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INTRODUCTION

Les dysplasies ectodermiques forment un large groupe de pathologies du développement
ectodermique, caractérisées par un spectre phénotypique associant oligodontie, hypotrichose,
agénésies-dystrophies des glandes exocrines. La dysplasie ectodermique hypohidrotique liée a I'X
(DEX / OMIM 305100) représente la forme majoritaire des dysplasies ectodermiques hypohidrotiques
(Mortier et Wackens, 2004 ; Priolo et Lagana, 2001). Sur le plan moléculaire, ce syndrome est lié a
des mutations impliquant les génes de la voie Ectodysplasine (EDA)-NF-kB (Smahi et al., 2002). La
protéine EDA appartient a la superfamille des TNF (Tumor necrosis factor) et existent sous deux
isoformes (EDA1 et EDA2) liées a un splicing alternatif (Hashiguchi et al., 2003). La carte d’expression
de 'ARN messager de l'ectodysplasine a été au départ étudiée dans I'épithélium des dents, des
cheveux, des glandes lacrymales et du cerveau en développement (Montonen et al., 1998 ; Mikkola et

Thesleff, 2003).

Les manifestations cranio-faciales et dentaires les plus connues et les plus fréquemment décrites
dans cette maladie sont les suivantes : hypoplasie du maxillaire avec réduction en hauteur et en
longueur de cette structure, réduction de la longueur de la mandibule qui présente, malgré
'hypoplasie maxillaire, un prognathisme relatif par rapport a ce dernier, croissance anormale de la
base du crane, et réduction globale de la hauteur de la face (Ruhin et al., 2001 ; Bondarets et al.,
2002). Sur le plan dentaire, des anomalies de forme et de nombre sévéres font partie du tableau
phénotypique associé a ce syndrome (Clauss et al., 2008). La texture osseuse semble également
affectée avec un aspect ostéopétrotique plus ou moins marqué retrouvé aussi bien au niveau des

structures osseuses cranio-faciales que du squelette post-cranien (Hill et al., 2002).

Le modéle murin Tabby (mutation du géne Ta) exprime I'équivalent phénotypique de la DEX pour
ce qui a été étudié jusqu’alors (Srivastava et al., 1997). Si le role d’EDA chez 'lhomme et la mutation
Ta chez la souris Tabby ont fait I'objet de nombreuses études a propos du développement et de la
morphologie dentaire notamment vis-a-vis de la compréhension des interactions épithélio-
mésenchymateuses lors de l'ontogenése, leur réle morphogéne est trés peu évoqué dans la

littérature, et leur implication dans le développement du complexe cranio-facial reste a préciser.



La mandibule, qui a déja fait I'objet de nombreuses études chez d’autres modeéles murins
(Richtsmeier et al., 2000 ; Klingenberg et Leamy, 2001 ; Klingenberg et al., 2001 ; Renaud et al.,
2007) semble constituer une structure intéressante pour étudier la fonction d’'un géne sur la
morphogenése. Des corrélations génotype-phénotype et des relations phylogénétiques ont pu ainsi
étre mises en évidence a partir de sa caractérisation. Plusieurs génes impliqués respectivement dans
la morphogenése de différentes parties de la mandibule ont pu étre identifiés (Klingenberg et al., 2001 ;
Chai et Maxson, 2006). Cependant, jusqu’a ce jour, le role du géne Ta dans la morphogenése
mandibulaire n’a pas été considéré, aucune étude quantitative de la morphologie mandibulaire n’ayant
été entreprise sur le modéle murin Tabby et aucun rapprochement avec les manifestations observées

chez les personnes atteintes de DEH n’a été réalisé.

A cété des approches de biologie moléculaire, les approches morphologiques apparaissent ainsi
pertinentes et complémentaires pour I'étude des phénomeénes de croissance et de morphogenése sur
des modéles murins de maladies humaines associées a des syndromes dysmorphiques et ceci dans
le but de mieux comprendre la fonction et/ou l'influence éventuelle de la mutation d’'un géne lors du
développement. Ces analyses morphologiques peuvent notamment étre mises en ceuvre grace a des
acquisitions réalisées par des modalités d’imagerie de plus en plus performantes compte tenu des

contraintes imposées par la petite taille des modéeles murins étudiés.

L’objectif principal de ce travail de recherche a été de détecter I'existence de dysmorphoses
mandibulaires au sein du modéle murin de la DEX et de les caractériser. Une ambition supplémentaire
de ce projet a été de comprendre, a partir d’un suivi longitudinal d’individus Tabby, quand et comment
ces dysmorphoses mandibulaires s’installent au cours de la croissance. L’enjeu de ce travail de
recherche était en effet d’apporter les caractérisations phénotypiques permettant de mieux cerner les
effets des mutations du géne Ta sur la morphologie mandibulaire et de préciser plus largement le réle
de ce géne dans la morphogenése cranio-faciale. Notre objectif a été également de trouver un
parallélisme phénotypique entre modéle murin et espéce humaine au niveau mandibulaire. Méme si
d’autres convergences ont déja été décrites, notamment au niveau dentaire, cette démarche n’a pas

été entreprise a ce jour pour la mandibule.

Afin de tenter de répondre a cette problématique, une approche méthodologique totalement inédite

associant acquisitions micro-CT performantes (u-CT), procédures de traitement d’images



particulierement sophistiquées et analyses morphométriques originales a un suivi longitudinal de

cohortes d’individus Tabby et Wild-type sur plus d’'une année a été mise en ceuvre.



MATERIEL ET METHODES

Modéle murin Tabby

Le modéle murin Tabby étudié était porteur de l'allele EdaTa nul du géne EDA, transmis par le
chromosome X, La mutation Ta résultait d’'une délétion de 2 kilo-paires de bases incluant I'exon 1 de
la région codante. Les souris Ta ont été générées par des croisements au sein de la souche
B6CBACa Aw-J/A-EdaTa/J-XO (Jackson Laboratory, USA). Le phénotype a été identifié selon des
criteres morphologiques externes : alopécie en patch derriere les oreilles, déformations de I'extrémité

Ta/Y)

distale de la queue pour les males hémizygotes (Eda ™), rayures de la fourrure pour les femelles

Tal+

hétérozygotes Eda “". (figure 1).

Les souris WT étudiées, étaient issues de croisements dérivés de la souche B6129PF2/J

considérée comme contrdle pour les souches désignées par B6.

Les lignées de souris ont été génotypées conformément aux protocoles publiés par Bourgeois et
al. (1998). Une amplification PCR utilisant des oligonucléotides spécifiques sens et réverses ou
antisens (3F-7R, 6F-8R, and 5F-6R), dérivés de -3 to +1,9 kb de la séquence génomique murine
entourant I'exon 1 du géne Eda WT a été réalisée. La présence d’une délétion au sein de I'exon 1 du
gene Eda a été observée chez les individus Ta, les primers 6F-8R ne permettant 'amplification que
chez les individus WT et femelles hétérozygotes. Le génotype attendu de chaque souris Ta a été

confirmé par I'absence de fragments induits par 5F-6R chez les méles Ta.

Pour I'analyse des dysmorphoses mandibulaires chez les individus adultes Ta, I'échantillon étudié

Tay 24 femelles hétérozygotes (Eda’"), et 35

comprenait 74 spécimens : 15 males hémizygotes (Eda
souris contréles WT (19 méles, 16 femelles). Tous ces individus étaient des adultes dgés d’environ 3

mois.

Les souris ont été sacrifiées par une injection intrapéritonéale |étale de pentobarbital. Le protocole
a été établi conformément aux recommandations frangaises pour la prise en charge des animaux de
laboratoire Les animaux ont été fixés en solution pendant 15 jours par un mélange 1:10 d’'une solution

a 37% de formol, 3:4 d’'une solution a 100% d’éthanol et 3:20 d’eau distillée.



Dans le cadre du suivi longitudinal des groupes males et femelles WT, Eda™", Eda™"*

, un couple
fondateur a permis de constituer une lignée au sein du laboratoire et a donné naissance a plusieurs
générations. Les souris WT étaient également issues d’animaux de type sauvage de la lignée

B6129PF2/J considérée comme le contrdle pour les lignées désignées par B6. Toutes les souris ont

été élevées dans des conditions standard avec eau et alimentation a volonté.

Au total, 23 individus ont pu étre suivi dans le cadre de cette étude : 5 méles hémizygotes, (EdaTa/Y), 6
femelles hétérozygotes (EdaTa/+), 12 souris WT (7 maéles, 5 femelles). Tous les individus ont été
eme

prélevés apres la période de sevrage entre la 4°™ et la 5°™ semaine et le suivi par micro-CT de la

croissance mandibulaire a été réalisé jusqu’'a I'dge adulte. Au cours de la 1% année de suivi, 4
individus (1 par groupe) ont été perdus par mort naturelle. Le phénotype était identifié selon les

mémes critéres morphologiques externes que précédemment (Figure 1).

Exploration micro-tomographique (micro-CT) du complexe cranio-facial
Imagerie ex vivo

L’imagerie ex vivo des tétes entiéres a été réalisée a l'aide du systéme de micro-tomographie
eXplore CT 120, GE Healthcare, Waukesha, WI, USA. Toutes les explorations de micro-tomographie
ont été réalisées au sein du laboratoire « Imagerie Préclinique UF 62-37 », Service de Biophysique et
de Médecine Nucléaire, Hopital de Hautepierre (Dr Philippe Choquet et Pr André Constantinesco). Le
protocole d’acquisition comprenait 360 projections sur 360°. Les paramétres d’acquisition étaient de
100 kV, 50,0 mA et 20 ms d’exposition par projection . La durée totale d’acquisition par spécimen était
inférieure a 4 minutes. Les reconstructions volumiques ont été obtenues par rétroprojection filtrée
selon un algorithme de Feldkamp prenant en compte le la conicité du faisceau de rayons X. Les
voxels reconstruits étaient isotropes et présentaient une longueur d’aréte de de 50 um. Toutes ces
opérations ont été effectuées dans I'environnement logiciel du micro-scanner eXplore speCZT Vision

120.



Figure 1.

Phénotypes externes des souris WT et Tabby. A. Individu WT male avec un pelage agouti.
B. Individu Tabby male caractérisé par une absence de pelage derriére les oreilles,

une extrémité de queue en « Z » et des phalanges d’aspect longiligne.



Imagerie in vivo

Protocole d’anesthésie

Dans le cadre du suivi longitudinal de chaque spécimen, un protocole d’anesthésie a été utilisé
pour la réalisation des examens micro-CT. L’animal a tout d’abord été placé dans une chambre
d’'induction anesthésique ventilée par un mélange oxygéne-isoflurane a 3-4% durant quelques
minutes. L’isoflurane est un gaz volatil de type éther halogéné, Il est bien toléré, et permet a I'animal
de conserver une ventilation spontanée tout en ayant un effet narcotique suffisant pour le maintenir
immobile pendant toute la durée de 'examen. Une fois I'animal endormi dans la chambre d’induction,
il était sorti pour étre délicatement posé sur une table chauffée munie d’'un masque fournissant un

mélange gazeux air-isoflurane 2%.

