique pSer50X de 'EDA.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire 2 2 0 2
temporaire

mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire 0 2 2 4 2
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 3

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 21.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Oligodontie sévére au maxillaire et anodontie mandibulaire.
= En denture permanente : Oligodontie sévére au maxillaire et phénotype particulierement
sévere d'oligodontie mandibulaire, avec présence uniquement du germe de la seconde

molaire gauche.



PATIENT 22

B

Fig: Vue clinique endo-buccale (A) et orthopantomogrammme (B) du patient 22 présentant une
mutation non-sens c.694 C>T de I'exon 4 géne EDA.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives Incisives Canines Prémolaires | Molaires
centrales latérales

En denture maxillaire (e} 2 0 3
temporaire

mandibulaire 2 2 0 4
En denture maxillaire 0 2 2 4 3
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 12

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 22.

Phénotype dentaire :

» En denture temporaire : Hypodontie maxillaire(agénésies des incisives latérales et de 3
molaires) et oligodontie mandibulaire sévére(8 agénésies avec présence uniqguement des
canines temporaires). Anomalies morphologiques coronaires des incisives centrales
maxillaires et des canines mandibulaires.

» En denture permanente : Phénotype d'oligodontie maxillaire 11 agénésies) et oligodontie

mandibulaire (12 agénésies des incisives, canines, prémolaires et de 2 molaires).




PHENOTYPES DENTAIRES DES PATIENTS PRESENTANT UNE MUTATION FRAMESHIFT DU GENE EDA

Patient 23

Fig : Orthopantomogramme du patient 23 porteur d’'une mutation frameshift c.579Del T de
I'exon 4 du gene EDA.

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives Incisives Canines | Prémolaires | Molaires
centrales latérales
En denture maxillaire 2 2 2 4
temporaire
mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire 2 2 2 4 4
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 4

Phénotype dentaire :

= En denture temporaire : Phénotype sévére d’anodontie.

= En denture permanente : Anodontie mandibulaire et maxillaire.

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 23.




Patient 24

B

Vues cliniqgues endo-buccales (A et B) d'un patient DEX agé de 3 ans % présentant une
mutation frameshift de I'exon 4 du géne EDA. (c.572-590 Del responsable de la modification

protéique p.Pro191Argfs82X)

Fig :

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales
En denture maxillaire 0 2 0 2
temporaire
mandibulaire 2 2 0 0

En denture maxillaire ND ND ND ND ND
permanente | mandibulaire ND ND ND ND ND

Tableau : Distribution topographique des agénésies du patient 24.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Hypodontie modérée au niveau maxillaire (4 agénésies) et

mandibulaire (4 agénésies).



PHENOTYPES DENTAIRES ASSOCIES AUX FORMES AUTOSOMIQUES DOMINANTES ET RECESSIVES

DE DYSPLASIE ECTODERMIQUE HYPOHIDROTIQUE

Les formes autosomiques dominantes et récessives de DEH, sont associées a des mutations du
complexe moléculaire Ectodysplasin Receptor (EDAR)-Ectodysplasin Receptor EDARADD. Une
analyse phénotypique dentaire des formes autosomiques de DEH est réalisée et vise la

compréhension des relations entre phénotype et altération moléculaire de l'interaction EDA-EDAR ou

EDARADD-TRAF®6.

Patient 27

Fig: Orthopantomogramme du patient 27 atteint d'une forme autosomique récessive de DEH
hétérozygote pour la mutation faux-sens ¢.266 G>A (exon 3) la mutation splice ¢.528+1 G>A
(exon 6) du géne EDAR responsables de la modification protéique p. Cys47Tyr.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire 1 2 1 2
temporaire

mandibulaire 2 2 2 4
En denture maxillaire 1 2 2 4 2
permanente | mandibulaire 2 2 2 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 27.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Oligodontie au niveau maxillaire et anodontie mandibulaire.