Un transfert de I'animal dans une cellule d’imagerie (Minerve™®, Esternay, France) dédiée au
micro-CT (figure 2A) était ensuite effectué. La téte était placée dans un masque anesthésique ou une
encoche permettait de caler les incisives supérieures. L’axe cranio-caudal de I'animal était aligné avec
'axe longitudinal de la de la cellule d’imagerie. La cellule était munie de plusieurs raccords pour le
passage du gaz anesthésique et de lair chauffé; le chauffage de la cellule a 37°C étant
indispensable pour maintenir 'lhoméostasie de I'animal. La cellule était ensuite fermée et I'animal
laissé plusieurs minutes afin d’atteindre I'équilibre thermique. La cellule était alors déconnectée de la

table de préparation pour étre rapidement raccordée aux dispositifs du micro-scanner (figure 2B).

Une fois I'acquisition terminée, une procédure de réveil était mise en ceuvre. Tous les animaux ont

été traités selon le méme protocole anesthésique.

Protocole d’acquisition

Une acquisition micro-CT in vivo corps entier a été réalisée avec le méme dispositif que
précedemment (eXplore CT 120, GE Healthcare, Waukesha, WI, USA). Le protocole d’acquisition
comprenait 360 projections sur 360°. Les parameétres d’acquisition étaient de 80 kV, 32 mA et 16 ms
d’exposition en mode pulsé par projection. La durée totale d’acquisition par spécimen était d’environ 4

minutes.



Figure 2.

Imagerie in vivo : procédure d’anesthésie. A. Cellule d’imagerie (MinerveMD, Esternay, France) dédiée
au micro-CT. La téte de I'animal est placée dans un masque d’anesthésie. L’axe du corps de I'animal
est aligné avec I'axe longitudinal de la cellule. B. Transfert de la cellule dans le micro-CT et connexion

au dispositif d’anesthésie du micro-CT.



Les examens étaient répétés toutes les semaines entre le 1 et le 4°™ mois puis tous les 15 jours

entre les 5°™ et 6°™ eme

mois et enfin tous les 3 mois au-dela du 6™~ mois. Au total, ce sont plus de 500

examens qui ont été réalisés.

Les reconstructions volumiques ont été obtenues par rétroprojection filtrée selon la méme
approche que précédemment. Les voxels reconstruits étaient isotropes et présentaient une longueur

d’aréte de 100 ym.

Procédure de traitement d’images

Les premiéres étapes de post-traitement et de visualisation ont été réalisées avec le logiciel

MicroView® (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA, http://sourceforge.net/). Une segmentation par

région d’intérét (ROI) a été mise en ceuvre. A partir de coupes micro-CT axiales, une région d’intérét
correspondant aux structures mandibulaires osseuses et dentaires a été déterminée. La définition de
cette ROI permettait de sélectionner un volume mandibulaire comprenant I'ensemble des voxels
connexes selon une direction orthogonale au plan de coupe axial (figure 3). Les différentes ROI ont
ensuite été réunies afin d’obtenir un volume d'intérét (VOI) correspondant a I'ensemble de la
mandibule (figure 3). Le VOI mandibulaire a été ensuite segmenté en deux VOI cubiques, chacun

contenant une hémi-mandibule (figure 3).

Une seule hémi-mandibule a été retenue pour les analyses ultérieures. La reconstruction
isosurfacique de chaque hémi-mandibule a été générée par «marching cube algorithm» (Lorensen et
Cline, 1987) en choisissant un seuil de 600 HU (unités Hounsfield) (figure 3), le microCT étant calibré
en HU. Chaque hémi-mandibule a été alignée verticalement selon un plan sagittal, le plan

mandibulaire étant orienté horizontalement (figure 4).



ROI

Coupe axiale

v

VOl

Figure 3.

Segmentation de la mandibule a partir de régions d’intérét (ROI) et de volumes d’intérét (VOI).

Cette procédure a permis d’isoler les hémi-mandibules droite et gauche.
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Figure 4.

Procédure de réorientation des mandibules.
A. Chaque hémi-mandibule a été alignée verticalement selon un plan sagittal.

B. Position de référence caractérisée par une orientation horizontale du plan mandibulaire.
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La suite de la procédure de traitement d’images a été réalisée dans I'environnement du logiciel
Visiolg 5.4MP (Noesis, Gif sur Yvette, France). A partir de I'image projetée de la mandibule, un filtrage

linéaire avec la fonction de voisinage suivante a été appliqué :

1 1 1
1 1 1
1 1 1

Cette fonction de voisinage a consisté a remplacer la valeur de chaque point par la moyenne
effectuée sur ses premiers voisins (Russ, 2002). L’opération a donc permis d’adoucir les bords de la
mandibule (figure 5) ; des artéfacts générés par l'acquisition micro-CT et la reconstruction

(composantes spectrales de fréquences élevées) ont pu étre enlevés.

La portion osseuse de la mandibule a ensuite été isolée en tragant une ligne de segmentation
correspondant a la partie du rebord alvéolaire en regard de la face vestibulaire des molaires et de

lincisive (figure 6).

Une opération de seuillage a ensuite été effectuée, permettant de passer d’'une image en niveaux
de gris a une image binaire. Les paramétres de rendu volumique (isosurface) étant identiques pour
'ensemble des mandibules étudiées, la valeur de seuillage était constante. Les trous apparaissant au
niveau de la mandibule apres seuillage ont été éliminés (figure 7) a partir d’une dilatation géodésique
de l'inverse de I'image selon I'ensemble complémentaire de I'image initiale (Coster et Chermant,

1985).

Extraction du contour mandibulaire

Opérations préalables

Les portions coronaires des dents considérées ont alors été supprimées a partir d’un algorithme de
morphologie mathématique dit de « reconstruction » (Coster et Chermant, 1985). Cet algorithme
associe une série d’érosions suivie d’'une dilatation géodésique de l'image érodée. La dilatation
géodésique a permis de retrouver la portion originale de la mandibule osseuse aprés suppression des

structures dentaires par érosions multiples (figure 8).

12



Figure 5.

Filtrage par lissage de I'image.
Cette opération d’adoucissement des bords mandibulaires a permis de supprimer les artéfacts

générés au cours de l'acquisition et de la reconstruction tomographiques.
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Figure 6.

Tracé des lignes de segmentation séparant les éléments dentaires de la mandibule.

14



Figure 7.

Résultats de la dilatation géodésique.
Cette opération a permis de remplir les trous, correspondant en général a des zones osseuses trés

fines au niveau de la mandibule.

15



Figure 8.

Procédure de reconstruction.
Les éléments dentaires sont éliminés par érosions itératives. La mandibule est ensuite reconstruite a

partir d’'une dilatation géodésique.



Figure 9.

Détection du contour mandibulaire.

Une transformation de voisinage par amincissement a été utilisée pour extraire le contour.



Figure 10.
Exemples de suppression des points extrémes du contour.

Une opération d’ébarbulage est appliquée afin d’obtenir une ligne de contour d’un pixel d’épaisseur.
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Chaque hémimandibule pouvant étre considérée comme une structure osseuse relativement plane
(figure 4A), son contour 2D a pu étre extrait a partir de I'image binarisée de cette structure en vue

latérale.

La détection du contour mandibulaire a été obtenue par amincissement (figure 9). La configuration

de voisinage (V) utilisée pour cette opération était la suivante :

17 1 1
17 e 1
17 1 1

L’amincissement d’'une image (I) par la configuration de voisinage V se définissait de la maniére

suivante (Coster et Chermant, 1985) :

0 siVy,eV

IOV=

inchangé siV, ¢V

ou V, est la configuration de voisinage centrée en x.

Les points extrémes du contour (figure 10) ont été supprimés par une opération d’ébarbulage
(Coster et Chermant, 1985) afin d’obtenir une ligne de contour d’'un pixel épaisseur. L'ébarbulage

correspond a un amincissement avec la configuration de voisinage suivante :

0 x x
0 o O
0 0 O
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Cette opération associe itérations des amincissements et rotations successives de la configuration

de voisinage jusqu’a obtenir une convergence.

Ce contour mandibulaire pixélisé a ensuite été échantillonné en une série de 512 points exprimés
en coordonnées cartésiennes. Pour tous les individus étudiés, une procédure de standardisation du
point de départ du contour a été appliquée en désignant la pointe antéro-dorsale de I'os alvéolaire

comme le premier point de ce contour (figure 11).

Normalisation de la taille

Les contours mandibulaires ont été étudiés aprés normalisation de leur taille. Cette procédure
consistait a recalculer les contours mandibulaires en utilisant la méme surface projetée pour toutes les

mandibules.

Caractérisation de la forme mandibulaire par analyse de Fourier elliptique

L’analyse de Fourier elliptique a été utilisée pour caractériser le contour mandibulaire des souris
adultes WT et Tabby en s’appuyant sur les développements méthodologiques de Kuhl et Giardina

(1982) et Schmittbuhl et al. (2003).

Pour réaliser cette analyse, les coordonnées cartésiennes (x,y) des points du contour ont été
exprimées en fonction de leur position sur le contour, c'est-a-dire en fonction de leur abscisse
curvilinéaire (t). Le contour était donc caractérisé par deux fonctions paramétriques x(t) et y(t). Ces

deux fonctions ont ensuite été développées en série de Fourier.
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Figure 11.

Procédure de standardisation du point de départ du contour. Ce point correspond a la pointe

antéro-dorsale de I'os alvéolaire de I'incisive (croix rouge).
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i=1

k . k .
2jmt . 2 i
xet) = ap + E a; cos ( T ) + ; b; sin (T)

et

k ; k ;
2jmt 2imwt
yi(t) = ¢o + E ¢; cos (JTH) + E d; sin (’_;)
i=1

J=1

ou a, b;, ¢;, d;, les coefficients de Fourier de I'harmonique d’ordre j, sont obtenus comme suit :

et les termes constants aj et ¢y sont donnés par les formules :

1 Ay, 5 Ax;
dU:TfZE-A—h‘("ill )ﬁ—--!

et

2
2
[
—

1l <1 Ay 5
C0=?ZE‘A_IT_‘(’;*’;‘—1)*A_”'H
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avec j = ordre de I’harmonique ; kK = le nombre maximum d’harmoniques utilisés ; T = le périmétre du
contour ; Ax; = longueur projetée sur I'axe des abscisses du segment compris entre les points i et i + 1
du contour ; Ay; = longueur projetée sur 'axe des ordonnées du segment compris entre les points i et
+ 1 du contour ; Af; = longueur du segment compris entre les points i et i + 1 du contour ; t; = abscisse

curvilinéaire du point i ; n = nombre de points du contour échantillonnés.

Le lieu géométrique des points (xqt), y4t)) issus de la transformation de coordonnées relative a la

matrice des coefficients de Fourier de 'harmonique d’ordre j

correspondait a une ellipse (Schmittbuhl et al., 2003). L’harmonique d’ordre j pouvait ainsi étre

caractérisée par 4 parameétres appelés descripteurs elliptiques (figure 12) :

- longueurs du grand axe et du petit axe de la jéme ellipse,
- orientation de I'ellipse correspondant a l'orientation du grand axe de cette derniére,

- angle de phase correspondant a la position des points sur la jé’"e ellipse.

Des reconstructions pas a pas ont été réalisées en utilisant un nombre croissant d’harmoniques.
Un indice de convergence, obtenu par la somme des carrés des distances entre le point reconstruit et
le point situé sur le contour original, a été calculé pour chaque étape de la reconstruction (Schmittbuhl
et al., 2003). Les reconstructions ont été réalisées point par point et correspondaient a une somme
vectorielle, chaque vecteur ayant son origine sur le centre de I'ellipse correspondante et son extrémité

sur le contour de cette méme ellipse (figure 13).

L’échantillonnage des contours, leur normalisation et I'analyse elliptique de Fourier ont été réalisés

a l'aide de routines développées en Visual C++ (Schmittbuhl et al., 2003).
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Figure 12.
Chaque ellipse est caractérisée par géométriquement par trois descripteurs de Fourier elliptiques :

longueur du grand axe (GA), longueur du petit axe (PA) et orientation du grand axe (OGA).
L’orientation de I'ellipse correspond a I'angle formé par le grand axe et I'axe de référence horizontal

correspondant au plan mandibulaire.



Figure 13.

Processus de reconstruction du contour mandibulaire. Chaque point du contour est obtenu par
sommation vectorielle, chaque vecteur ayant son origine sur le centre de I'ellipse correspondante et
son extrémité sur le contour de cette méme ellipse (E1 : 1° ellipse ; E2 : 2°™ ellipse ;

E3: 3°™ ellipse ; E4 : 4°™ ellipse de la série de Fourier)
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Analyse statistique des descripteurs de Fourier elliptiques

Les statistiques descriptives (moyenne, ecart-type ET) des descripteurs de Fourier elliptiques ont
été calculées pour chaque groupe de souris et pour chaque sexe (males et femelles WT, Eda™",

EdaTa/+). La normalité des distributions a été vérifiée par un test de Kolmogorov—Smirnov.

Le degré de distinction entre les groupes de souris (WT, Eda™", EdaTa“) a été évalué et
représenté graphiquement a I'aide d’'une analyse discriminante. Les corrélations entre les descripteurs
elliptiques et les axes discriminants ont été déterminées. Les distances non biaisées de Mahalanobis
D? - c’est a dire pondérées en fonction de la taille des échantillons entre les centroides de chaque
groupe ont été calculées afin d’analyser la variabilité inter-groupes. Une procédure de classification
des individus a été réalisée a partir des scores discriminants, suivie d’'une validation croisée
(Jackknifed procedure) (Everitt and Rabe-Hesketh, 2001). La comparaison de la taille mandibulaire
entre les groupes de souris a été calculée par une analyse de la variance (ANOVA). L’homogénéité
des variances a été évaluée par un test de Levene. En présence de variances inégales, un test F de
Welch était utilisé pour détecter les différences inter-groupes significatives. Une comparaison post hoc
par paire a alors été réalisée a 'aide du test de Tukey a afin de déterminer quel groupe de souris était
statistiquement différent des autres. Toutes ces analyses statistiques ont été effectuées a partir des

logiciels Statistica (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) et PAST 1.92 (Hammer et al., 2001).
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Analyse de la croissance mandibulaire

La procédure de post-traitement mise en ceuvre (segmentation, rendu isosurfacique, filtrage,

seuillage et opérateurs de morphologie mathématique) était identique a celle décrite ci-dessus.

La croissance mandibulaire chez tous les groupes de souris (WT, Eda'", Eda™") a été étudiée a

partir des mesures surfaciques et linéaires suivantes (figure 14).
- Surface mandibulaire (S) : surface de la mandibule projetée en vue latérale (mmz),

- Hauteur mandibulaire (H): hauteur mesurée entre le plan mandibulaire et la pointe du

processus coronoide (mm),

- Longueur mandibulaire (L) (mm) : distance horizontale mesurée entre la tangente verticale au

processus condylaire et la pointe antéro-dorsale du rebord alvéolaire en regard de I'incisive,

- Largeur de la branche mandibulaire (Ib): distance horizontale mesurée entre la tangente

verticale au processus condylaire et le point rétromolaire (mm),

- Surface de la branche mandibulaire (Sb) de la mandibule : surface de la mandibule située en

arriere d’une ligne verticale passant par le point rétromolaire (mm?2).

Des comparaisons droite - gauche d’hémi-mandibules ont été réalisées afin de s’assurer de
'absence de différence gauche-droite. Les variations inter et intra-observateurs des mesures linéaires
ont été comparées avec un test de Wilcoxon, ces comparaisons ayant été réalisées pour tous les

individus agés de 11 semaines ou de 12 semaines en fonction des groupes étudiés.

Les variations de chaque mesure surfacique et de chaque mesure linéaire au cours de la
croissance ont fait I'objet d’'une représentation graphique. Des représentations graphiques en échelle
logarithmique (log-log) de chaque mesure surfacique et de chaque mesure linéaire en fonction de la
masse relevée au cours du temps ont également été effectuées pour chaque groupe de souris. Des
corrélations entre chacune de ces mesures et la masse des individus ont été calculées. A partir d’'une
estimation des moindres carrés, des droites de régressions linéaires ont été déterminées entre ces

mémes variables.
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Enfin, la longueur mésio-distale des rangées dentaires droites et gauches a été mesurée au niveau
du groupe des molaires mandibulaires. Cette distance était mesurée entre les points mésial et distal
du plus grand contour de la premiere et de la derniere molaire. Le placement de ces points a été
validé a partir de coupes MPR verticales réalisées dans I'axe de la rangée dentaire (figure 15). En
raison des effectifs réduits de chaque groupe de souris, les comparaisons inter-groupes des longueurs

de rangées dentaires ont été effectuées a I'aide de tests non-paramétriques de Mann-Whitney.
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Figure 14.

Analyse de la croissance mandibulaire. Mesures linéaires utilisées.
S : surface mandibulaire ; H : hauteur mandibulaire ; L : longueur mandibulaire ; Ib : largeur de la

branche mandibulaire
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Figure 15.
Mesure de la rangée dentaire. A. Vue occlusale de la rangée dentaire gauche chez un individu male
wild-type (fleche bleue = point mésial, fleche verte = point distal). B. Vue médiale des molaires. C.
Validation du positionnement des points a partir d’'une coupe verticale réalisée dans I'axe de la rangée

dentaire.
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RESULTATS

Caractérisation de la forme mandibulaire par analyse elliptique de Fourier

Les statistiques élémentaires (moyenne, écart-type) des descripteurs elliptiques de Fourier (GA,
PA, OGA) des contours mandibulaires des souris des souris WT et Ta sont présentées pour les 10

premiers harmoniques dans le tableau 1.

Un exemple des reconstructions pas-a-pas du contour mandibulaire en vue latérale d’un individu

TalY

hémizygote Eda est donné dans la figure 16. La précision de la reconstruction augmentait a
mesure que les harmoniques étaient sommées. Avec les 24 premiers harmoniques, l'indice de
convergence calculé entre le contour reconstruit et I'original était supérieur a 99,5 %. Par ailleurs, les
principales portions mandibulaires étant correctement décrites a partir des 10 premiers harmoniques
(tableau 1, figure 16), 'analyse discriminante n’a pris en compte que les 10 premiers harmoniques.

Cette observation était également corroborée par la non-significativité de I'analyse multivariée au-dela

du 10°™ harmonique (valeur du lambda de Wilks, p > 0.05).

Les ébauches morphologiques du ramus et du corps de la mandibule étaient décrites a partir du
2°™ et du 3°™ harmonique. La silhouette du processus coronoide, du condyle mandibulaire et du
processus angulaire a été observée avec le 5eme harmonique. La description de I'incisure mandibulaire
et de la concavité du bord postérieur du ramus débute également avec le 5éme harmonique. La

caractérisation de ces structures semble étre obtenue par la sommation des 9 premiers harmoniques,

les détails morphologiques de ces portions étant reconstruits a partir du 16°me harmonique. La hauteur

eme eme

du corps mandibulaire semblait définie par les 4™ et 57 harmoniques. L’ébauche du processus

eme

alvéolaire de l'incisive commencait a étre décrite par le 4™ harmonique et une caractérisation fine

était obtenue avec les 9 premiers harmoniques.

Des différences morphologiques subtiles et significatives ont été mises en évidence entre les

individus hémizygotes Eda"™"

, les méles WT et les groupes formés par les femelles hétérozygotes
Eda™" et WT (figure 17). Les 2 premieres fonctions discriminantes (DF1, DF2) décrivaient 94,6% de

la variabilité totale, la premiere expliquant 60,6 % de cette variabilité et la deuxiéme 34,0 %.
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Une partition compléte du groupe male Ta a été observée (figure 17). Cette distinction était
confirmée a la fois par (1) 'absence de chevauchement des nuages de points, (2) I'existence de

distances significatives entre les individus Eda™"

et les 3 autres groupes (figure 17) et (3) le taux
d’individus correctement classés (tableau 2). La différence la plus importante était retrouvée entre les
males Ta et les méles WT et la plus petite était observée entre les males Ta et les individus

hétérozygotes Ta femelles (figure 17).

T8 _WT selon le 1% axe

Les variables les plus pertinentes dans I'expression de la partition Eda
discriminant (DF1) étaient les longueurs des grands axes des 1°¢, 2°™, 4°™ et 9°™ ellipses de
Fourier (tableau 3). Une différentiation entre les groupes Eda’™” et Eda'" a également été mise en
évidence par la 2°™ fonction discriminante (DF2). Cette distinction était également confirmée par la

distance inter-groupe correspondante et la procédure de classification (figure 17, tableau 2). Les

variables responsables de cette partition inter-groupe correspondaient principalement a la longueur du

eme eme

grand axe de 4" ellipse de Fourier et a 'orientation de la 9™ ellipse (tableau 3).