» En denture permanente: Oligodontie sévere au niveau maxillaire et phénotype

particulierement sévére d’anodontie mandibulaire.



Patient 28

B

Fig: Vue clinigue endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 28 présentant une
mutation du géne EDAR.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire 2 2 0 3
temporaire

mandibulaire 2 2 0 2
En denture maxillaire 2 2 2 4 2
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 28.

Phénotype dentaire :
» En denture temporaire : Oligodontie maxillaire (7 agénésies des incisives et de 3 molaires) et

mandibulaire (6 agénésies des incisives et des premiéres molaires).
» En denture permanente : Phénotype d'oligodontie trés sévére au niveau maxillaire (12
agénésies avec présence uniguement des premiéres molaires) et mandibulaire (12

agénésies). Phénotype associé a une forme autosomique récessive de DEH (plus sévere que

les formes autosomiques dominantes).



Patient 29

Fig : Vue clinique endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 29 présentant une
forme autosomique récessive de DEH avec les mutations a I'état hétérozygote 266 G>A
(exon 4 du géne EDAR) et ¢.528+1 G>A (exon 6).

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire 2 2 2 2
temporaire

mandibulaire 2 2 2 2
En denture maxillaire 0 2 0 4 2
permanente [ mandibulaire 2 2 2 2 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 29.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Oligodontie maxillaire (8 agénésies des incisives, des canines et des
premiéres molaires) et mandibulaire (8 agénésies des incisives et des premieres molaires).
= En denture permanente : Phénotype d'oligodontie sévere au niveau maxillaire (8 agénésies)
et mandibulaire (10 agénésies). Phénotype associé a une forme autosomique dominante de

DEH (plus sévere que les formes autosomiques dominantes).



PHENOTYPE DENTAIRE DE PATIENTS DEH DONT LE DIAGNOSTIIC MOLECULAIRE EST EN COURS
D'ANALYSE

Patient 37

Cc

Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 37.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire

mandibulaire ND ND ND ND
En denture maxillaire 2 2 0 4 3
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 37.

Phénotype dentaire :
= En denture permanente : Oligodontie sévére au maxillaire (11 agénésies) et phénotype

particulierement sévere d'anodontie mandibulaire.



Patient 38

Fig :
monozygote du patient 37).

Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 38 (Jumeau

Nombre d’agénésies

Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales
En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire
mandibulaire ND ND ND ND
En denture maxillaire 1 2 0 4 3
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 3

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 38.

Phénotype dentaire :

sévere d'oligodontie mandibulaire (présence uniquement d’'une molaire)

En denture permanente : Oligodontie sévere au maxillaire (10 agénésies) et phénotype




Patient 39

B

Fig: Vue clinique endo-buccale (A) et orthopantomogramme (B) du patient 39 (suspicion de
mutation du géne NEMO).

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire

mandibulaire 0 0 0 2
En denture maxillaire 0 2 0 2 2
permanente | mandibulaire 2 2 2 2 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 39.

Phénotype dentaire :
= En denture temporaire : Phénotype modéré d’hypodontie mandibulaire avec les agénésies

des secondes molaires
*» En denture permanente : Oligodontie modérée au maxillaire (6 agénésies) et phénotype
sévere d'oligodontie mandibulaire (présence uniquement des premiéres prémolaires et de 2

molaires). Hypoplasies de I'émail associées au phénotype dentaire.



Patient 41

Fig : Orthopantomogramme du patient 41.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire

mandibulaire ND ND ND ND
En denture maxillaire ) 0 2 4 2
permanente [ mandibulaire 2 2 2 4 3

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 41.

Phénotype dentaire :
* En denture permanente : Oligodontie mandibulaire sévére (13 agénésies avec présence
uniguement d’'une molaire) et maxillaire (8 agénésies des canines, prémolaires et des

secondes molaires)



Patient 43

B

Fig : Vue clinique endo-buccales (A) et orthopantomogramme (B) du patient 43.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire ND ND ND ND
temporaire

mandibulaire ND ND ND ND
En denture maxillaire 0 0 2 4 2
permanente [ mandibulaire 0 0 2 4 2

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 43.