Tal* et les femelles

Un important chevauchement était retrouvé entre les femelles hétérozygotes Eda
WT (figure 17). La distance inter-groupe correspondante n’était pas significative et la proportion
d’individus bien classés était moins importante (tableau 2). Ce chevauchement semblait refléter une

relative proximité morphologique entre les mandibules de 2 lignées de souris.

En termes de variation de forme mandibulaire, les différences morphologiques entre les males Ta
et males WT consistaient principalement en des différences géométriques des 1°, 2°™, 4°™ gt 9°™®

ere

ellipses de Fourier (tableau 3). L’élongation plus importante de la 17 ellipse chez les méales Ta
hémizygotes reflétait un allongement elliptique plus marqué et donc un hypo-développement dorso-
ventral relatif chez ces spécimens avec un ramus mandibulaire plus court. Dans ce contexte
morphologique, les longueurs plus importantes de grand axe des 2°™ et 4°™ ellipses semblaient
indiquer une hauteur de corps mandibulaire plus réduite chez les individus Eda™" (figure 16). Le
processus coronoide chez les méles Ta hémizygotes présentait également des différences de forme ;

eme

I'élongation plus importante de la 9 ellipse de Fourier reflétait une version caudale plus marquée de

eme

cette structure (figure 18). La contribution du 6 harmonique semblait caractériser un col condylaire

plus fin chez les méles Ta comparé a celui observé chez les males WT (figure 19).
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Par ailleurs, les males Ta se distinguaient de 'ensemble des femelles Ta et WT en raison d’'un

corps mandibulaire plus étroit comme le suggérait la longueur plus importante du grand axe de la 4eme

TalY

ellipse de Fourier chez les individus Eda (tableaux 1-3). Toutefois, une relative proximité

Ta* ot certains males Ta

morphologique pouvait étre observée entre certaines femelles Eda
hémizygotes. En considérant une projection des individus sur DF2, plusieurs spécimens étaient en

effet proches du groupe de males Ta (figure 17).

La surface projetée de la mandibule présentaient des différences entre les méales et femelles aussi
bien des groupes Ta que WT (figure 20), des différences significatives entre les 4 groupes de souris
ayant été mise en évidence par le Test de Welch (F=19,25, p < 0,001). Au sein du groupe WT, les
femelles présentaient des mandibules plus grandes que les males. Les souris Ta exprimaient
également cette tendance, 'amplitude des différences de taille étant proche de celle observée au sein
du groupe WT. Aucune différence significative de taille mandibulaire n’a été retrouvée entre les males
Eda'™" et les males WT. Toutefois, les souris Ta étaient caractérisées par une variabilité de taille

TalY

mandibulaire plus importante, les males Eda ™" présentant le profil de variation le plus étendu.
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Tableau 1. Descripteurs de Fourrier elliptiques des contours mandibulaires des souris WT et Ta :

statistiques descriptives.

Wild-Type Tabby
méles femelles méles femelles
ngmoniq_ues Des,.cri_pteurs Moyenne E.T. Moyenne E.T. Moyenne E.T. Moyenne E.T.
e Fourier elliptiques
1 GA 8,44 0,15 8,5 0,09 8,71 0,19 8,57 0,16
PA 3,98 0,08 3,98 0,06 3,91 0,11 3,95 0,08
OGA 167,83 1,62 168,5 0,95 167,47 0,96 168,06 2,54
2 GA 1,44 0,13 1,5 0,09 1,62 0,08 1,5 0,1
PA 0,62 0,06 0,67 0,06 0,64 0,11 0,63 0,06
OGA 213,33 4,01 208,33 31 210,83 4,72 210,39 4,22
3 MA 0,56 0,04 0,48 0,04 0,58 0,1 0,55 0,08
PA 0,33 0,07 0,33 0,04 0,28 0,05 0,28 0,07
OGA 178,46 42,13 177,99 29,86 190,28 11,8 178,36 17,45
4 GA 0,81 0,04 0,82 0,03 0,9 0,05 0,83 0,04
PA 0,31 0,07 0,29 0,04 0,37 0,06 0,35 0,07
OGA 251,58 10,03 247,71 8,11 252,7 6,31 250,13 8,6
5 GA 0,61 0,06 0,65 0,04 0,67 0,05 0,66 0,04
PA 0,04 0,03 0,05 0,04 0,08 0,05 0,07 0,05
OGA 182,83 3,44 178,81 3,66 179,82 4,08 180,44 4,22
6 GA 0,43 0,03 0,45 0,04 0,49 0,03 0,44 0,04
PA 0,05 0,03 0,04 0,02 0,02 0,01 0,04 0,03
OGA 149,16 8,85 149,42 4,32 146,25 5,72 147,43 4,97
7 GA 0,39 0,02 0,37 0,02 0,4 0,03 0,39 0,03
PA 0,22 0,05 0,25 0,03 0,2 0,05 0,2 0,07
OGA 254,48 8,18 257,19 10,48 254,98 14,08 249,78 5,53
8 GA 0,17 0,05 0,19 0,05 0,18 0,05 0,18 0,04
PA 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02
OGA 250,64 24,65 262,81 9,38 271,71 11,88 274,13 12,57
9 GA 0,16 0,03 0,19 0,03 0,2 0,02 0,2 0,03
PA 0,07 0,04 0,09 0,04 0,09 0,02 0,1 0,03
OGA 185,41 12,46 200,92 11,74 186,67 8,9 198,43 18,28
10 GA 0,14 0,02 0,16 0,02 0,15 0,02 0,15 0,02
PA 0,03 0,02 0,05 0,01 0,05 0,02 0,04 0,02
OGA 291,45 13,36 288,01 8,51 284,43 10,31 278,35 14,95

E.T. = écart-type ; GA = longueur du grand axe ; PA = longueur du petit axe ; OGA : orientation du grand axe
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Figure 16.

Analyse de Fourier elliptique du contour mandibulaire.
Reconstructions pas a pas du contour a partir des 24 premiers harmoniques

de la série de Fourier
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Figure 17.

Analyse discriminante des descripteurs de Fourier elliptiques du contour mandibulaire.

Représentation en nuages de points des individus WT (males : carrés rouges ; femelles : cercles

TalY ( Tal+ (

rouges), hémizygotes Eda triangles verts), et hétérozygotes Eda losanges verts) selon les
axes discriminants (DF1, DF2).

Les distances inter-groupes de Mahalanobis D? sont également indiquées.
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Tableau 2. Résultats de la procédure de classification et de la validation croisée.

Proportion (%) d’individus classés comme :

Hétérozygotes femelles

Hémizygotes males

WT femelles WT maéles Eda’™ Eda’™
WT femelles 87,5/62,5 0,0/6,2 12,5/31,3 0,0/0,0
WT méles 0,0/5,3 100,0/89,5 0,0/5,2 0,0/0,0
Hétérozygotes femelles Eda"™" 12,5/33,3 0,0/4,2 87,5/50,0 0,0/12,5
Hémizygotes males Eda™ 0,0/0,0 0,0/0,0 0,0/0,0 100,0/100,0

Les proportions d’individus correctement classés sont indiquées en gras.

Tableau 3. Analyse discriminante des descripteurs elliptiques chez les souris WT, Eda™" et Eda"™".

Corrélations entre les descripteurs elliptiques de Fourier et les deux fonctions discriminantes.

Premiére fonction discriminante Deuxiéme fonction discriminante
r r

Harmoniaues GA PA 0GA GA PA 0GA
1 -0,24* 0,09 0,02 -0,11 0,06 0,09
2 -0,22* -0,04 0,10 -0,12 0,05 -0,13
3 -0,02 0,11 -0,03 -0,14 0,01 -0,07
4 -0,28* -0,13 0,01 -0,22* -0,07 -0,10
5 -0,17 -0,10 0,12 0,02 -0,02 -0,10
6 -0,13 0,14 0,06 -0,15 0,07 0,03
7 -0,05 0,04 0,02 -0,11 0,03 -0,04
8 -0,04 -0,01 -0,19 0,08 -0,07 0,06
9 -0,20* -0,10 -0,05 0,01 0,03 0,20*
10 -0,04 -0,18 0,11 0,09 0,03 -0,09

r, Coefficient de corrélation; * indique un coefficient de corrélation 20, 20.
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1a8 1a8

Spécimen Spécimen
WT hémizygote Eda

Taly

Figure 18.
Mise en évidence de subtilités morphologiques entre les individus WT et Ta méles. Les différences de
contribution de la 9°™ ellipse de Fourier (élongation plus marquée chez Ta) refletent une projection
plus caudale du processus coronoide chez les individus Eda'™".

(9°™ ellipse représentée en bleu ci-dessus)
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Spécimen

Spécimen L.
WT hémizygote Eda

Taly

Figure 19.
Comparaison morphologique entre un individu méale WT et un individu hémizygote Tabby.
Ces reconstructions isosurfaciques permettent notamment d’illustrer la version caudale plus marquée
du du processus coronoide, I'étroitesse du col du condyle et la réduction de hauteur corps

mandibulaire chez l'individu Tabby.
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Figure 20.

Variation de la taille mandibulaire chez les individus WT, hémizygotes Eda™"

Eda'". Résultats des comparaisons inter-groupes deux a deux (test de Tukey). Les barres verticales

et hétérozygotes

représentent les variations de +/- 1 écart-type de part et d’autre de la moyenne (carrés noirs); les

taquets correspondent aux surfaces extrémes (maximum et minimum).
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Suivi longitudinal des lignées WT et Tabby

L’analyse des variations inter-observateurs est présentée en Annexe 1. Les erreurs de mesures

étaient inférieures a 2 %.

Les résultats des comparaisons droite-gauche sont donnés en Annexe 2. Aucune différence
significative de surface, de longueur et de hauteur mandibulaire n’était observée, excepté chez la

souris hétérozygotes Eda"™"

et chez les femelles WT qui présentaient pour un ou deux stades de
croissance (5éme semaine et 15°™ semaine) des différences de surface et de hauteur. Toutefois, ces

différences n’étaient plus retrouvées au stade ultérieur.

TalY

Les données relatives au suivi des individus WT (méles et femelles), hémizygotes Eda et

hétérozygotes Eda’”

sont présentées en Annexes 3-8. Pour chaque groupe de souris, les variations
de masse corporelle, de surface, de longueur et de hauteur mandibulaires en fonction de I'dge sont
illustrées a partir des figures 21-26. Les variations intra-groupes de chacune de ces mesures en

fonction du stade de croissance sont représentées par les figures 27-31.

A I'exception de la masse corporelle (figure 21), toutes les caractéristiques mandibulaires étudiées
présentaient, quelque soit le groupe considéré, des profils de variation relativement comparables
(figures 2-6). Les courbes de suivi longitudinal présentaient toutes un point d’inflexion situé autour de
20 semaines. Les mesures surfaciques et les mesures linéaires étaient dans leur ensemble

éme

caractérisées par une premiere phase de variation importante (avant la 20" semaine) suivie d’'une
phase d’évolution plus lente. Concernant la masse, les variations au cours de la premiere phase

étaient moins marquées (figure 21).

Des différences inter-groupes ont également pu étre mises en évidence a partir du suivi

TalY

longitudinal de la croissance mandibulaire. Les individus hémizygotes Eda présentaient, par

rapport aux autres groupes, un profil de courbe décalé vers le bas quelque soient les mesures
Tal+

mandibulaires considérées (figures 21-26). Par ailleurs, les individus hétérozygotes Eda

exprimaient un profil intermédiaire comparativement aux groupes WT et males Ta.
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Les variations intra-groupes étaient plus importantes au sein des groupes de souris Ta que chez
les groupes WT quelque soit la variable mandibulaire considérée. Chez les souris hémizygotes
Eda', ces variations étaient particulierement marquées pour les premiers et les derniers stades de

croissance (figures 27-31).

Les représentations log-log ont confirmé la particularité des profils de croissance chez les souris

Tal+ TalY

hétérozygotes Eda ™" et chez les souris hémizygotes Eda “ . Qu'il s’agisse de la surface projetée en

vue latérale, de la longueur et de la hauteur mandibulaire, les coefficients directeurs des droites de
régression présentaient des valeurs supérieures a celles observées chez les spécimens WT (figures

32-34 ; tableau 4).

Concernant la rangée dentaire, des variations inter-groupes ont pu étre démontrées (figure 35).

TalY

Les individus hémizygotes Eda présentaient la rangée dentaire la plus courte. Des dimensions

Tal+

intermédiaires étaient observées chez les individus hétérozygotes Eda “ . Par rapport aux groupes

WT, les souris Ta étaient caractérisées par une variabilité intra-groupe supérieure, les plus grandes

Tal+

variations étant retrouvées au sein du groupe hétérozygotes Eda ™ . Parallélement a ces résultats,

des agénésies de molaire inférieure ont été retrouvées chez les individus Ta: 2 spécimens

Tal+ Taly

hétérozygotes Eda ™ et 1 individu hémizygote Eda
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Surface mandibulaire : variations intra-groupes

Pour chaque stade de croissance et pour chaque groupe,

les écarts entre les valeurs extrémes sont représentés
Mwt : males WT ; Fwt : femelles WT; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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Longueur mandibulaire : variations intra-groupes

Pour chaque stade de croissance et pour chaque groupe,

les écarts entre les valeurs extrémes sont représentés
Mwt : males WT ; Fwt : femelles WT; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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Figure 29.

Hauteur mandibulaire : variations intra-groupes
Pour chaque stade de croissance et pour chaque groupe,
les écarts entre les valeurs extrémes sont représentés
Mwt : males WT ; Fwt : femelles WT; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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Largeur de la branche mandibulaire : variations intra-groupes

Pour chaque stade de croissance et pour chaque groupe,

les écarts entre les valeurs extrémes sont représentés
Mwt : males WT ; Fwt : femelles WT; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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Surface de la branche mandibulaire : variations intra-groupes

Pour chaque stade de croissance et pour chaque groupe,

les écarts entre les valeurs extrémes sont représentés
Mwt : males WT ; Fwt : femelles WT; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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Figure 33

’a

tation log-log des variations de longueur mandibulaire en fonction de I’age

: représen

Suivi longitudinal

Les équations des droites de régression pour chaque groupe sont également présentées.

Fwt : femelles WT ; Mwt : males WT ; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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Tableau 4. Synthése des régressions linéaires calculées a partir des représentations log-log de la
surface, de la hauteur et de la longueur mandibulaire en fonction de I'dage pour chaque

groupe étudié (WT, Eda’™" et Eda™").

A b r? r p

Surface 0,25 1,21 050 0,71 <0,01*

Males Hauteur 0,14 0,58 0,39 0,63 <0,01*
WT

Longueur 0,14 0,86 058 076 <0,01*

Surface 0,22 1,28 050 0,71 <0,01*

Femelles Hauteur 0,11 0,63 039 062 <001
WT

Longueur 0,13 0,89 0,57 0,75 <0,01*

Surface 0,31 1,12 065 080 <0,01*

Fe"}:"es Hauteur 0.18 0,52 054 073 <001

Longueur 0,17 0,83 0,71 0,84 <0,01*

Surface 0,35 1,06 035 059 <0,01

M$'aes Hauteur 0,18 0,50 023 048  <0,01

Longueur 0,16 0,84 0,38 0,62 < 0,01

a : coefficient directeur de la droite de régression ; b : ordonnée a l'origine ; r : coefficient de
corrélation ; p : seuil de significativité ; * indique un p < 0,01.
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Figure 35.

Longueur de la rangée dentaire
Variations inter et intra-groupes. Résultats des comparaisons inter-groupes (test de Mann-Whitney)
Mwt : males WT ; Fwt : femelles WT; FTa : femelles Tabby ; MTa : males Tabby.
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DISCUSSION

Caractérisation des dysmorphoses mandibulaires chez les mutants Ta adultes

L’analyse de Fourier elliptique a été choisie pour caractériser la forme mandibulaire en vue
latérale. Cette méthodologie a déja été appliquée avec succés dans le cadre de nombreuses
applications morphométriques (Erlich and Weinberg, 1970 ; Christopher et Waters, 1974 ;
Jacobshagen, 1986 ; Flook, 1987 ; O’Higgins et Williams, 1987 ; Johnson et al., 1992 ; Cheng et al.,
1999 ; Zhang et Lu, 2002), et notamment pour la quantification de la forme mandibulaire dans
'espéce humaine (Ferrario et al., 1996 ; Lestrel, 1997) et chez les primates (Raveloson et al., 2005 ;

Schmittbuhl et al., 2007).

Contrairement a d’autres approches morphométriques basées sur [l'utilisation de points de
référence et de mesures associées (Bookstein, 1991 ; Rohlf and Marcus, 1993 ; Richtsmeier et al.,
2002), 'analyse de Fourier elliptique considéere la forme mandibulaire dans sa globalité. Elle est donc
particulierement adaptée a la caractérisation de cette structure ; peu de points de références avec une
valeur biologique reconnue au sens de la classification de Bookstein (1991) ne pouvant en effet étre
repérés au niveau mandibulaire. Les quelques études qui s’intéressent a la morphologie mandibulaire
chez les mutants Tabby ne fournissent que des descriptions générales des anomalies mandibulaires,
basées essentiellement sur des estimations visuelles et qualitatives de cette structure osseuse

(Gruneberg, 1971).

Les reconstructions pas a pas du contour mandibulaire apportent une aide précieuse pour
interpréter les contributions morphologiques de chaque harmonique de la série de Fourier. Les
premiers harmoniques fournissent une description des caractéristiques générales de la silhouette
mandibulaire ; en effet, tous les aspects du profil mandibulaire apparaissent au cours de la sommation
des 9 premiers harmoniques. Les harmoniques d’ordre plus élevés (a partir du 10éme) décrivent des
caractéristiques morphologiques plus fines (figure 16). Les descripteurs de Fourier elliptiques

(longueurs du grand axe et du petit axe, orientation elliptique) illustrant directement la contribution

géomeétrique de I’harmonique d’ordre j, I'’étude simultanée de ces descripteurs et des reconstructions

59



pas a pas nous a donc permis d’interpréter morphologiquement les contributions des harmoniques de

la série de Fourier.

A notre connaissance, aucune analyse quantitative du phénotype mandibulaire n’a été entreprise
alors que le massif cranio-facial, aussi bien du mutant Ta que de 'embryon humain atteint de DEX
(Montonen et al., 1998), présente des anomalies morphologiques. L’analyse de Fourier elliptique a,
quant a elle, permis d’obtenir, pour la premiére fois, des données quantitatives mettant en évidence

des différences mandibulaires significatives entre les souris Tabby et la lignée non mutée WT.

La forme du contour mandibulaire en vue latérale permet a elle seule une distinction claire entre le

groupe Eda™"

et les autres groupes. Ce ne sont pas les différences de taille qui contribuent a cette
distinction, aucune différence significative entre les méles Ta et leurs correspondants WT n’ayant pu
étre démontrée (figure 20). La forme mandibulaire apparait donc comme une caractéristique
pertinente dans la compréhension des conséquences de la mutation EDA/Ta ; la distinction marquée

du groupe hémizygote Eda™" (

figure 17) semble en effet indiquer que les altérations du géne EDA/Ta
contribuent plus spécifiquement a des anomalies de forme qu’a des anomalies de taille. Méme si des
différences sexuelles de forme mandibulaire semblent exister au sein des lignées étudiées (cf
distance inter-groupe entre les méales et femelles WT, figure 17), la distinction marquée entre les
males Ta et WT comparée a la différence relativement plus réduite, observée entre les males et

femelles Ta, apporte un argument supplémentaire en faveur du réle important que joue le géne Ta sur

la morphogenése mandibulaire.

Ces traits morphologiques distincts, mis en évidence au niveau de la mandibule des souris
hémizygotes Eda™" corroborent le tableau phénotypique sévere qu’expriment les males mutants Ta
(Sofaer, 1969 ; Blecher, 1986). Nos résultats sont a rapprocher d’autres anomalies squelettiques
connues comme, par exemple, celles observées au niveau des vertébres de la queue (Hill et al,
2002). Méme si ces structures osseuses se développent a partir de condensations mésenchymateuse

(Dixon, 1997), les anomalies osseuses retrouvées chez les souris hémizygotes Eda™"

soulignent tout
particulierement le role d’EDA-A dans les interactions épithélio-mésenchymateuses qui constituent un
phénoméne essentiel a la formation normale du squelette (Hall, 1980 ; Hall et Coffin-Collins, 1990 ;

Dixon, 1997). Ces anomalies suggérent également que I'expression d’EDA-A dans les ostéoblastes

peut jouer un rdle important dans le développement osseux (Hill et al., 2002).
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Y consistent

Les anomalies morphologiques retrouvées chez les souris hémizygotes Eda
principalement en un hypo-développement mandibulaire dorso-ventral, la hauteur du corps
mandibulaire étant particulierement affectée (figure 19). Des différences subtiles sont également
mises en évidence, notamment une version plus postérieure du processus coronoide et un col du
condyle plus étroit (figures 18 et 19). L'origine de ces modifications morphologiques reste toutefois a
analyser. Des investigations supplémentaires sont en effet nécessaire afin de préciser (1) si ces
différences ne résultent pas de phénoménes de compensation vis-a-vis d’autres anomalies cranio-
faciales classiquement rencontrées chez les patients DEX telles que I'hypoplasie et la rétrognathie
maxillaire (Bondarets et al., 2002 ; Johnson et al., 2002 ; Dellavia et al., 2006) mais qui restent
toutefois a démontrer chez le mutant Ta ou (2) si ces anomalies sont directement la conséquence de
la mutation Ta elle-méme. Les modifications significatives de la morphologie mandibulaire sont
probablement a rapprocher des anomalies bien documentées de la rangée dentaire inférieure

TalY

(Kristenova et al., 2002 ; Peterkova et al., 2002). Les individus hémizygotes Eda ", en exprimant un
patron d’expression dentaire et mandibulaire tres différent de celui des individus WT, apportent autant
d’arguments supplémentaires en faveur de I'existence d’une forte corrélation entre les dysmorphoses

mandibulaires quantifiées chez les souris Eda'®" et le défaut du géne EDA/Ta.