Phénotype dentaire :
*» En denture permanente : Oligodontie au niveau maxillaire (8 agénésies) et mandibulaire (8
agénésies).



Patient 45

Cc

Fig : Vues cliniques endo-buccales (A et B) et orthopantomogramme (C) du patient 45.

Nombre d’agénésies
Phénotype Incisives | Incisives | Canines | Prémolaires | Molaires
centrales | latérales

En denture maxillaire 0 2 2 4
temporaire

mandibulaire 1 2 2 4
En denture maxillaire 1 2 2 4 4
permanente [ mandibulaire 2 2 1 4 4

Tableau : Distribution topographique des agénésies chez le patient 45.

Résultat du phénotype dentaire:
= En denture temporaire : Phénotype d’'oligodontie sévere maxillaire (8 agénésie avec présence
uniguement des incisives centrales) et mandibulaire (9 agénésies avec présence d'une
canine).
» En denture permanente: Phénotype d'oligodontie sévére maxillaire (13 agénésies) et

mandibulaire (13 agénésies).



ANNEXE 3

Phénotype osseux




ANALYSE DES DENSITES OSSEUSES SELON LA CLASSIFICATION DE LEKHOLM ET ZARB ET EN
UNITES HOUNSFIELDS (HU) CHEZ LES PATIENTS DEX DONT LA MUTATION EST IDENTIFIEE

Patient 9
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Fig: Coupe scannographique sagittale mandibulaire(A), avec densité osseuse selon la classification
de Lekholm et Zarb (B) du patient 9 présentant une mutation faux-sens c.754 C>A de I'exon 6 du
géne EDA. Courbes densitométriques de la région symphysaire du patient 9 (C) et contréle (D).



Patient 14

D1 D2 D3 D4

Fig : Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaire, avec densité osseuse
selon la classification de Lekholm et Zarb (C) du patient 14 présentant une mutation faux-sens c.820
T>C de I'exon 7 du géne EDA.



Fig : Reconstructions tridimensionnelles en isosurface de la mandibule du patient 14 (A-B) avec

coupes frontales (C-D) et sagittale (E).



Patient 17

D1 D2 D3 D4

Fig: Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaire, avec densité osseuse
selon la classification de Lekholm et Zarb du patient 17 présentant une mutation par délétion Del
¢.503-526 de I'exon 2 du géne EDA.



Densité osseuse corticale basale :
1037 HU/835-1113 HU

Densité osseuse corticale
alvéolaire : 1011 HU/810-940
HU

Fig: Analyses des densités osseuses corticales basales (A) et alvéolaires (B) maxillaires en Unités

Hounsfields du patient 17.



Densité médullaire : 335 Unités Hounsfiels

Densité corticale : 1125 HU

Densité de zone d’hyperminéralisation
focale : 708 Unités Hounsfie

| Densité osseuse : 1170
HU/944HL

Fig: Analyses des densités osseuses mandibulaires en Unités Hounsfields du patient 17.



Contréle : DEX : 6
2mm mm

Fig: Analyse de I'épaisseur corticale linguale du patient 17.



Patient 21

D1 D2 D3 D4

Fig: Coupe scannographique de la région symphysaire mandibulaire (A) et densité osseuse selon la
classification de Lekholm et Zarb du patient 21 présentant une mutation non-sens ¢.149 C>A de I'exon
1 du géne EDA.



3.31mm

DEX : 3,31 mm contréle : 2 mm

Fig : Reconstructions tridimensionnelles mandibulaires (A-B) et analyse de I'épaisseur corticale

linguale chez le patient 21 (C) et un patient contrdle (D).