T semblent étre

Le patron d’expression mandibulaire chez les souris hétérozygotes Eda
relativement moins affecté, comme le suggére le chevauchement de ce groupe avec celui des
femelles WT (figure 17). Néanmoins, les variations intra-groupes chez les femelles hétérozygotes
semblent étre supérieures a celles observées chez les males hémizygotes, une proximité

TalY

morphologique de certains individus femelles avec les souris hémizygotes Eda ayant méme été

retrouvée (figure 17). Ce niveau de variation marqué pourrait étre rapproché de l'important

polymorphisme de la rangée dentaire décrit chez les femelles Eda'®*

(Sofaer, 1969 ; Kristenova et
al.,2002 ; Peterkova et al., 2002 ; Charles et al., 2009). Le degré de variabilité élevé de la rangée
dentaire et de la morphologie mandibulaire pourrait étre lié a un probable effet d’inactivation du
chromosome X (Lyon, 1961 ; Plath et al., 2002). Ce mécanisme moléculaire conduit, chez les femelles
Ta hétérozygotes, a une mosaique de cellules regroupant cellules WT ou encore cellules a expression
nulle du géne EDA. L’effet de l'inactivation du chromosome X pourrait donc potentiellement induire
des patrons d’expression dentaires et mandibulaires variés, susceptibles d’expliquer le degré de

polymorphisme mandibulaire plus élevé chez les femelles hétérozygotes Eda"™".
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Concernant la forme mandibulaire, les descripteurs de Fourier elliptiques ont donc permis de
fournir une description originale des anomalies mandibulaires chez les mutants Ta. Les performances
de cette approche a détecter de subtiles différences du contour mandibulaire (projection postérieure
du processus coronoide, étroitesse du col du condyle) ne font que renforcer l'intérét de ce type
d’analyse par rapport aux approches morphométriques conventionnelles. Les différences de
morphologie mandibulaire mises en évidence ici, complétent le tableau phénotypique des mutant Ta

et sont a rapprocher des anomalies dentaires et squelettiques observées chez les souris Tabby.

Suivi longitudinal des lignées WT et Tabby

Le suivi longitudinal des dimensions et des mesures de surface mandibulaires semble indiquer
I'existence d’un hypo-développement de la mandibule chez les souris méles hémizygotes Eda™". Ce
résultat vient non seulement confirmer les observations de Moutier et al. (1992) sur des mutants Ta
adultes, mais montre que cet hypo-développement s’exprime précocement au cours de la croissance

eme

(figures 22-26). Ce phénomeéne est en effet détecté dés les premieres acquisitions (57 semaine) et il
aurait probablement été mis en évidence plus tot si des acquisitions avaient pu étre réalisées deés la

naissance des spécimens.

Cette tentative de suivi longitudinal et de caractérisation des dysmorphoses mandibulaire chez les
mutants Ta au cours de la croissance est inédite. A notre connaissance, aucun suivi longitudinal ne
semble avoir été réalisé chez le modéle murin de la dysplasie ectodermique hypohidrotique. Plus
généralement, le couplage d’explorations micro-CT et d’analyses morphométriques in vivo en vue de
la caractérisation de dysmorphoses au cours de la croissance reste peu répandu. Non seulement
'approche développée dans le cadre de ce travail de recherche permet d’apprécier la mise en place
de ces anomalies du complexe cranio-facial, mais également fourni une base de données précieuse
grace notamment a la cohorte d’individus WT utilisés ici comme groupe contréle. Rares sont en effet
les études qui fournissent un suivi aussi systématisé et sur une période aussi longue (examens
hebdomadaires entre le 1% et le 4°™ mois, tous les 15 jours entre les 5°™ et 6°™ mois et tous les 3

eme

mois au-dela du 67" mois). Si des approches existent, elles sont limitées a des périodes plus courtes
(Eckstein et al.,, 2004 ; Laperre et al., 2011) et se focalisent plutét sur des mesures de densité

osseuse (Eckstein et al., 2004) ou le suivi de marqueurs biologiques (Lindberg et al., 2001). Ce suivi
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longitudinal des souris WT constitue donc un référentiel pour I'exploration phénotypique du modele
Tabby mais fournit également une base de données unique pour l'étude d’autres modeéles

syndromiques.

Le niveau d'irradiation lié aux explorations micro-CT répétées pourrait néanmoins avoir un impact
sur la croissance osseuse des spécimens étudiés dans le cadre de ce suivi longitudinal. La dose
absorbée a la téte serait, selon les données constructeur, de 100 mGy par acquisition. Laperre et al.
(2011) ont récemment montré qu'une dose de 434 mGy associée a une série de 3 examens micro-CT
réalisés sur une période de 28 jours, n'aurait pas d’effets radio-induits sur I'architecture de la corticale
ou encore sur la trabéculation osseuse. Sur la base de ces observations, le niveau d’exposition lié aux
explorations micro-CT hebdomadaires ne serait donc pas a l'origine de I'hypo-développement
mandibulaire observé chez les mutants Ta a moins que ces derniers présentent une plus grande
sensibilité aux radiations ionisantes que les individus Ta. Aucune donnée de la littérature ne semble

pourtant mettre en évidence une radio-sensibilité plus importante au sein de cette lignée.

Parmi les caractéristiques mandibulaires analysées, la hauteur de la branche mandibulaire semble
particulierement affectée chez les mutants Ta (figure 24). Ce résultat semble cohérent avec celui
observé dans le cadre de la quantification de la forme mandibulaire chez les souris hémizygotes
Eda'™" adultes (Bornert et al. 2011), une version postérieure plus marquée du processus coronoide

ayant en effet été mise en évidence chez ces individus.

L’origine de cet hypo-développement dorso-ventral de la mandibule chez les mutants Ta est
probablement la résultante de plusieurs phénoménes complexes. La mutation Ta a en effet un impact
majeur sur le phénotype dentaire comme le souligne les données de la littérature (Kristenova et al.,
2002 ; Peterkova et al., 2002 ; Charles et al., 2009) ainsi que nos résultats (figure 35). Ces anomalies
dentaires et notamment la réduction de la longueur de la rangée dentaire pourraient s’accompagner
d’un manque de sollicitation mandibulaire et donc affecter la croissance de la branche mandibulaire
comme semble le suggérer plusieurs observations réalisées a partir de modéles murins d’agénésies
dentaires (Grewe et Felts, 1969 ; Kawata et al., 1997). D’autre part, des processus d’ossification
anormaux pourraient également perturber la croissance mandibulaire. Kawata et al. (1997) ont montré
que des profils ostéopétrotiques pouvaient étre associés a des anomalies du processus condylaire et

du ramus mandibulaire. Dans la mesure ou le phénotype osseux chez les souris hémizygotes Eda™"
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présente également des signes d’ostéopétrose (Hill et al., 2002), '’hypo-développement mandibulaire
mis en évidence par ce suivi longitudinal pourrait donc résulter d’'une combinaison de facteurs
fonctionnels et trophiques liés respectivement aux anomalies dentaires et au phénotype

ostéopétrotique de ces spécimens.

Le polymorphisme mandibulaire au cours de la croissance semble toujours plus marqué chez les
mutants Ta méales que chez les correspondants WT (figures 27-31). Ce résultat est cohérent avec les

variations surfaciques observées chez les individus hémizygotes Eda™"

(figure 20) et est a
rapprocher des variations importantes de longueur de rangée dentaire (figure 35). Comme certaines
approches expérimentales ont pu le mettre en évidence sur d’autres modeles (Grewe et Felts, 1969),
nos observations pourraient fournir un argument supplémentaire en faveur de I'impact fonctionnel et

morphologique des anomalies dentaires sur la croissance mandibulaire et donc sur la variabilité

d’expression phénotypique rencontrée chez les mutants Ta males.

Les souris hétérozygotes Eda'™*

semblent exprimer un profil de croissance intermédiaire (figures
22-26 et 32). Ce patron d’expression phénotypique est a rapprocher de celui retrouvé au niveau de la
forme mandibulaire (figure 17), soulignant ainsi une relative cohérence entre les résultats obtenus
respectivement a partir de I'analyse de la forme mandibulaire et du suivi longitudinal. Par ailleurs, le
degré de polymorphisme plus important chez les femelles Ta que chez les femelles WT (figures 22-
26) se retrouve également au niveau de la longueur de la rangée dentaire (figure 35), venant ainsi
appuyer les nombreuses observations relatives a la variabilité du phénotype dentaire chez les
individus hétérozygotes Eda"™" (Sofaer, 1969 ; Kristenova et al.,2002 ; Peterkova et al., 2002 ;
Charles et al., 2009). Comme évoqué précédemment, cette variabilité phénotypique pourrait résulter

d'un effet d’inactivation du chromosome X, susceptible de générer des patrons d’expression trés

variés aussi bien au plan dentaire que mandibulaire.

Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la mise en place des dysmorphoses mandibulaires
pourraient avant tout étre liés a un réle direct que le géne EDA pourrait jouer dans le développement
du complexe cranio-facial (Montonen et al., 1998 ; Bushdid et al., 2001) et plus spécialement dans
celui du cartilage de Meckel (Tucker et al., 2000). La fonction du géne EDA aussi bien dans le
développement cranio-facial normal que celui des anomalies du massif facial chez les patients

affectés par les DEH reste toutefois a préciser.
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Une des hypothéses qui pourrait étre évoquée serait que les anomalies de morphologie
mandibulaire chez la souris Ta soient la conséquence d’'un développement ectodermique défectueux
(Mina, 2001 ; Pummila et al., 2007). Selon Haworth et al. (2004), les cellules qui viendront occuper
I'épithélium des parties distale et proximale de la mandibule primitive occupent déja différentes
localisations spatiales au cours du développement ectodermique céphalique précédent la formation
du premier arc pharyngien et la migration des cellules des crétes neurales. Par conséquent, les
anomalies ectodermiques telles que celles associées a la mutation EDA/Ta pourraient étre
responsables d’altérations du développement mandibulaire. De plus, limplication de génes
ectodermiques dans le patron d’expression mandibulaire a déja été mise en évidence a travers,
notamment, I'inactivation de Ptx7, un autre géne ecto-mésodermique, menant a des altérations de la
chondrogenése et a la perte d’éléments osseux dérivés de la partie proximale du mésenchyme

mandibulaire (Lanctbt et al., 1999).

L’ensemble de ces résultats confirment donc le réle de la protéine EDA-A dans les interactions
épithélio-mésenchymateuses, interactions qui jouent un réle majeur dans le développement normal du
complexe dento-cranio-facial. Méme si des travaux complémentaires sont nécessaires pour explorer
'ensemble du squelette cranio-facial, nos analyses ont permis de fournir pour la premiére fois une
description détaillée des dysmorphoses mandibulaires chez les mutants Ta, d’apprécier leur mise en
place précoce au cours de la croissance, de cerner la complexité des phénoménes multifactoriels qui
contribuent a ces anomalies de développement et enfin d’identifier les portions mandibulaires qui
devraient faire I'objet d’'une analyse en profondeur des mécanismes cellulaires et moléculaires liés a la

mutation du géne EDA/Ta.
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CONCLUSION

Sur le plan méthodologique, des développements supplémentaires concernant les procédures de
traitements d’images, de réorientation automatique et de segmentation 3D sont nécessaires pour
optimiser notre protocole. Notre expérimentation a montré que ces étapes étaient particulierement
chronophages et constituaient donc un facteur limitant pour mener des études de plus grande

ampleur.

Au-dela des anomalies dentaires classiquement décrites chez le modéle murin de la DEX, des
dysmorphoses mandibulaires ont pu étre mises en évidence chez les mutants ta. Les anomalies du
gene EDA semblent affecter non seulement les dérivés ectodermiques mais également le
développement mandibulaire. Ces résultats apportent donc des éléments nouveaux en faveur d’'une
implication du géne EDA et plus largement de la voie NF-kB dans le développement et la croissance

mandibulaire voire du massif cranio-facial.

TalY

Le polymorphisme mandibulaire retrouvé aussi bien chez les souris hémizygotes Eda que les

souris hétérozygotes Eda"™*

apporte un éclairage nouveau sur le patron d’expression phénotypique
des mutants Ta et semble indiquer que cette variabilité pourrait résulter d’'une combinaison de
phénomeénes complexes basée a la fois sur des mécanismes moléculaires (voie NF-kB), trophiques
(ostéopétrose), morphologiques (anomalies dentaires) et fonctionnels (troubles de I'occlusion). A cela

s'ajoute chez les souris hétérozygotes Eda'*

un probable effet d’'inactivation du chromosome X
conduisant a des patrons d’expression dentaires et mandibulaires particulierement variés,
susceptibles d’expliquer le degré de polymorphisme mandibulaire plus élevé chez les femelles

hétérozygotes Eda’*.

Le suivi longitudinal des mutants Ta semble révéler I'existence, précoce, d’'un hypo-développement

T e suivi des

de la mandibule particulierement marqué chez les souris males hémizygotes Eda
souris WT constitue par ailleurs un référentiel particulierement intéressant pour la lignée Tabby et
fournit plus largement une base de données unique pour I'étude d’autres modéles syndromiques. En
effet, 'approche développée dans ce travail serait tout a fait transposable a d’autres modéles murins.
Toutefois, les contraintes techniques des modalités d’imagerie utilisées empéchent d’examiner des

spécimens murins plus précocement. Ces explorations, au cours des premiéres semaines de vie,

nécessiteraient, compte-tenu de la petite taille des individus, le recours a des protocoles de plus haute
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résolution qui sont beaucoup plus irradiants avec comme corollaire un risque d’altération du processus

de croissance.

Sur le plan thérapeutique, certains chercheurs envisagent dans un futur proche, d’obtenir, a partir
d’'une protéine EDA recombinante, une réversion du phénotype de patients DEX. Ces essais sont
motivés par les résultats encourageant d’études similaires menées chez la souris ou le chien. Des
reversions phénotypiques quasi-complétes ont pu étre réalisées en se basant sur des critéres de
succes qualitatifs ou quantitatifs limités (nombre de dents présentes, aspect du pelage...). La
connaissance des dysmorphoses mandibulaires chez le mutant Ta pourrait également servir de critére
référence permettant d’obtenir une comparaison quantitative et tester ainsi I'efficacité de la réversion

phénotypique pour une protéine recombinante donnée.
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ANNEXES

Annexe 1. Comparaisons inter-observateurs des mesures mandibulaires (surface, longueur,
hauteur).
Résultats du test de Wilcoxon. Méme si une erreur de mesure significative a été

observée au niveau de la longueur mandibulaire, cette erreur reste inférieure a 2%.

Surface (mm?) Longueur (mm) Hauteur (mm)
Obs1 Obs2 Obs1 Obs2 Obs1 Obs2
FG20Ta 32,0 324 10,8 10,7 54 55
FG25Ta 34,0 34,0 11,5 11,3 57 57
FG28Ta 32,0 32,9 11,1 10,9 54 54
FG30Ta 36,8 36,6 11,4 11,2 6,0 6,0
FG35Ta 36,2 36,5 11,6 11,4 5,8 5,8
FG37Ta 34,3 344 11,6 11,3 55 55
FG31WT 37,3 374 11,8 11,7 6,0 6,0
FG36WT 37,6 36,5 1,7 11,3 5,9 5,9
FG116WT 334 33,8 11,0 11,0 5,6 5,6
FG118WT 36,8 36,6 11,4 11,2 6,0 6,0
FG124WT 35,5 35,9 11,0 11,0 59 6,0
MG38Ta 32,6 31,6 11,4 10,9 55 54
MG40Ta 31,7 30,2 11,0 10,7 53 53
MG117Ta 27,0 25,9 10,2 9,8 5,0 4,9
MG126Ta 35,0 354 11,5 11,5 5,8 5,8
MG127Ta 31,8 324 11,2 11,0 5,6 5,8
MG26WT 38,5 37,7 11,5 11,2 6,1 6,1
MG27WT 36,1 35,1 11,3 11,1 6,0 5,9
MG29WT 35,7 35,3 11,3 11,1 5,8 5,8
MG32WT 37,9 37,8 11,6 11,5 5,9 6,0
MG34WT 35,4 35,7 11,5 11,2 5,8 5,9
MG39WT 39,1 37,7 11,5 11,5 6,3 6,2
MG125WT 38,6 38,6 11,6 11,4 6,2 6,3
Moyenne 35,0 34,8 11,3 11,1 5,8 5,8
Ecart-type 2,9 2,9 0,4 0,4 0,3 0,3
Test de
Wilcoxon p=0,3 p <0,01 p=0,2
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Annexe 2. Comparaison droite-gauche d’hémi-mandibules. Résultats des comparaisons droite-

gauche (test de Wilcoxon) pour chaque groupe de souris étudié (WT males et femelles,

hémizygotes Eda’" et hétérozygotes Eda’™")

Males WT (n=7)

Droite Gauche p
moyenne écart-type moyenne écart-type

surface 5 32,8 1,3 33,0 1,1 n.s.
longueur 5 10,9 0,2 10,8 0,2 n.s.
hauteur 5 5,6 0,2 57 0,2 n.s.
surface 15 35,5 11 34,4 2,6 n.s.
longueur 15 11,3 0,2 1.1 0,3 n.s.
hauteur 15 59 0,2 58 0,3 n.s.
surface 20 38,4 1,8 38,1 1,4 n.s.
longueur 20 11,8 0,2 11,8 0,1 n.s.
hauteur 20 6,1 0,2 6,1 0,2 n.s.

Femelles Wt (n=5)

Droite Gauche p
moyenne écart-type moyenne écart-type

surface 5 29,0 2,4 29,5 2,5 ns.
longueur 5 10,5 0,4 10,4 0,5 n.s.
hauteur 5 5,1 0,3 52 0,2 <0,05%
surface 15 34,1 2,0 34,1 2,8 n.s.
longueur 15 11,1 0,4 11,1 0,5 n.s.
hauteur 15 57 0,2 57 0,3 n.s.
surface 20 38,5 0,9 39,0 1,0 n.s.
longueur 20 11,9 0,1 11,9 0,2 n.s.
hauteur 20 6,1 0,1 6,1 0,1 n.s.

Males Ta (n=5)

Droite Gauche p
moyenne écart-type moyenne écart-type

surface 5 27,4 2,9 27,5 2,9 n.s.
longueur 5 10,4 0,5 10,4 0,4 n.s.
hauteur 5 5,0 0,3 5,1 0,4 n.s.
surface 15 31,0 3.1 30,3 3,0 n.s.
longueur 15 10,9 0,5 10,9 0,5 n.s.
hauteur 15 54 0,3 53 0,3 n.s.
surface 20 34,6 1,9 35,4 1,0 n.s.
longueur 20 11,4 0,3 11,6 0,1 n.s.
hauteur 20 57 0,2 58 0,1 n.s.

Femelles Ta (n=6)

Droite Gauche p
moyenne écart-type moyenne écart-type

surface 5 30,2 2,5 31,3 2,2 <0,05*
longueur 5 10,6 0,3 10,9 0,2 <0,05*
hauteur 5 53 0,3 54 0,2 n.s.
surface 15 33,4 1,8 34,8 1,7 <0,05*
longueur 15 11,1 0,2 11,4 0,3 <0,05*
hauteur 15 5,6 0,2 5,7 0,2 n.s.
surface 20 36,2 2,3 36,4 2,3 n.s.
longueur 20 11,6 0,4 11,7 0,4 n.s.
hauteur 20 58 0,3 5,8 0,2 n.s.

n.s : non significatif
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Annexe 3. Masse corporelle : résultats du suivi individuel au cours de la premiére année

Evolution de la masse au cours du temps (stades en semaines)

Groupes  Individus M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14 MA15 M16 M17 M 18 M20 M22 M26 M30 M39 M58

MG26WT 21 23 23 25 26 26 26 27 27 28 28 28 28 29 29 31 30 31 37
MG27WT 22 21 23 23 24 24 24 25 26 26 26 26 28 28 27 27 28 31 29
MG29WT 23 26 25 26 27 27 28 28 29 30 31 33 30 30 31 35 33 34 34
Mwt MG32WT 18 20 21 22 21 23 25 24 24 25 26 26 26 26 30 30 33 34 40
MG34WT 21 20 21 21 22 23 22 24 24 26 28 29 27 28 29 32 33 33 39
MG39WT 24 24 25 25 26 28 29 29 30 32 32 34 36 36 36 40 43 - -