ANALYSE DES DENSITES OSSEUSES SELON LA CLASSIFICATION DE LEKHOLM ET ZARB ET EN
UNITES HOUNSFIELDS (HU) CHEZ LES PATIENTS DEH DONT LA MUTATION EST EN COURS
D’ANALYSE

Patient 37

D1 D2 D3 D4

Fig: Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaires, avec densité osseuse

selon la classification de Lekholm et Zarb (C) du patient 37.



Densité corticale basale
maxillaire :
1739 HU/83-1113 HL

Densité osseuse corticale
alvéolaire :
1507 HU/810-940 HU

Fig: Analyses de la densité osseuse corticale basale (A) et alvéolaire (B) maxillaire en unités

Hounsfields du patient 37.



Densité corticale mandibulaire |:
1812 HU/1300-1560 HU

A 4

Hyperminéralisation médullaire focale :
1406 HU/944 HU

Os médullaire : 742 HU

Fig: Analyses de la densité osseuse corticale (A) et médullaire (B) mandibulaires du patient 37.



Patient 38
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D1 D2 D3 D4

Fig: Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaires, avec densité osseuse

selon la classification de Lekholm et Zarb (C) du patient 38.



Densité osseuse corticale :
1617 HU/835-1113 HU

Densité corticale de I'os
alvéolaire : 1459 HU/810-940 H\

Fig: Analyses de la densité osseuse corticale basale (A) et alvéolaire (B) maxillaires en unités

Hounsfields du patient 38.



Densité osseuse corticale
mandibulaire : 1811 HU/1300-1560
HU

Densité osseuse :
1321 HU/944+/-207
HU

Fig : Analyses de la densité osseuse de la région symphysaire mandibulaire en unités Hounsfields du
patient 38.



Patient 40

Densité osseuse corticale basale
maxillaire : 1011 HU/ 835-1113
HU

v

Densité osseuse corticale
alvéolaire :
991 HU/€10-940 HU

Densité osseuse corticale
mandibulaire : 1390 HU/1300-1560
HU

C

Fig: Analyses de la densité osseuse corticale maxillaire (A-B) et mandibulaire (C) en Unités
Hounsfields du patient 40.



Patient 41

D1 D2 D3 D4

Fig: Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaires, avec densité osseuse

selon la classification de Lekholm et Zarb (C) du patient 41.



Densité corticale basale
maxillaire : 1654 HU/83-1113

Densité corticale alvéolaire maxillaire :
1542 HU/810-940 HU (contréles)

Fig: Analyses de la densité osseuse corticale basale (A) et alvéolaire (B) maxillaire du patient 41.



Patient 43

D1 D2 D3 D4

Fig : Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaires, avec densité osseuse

selon la classification de Lekholm et Zarb (C) du patient 43.



Patient 44
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D1 D2 D3 D4

Fig: Coupes scannographiques transversale (A) et sagittale (B) mandibulaires, avec densité osseuse

selon la classification de Lekholm et Zarb (C) du patient 44.



EXAMENS SCANNOGRAPHIQUES MANDIBULAIRES DE PATIENTS CONTROLES

Patient contréle 1
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D1 D2 D3 D4

Fig : coupe scannographique orthoradiale de la région symphysaire mandibulaire (A) et densité

osseuse selon Lekholm et zarb (B) du patient contrdle 1.



Patient contréle 2

Fig : coupe scannographique orthoradiale de la région symphysaire mandibulaire (A) et densité

osseuse selon Lekholm et zarb (B) du patient contréle 2.



Patient contrble 3

D1 D2 D3 D4

Fig : coupe scannographique orthoradiale de la région symphysaire mandibulaire (A) et densité

osseuse selon Lekholm et zarb (B) du patient contréle 3.



Patient contrble 4
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D1 D2 D3 D4

Fig : coupe scannographique orthoradiale de la région symphysaire mandibulaire (A) et densité

osseuse selon Lekholm et zarb (B) du patient contrdle 4.