MG125WT 21 21 22 24 22 24 25 27 28 28 29 30 29 29,5 32 - 35 40 -

FG31WT 19 18 17 20 18 18 19 19 20 19 20 20 21 22 25 27 28 33 48

FG36WT 18 19 19 20 20 20 20 21 22 22 22 22 23 23 26 26 29 34 43

Fwt FG116WT 13 14 14 16 17 - 17 - 17 17 18 18 20 19,5 19 20 - 24 28
FG118WT 15 14 17 18 19 - 18 - 19 18 19 20 21 22,5 - 28 - 25 26
FG124WT 14 16 16 17 19 - 19 - 21 19 19 20 24 20,5 21 24 - 42 -

FG20Ta 19 20 21 20 21 23 22 22 21 22 22 22 22 22 23 25 25 - -

FG25Ta 15 17 18 24 22 22 24 32 26 25 21 24 25 23 21 23 23 23 33

FG28Ta 17 17 18 17 16 19 19 19 18 19 20 20 20 20 21 21 22 24 27
Fre FG30Ta 19 20 20 19 20 24 24 23 21 22 23 23 25 26 25 27 28 34 39

FG35Ta 20 19 19 21 19 22 23 23 24 26 29 27 28 29 33 37 35,4 44 48

FG37Ta 19 21 21 20 19 23 23 21 23 24 24 25 26 25 27 29 30 33 40

MG38Ta 17 17 20 20 20 21 21 22 22 23 24 22 25 25 25 23 25 27

MG40Ta 18 19 19 19 21 22 24 23 24 23 23 23 25 25 26 26 26 30 27

MTa MG117Ta 8 9 8 9 - - - - - - - - - - - - - - -
MG126Ta 18 19 20 20 21 21 22 21 21 22 23 23 23 22 23 - 25 28 -
MG127Ta 16 17 18 19 20 20 20 21 22 22 23 23 22 23 24 - 26 29 -
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Annexe 4. Surface mandibulaire : résultats du suivi individuel au cours de la premiére année

Evolution de la surface au cours du temps (stades en semaines)

Groupes  Individus S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S20 S22 S26 S30 S39 S_58
MG26WT 327 344 364 371 363 37,7 385 394 394 388 395 389 396 395 391 388 398 416 396 433
MG27TWT 319 329 345 352 345 351 366 368 367 360 370 366 367 366 369 373 37,9 384 37,7 417
MG2OWT 315 331 339 337 337 353 363 361 362 359 370 362 374 357 361 393 370 388 385 394
Mwt MG32WT 316 333 351 361 362 378 375 381 398 380 391 378 386 391 392 397 396 413 401 445
MG34WT 334 329 344 349 349 357 362 362 370 359 368 370 370 374 368 376 384 401 387 422
MG39WT 337 335 361 366 360 377 383 360 393 359 404 400 397 396 409 406 423 425 - -
MG125WT 355 359 37,3 365 386 390 393 388 385 404 402 387 390 398 401 400 366 383 422 434
FG31WT 318 343 359 355 362 374 374 365 383 379 370 370 385 378 372 381 378 378 378 370
FG36WT 314 329 353 343 353 365 367 374 389 37,3 380 378 366 380 391 386 395 395 395 425
Fwt FG116WT 269 303 325 311 338 344 354 357 362 362 366 358 374 374 374 381 392 392 407 422
FG118WT 207 340 347 347 366 368 365 377 382 382 388 384 375 393 398 402 423 423 446 477
FG124WT 297 317 329 332 359 367 375 371 376 376 381 375 365 389 389 386 394 394 415 -
FG20Ta 293 299 331 321 322 324 329 328 330 315 338 327 328 326 325 333 331 359 @ - -
FG25Ta 267 27,5 30,5 30,8 333 340 345 350 366 345 371 358 373 366 373 373 373 375 364 399
FG28Ta 283 284 305 314 309 329 323 324 336 332 335 333 339 325 346 335 335 336 347 367
e FG30Ta 323 325 348 352 359 366 361 37,2 379 364 378 368 372 373 369 383 383 396 386 420
FG35Ta 332 325 323 353 348 365 368 370 377 359 385 380 384 385 392 394 384 392 391 432
FG37Ta 314 329 338 342 334 344 354 353 356 344 369 355 372 365 365 362 375 375 382 413
MG38Ta 27,9 276 289 309 31,9 316 325 320 324 316 331 341 340 332 341 338 350 351 349 344
MG40Ta 285 27,8 294 295 310 302 323 313 313 308 323 323 327 323 321 329 338 350 349 358
MTa MG117Ta 237 244 260 254 259 257 - B B - B B B B B B B . N _
MG126Ta 30,2 323 343 347 354 348 360 370 362 370 376 375 375 374 370 367 387 363 388 414
MG127Ta 27,3 289 305 321 324 326 332 335 334 348 354 350 358 362 362 335 369 353 405 424
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Annexe 5. Hauteur mandibulaire : résultats du suivi individuel au cours de la premiére année

Evolution de la hauteur au cours du temps (stades en semaines)

Groupes  Individus H5 H6 H7 HS8 H9 H10 H11 H12 HA13 H14 HA15 H16 H 17 H_18 H 20 H22 H26 H30 H39 H_58

MG26WT 5,6 5,8 6,0 6,1 6,0 6.1 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 6,1 6,2 6,3 6,1 6,4
MG27WT 55 57 59 59 58 59 6,0 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1 6,2 6,1 6,4
MG29WT 54 5,6 57 5,6 5,6 58 58 58 58 5,9 5,9 58 6,0 57 58 6,0 59 6,1 6,0 6,2
Mwt MG32WT 54 5,6 58 58 58 6,0 59 6,0 6,1 6,0 6,0 59 6,0 6,0 6,1 6,0 6,1 6,2 6,1 6,4
MG34WT 56 5,6 58 58 57 59 58 58 5,9 5,8 5,9 59 59 6,0 59 59 6,1 6,2 6,1 6,5
MG39WT 58 5,9 6,0 6,1 6,0 6,2 6,3 58 6,3 58 6,4 6,4 6,4 6,4 6,5 6,5 6,6 6,6 - -

MG125WT 6,0 6,0 6,1 6,0 6,3 6,3 6,3 6,2 6,3 6,4 6,3 6,3 6,3 6,3 6,4 6,3 6,1 6,3 6,5 6,7

FG31WT 54 57 58 57 58 6,0 6,0 58 6,0 6,0 59 59 6,0 6,0 59 6,0 59 6,1 6,0 6,0
FG36WT 54 5,6 5,8 55 57 59 58 5,9 6,0 5,9 5,9 6,0 5,8 6,0 6,0 6,0 6,1 6,2 6,1 6,3
Fwt FG116WT 4,9 52 55 53 5,6 57 57 58 58 58 59 58 59 59 59 59 6,0 6,1 6,2 6,5
FG118WT 54 58 59 59 6,0 6,0 6,0 6,1 6,2 6,2 6,2 6,2 5,9 6,2 6,3 6,3 6,4 6,4 6,5 6,8

FG124WT 55 57 58 58 6,0 6,1 6,2 6,1 6,1 6,1 6,2 6,1 6,1 6,2 6,2 6,3 6,3 6,5 6,6 -

FG20Ta 5,1 53 55 54 54 55 5,5 5,5 5,5 54 55 54 55 55 54 55 5,5 57 - -
FG25Ta 5,1 5,1 54 54 55 57 57 5,8 5,9 57 6,0 58 6,0 59 6,0 5,9 59 59 5,9 6,2

FG28Ta 5.1 5.1 53 54 53 54 54 54 55 5,6 55 55 5,6 54 5,6 55 5,5 55 5,6 59

Fre FG30Ta 57 57 59 59 59 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1 6,0 6,2 6,1 6,3 6,2 6,5
FG35Ta 5,6 55 54 57 5,7 58 59 58 5,9 5,8 6,0 6,0 6,1 6.1 6.1 6,2 6,0 6,1 6,1 6,4
FG37Ta 53 54 5,6 56 55 55 56 5,6 56 56 58 57 58 57 57 5,7 58 58 58 6,1
MG38Ta 5,0 5,0 5,1 53 53 54 54 54 54 54 55 5,6 5,6 55 5,6 5,6 5,6 5,7 5,7 5,8
MG40Ta 5,1 5,1 52 52 53 53 54 54 53 53 55 55 55 55 55 55 5,6 58 58 58

MTa MG117Ta 4,7 4,8 5,0 4,8 4,9 4,9 - - - - - - - - - - - - - -

MG126Ta 54 55 58 58 58 58 59 6,0 5,9 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 0,0 59 6,0 6,0 6,1 6,3

MG127Ta 51 53 55 5,6 5,8 57 5,7 5,8 5,8 5,9 5,9 6,0 6,0 6,0 0,0 57 6,1 6,0 6,5 6,4
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Annexe 6. Longueur mandibulaire : résultats du suivi individuel au cours de la premiére année

Evolution de la longueur au cours du temps (stades en semaines)

Groupes  Individus L5 L6 L7 L8 L9 L10 LA11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L20 L22 L26 L30 L39 L58
MG26WT 109 11,0 11,3 11,1 11,3 112 114 116 117 116 116 116 117 118 117 118 11,9 11,9 118 126
MG27WT 10,7 10,7 11,0 109 11,0 11,1 11,3 113 113 112 15 115 115 114 116 117 117 117 118 121
MG2OWT 10,8 109 11,1 11,1 11,1 11,1 115 112 115 112 116 115 116 116 116 120 11,7 11,8 120 11,9
Mwt MG32WT 10,8 111 11,1 114 115 115 116 115 120 118 119 115 119 120 120 122 121 123 123 128
MG34W 111 108 11,1 112 114 112 114 114 115 115 116 116 115 118 118 119 11,9 11,7 120 123
MG39WT 111 108 113 113 114 115 11,7 114 117 115 120 118 119 119 120 121 122 123 - -
MG125WT 111 112 11,3 11,3 114 116 11,6 11,6 114 118 118 117 118 117 119 119 112 116 121 123
FG31WT 110 113 114 115 116 117 118 116 119 120 11,9 11,9 120 121 121 120 122 123 121 119
FG36WT 106 109 114 113 114 113 115 116 118 116 11,7 117 11,7 118 11,9 120 121 124 121 124
Fwt FG116WT 10,1 107 107 106 110 112 114 112 114 114 115 114 116 11,7 11,7 119 119 120 121 123
FG118WT 103 109 109 110 112 115 113 114 116 116 11,7 116 116 118 118 11,9 122 124 127 129
FG124WT 102 105 104 107 110 112 111 113 114 114 115 114 112 117 117 116 119 119 119 -
FG20Ta 105 105 108 107 108 107 109 109 11,1 109 11,2 11,1 11,1 111 111 112 114 117 - -
FG25Ta 104 105 109 108 11,3 113 113 11,3 11,6 115 117 116 117 117 119 118 119 119 118 124
FG28Ta 103 103 107 107 108 109 110 109 11,2 112 11,1 112 113 112 114 113 115 113 116 117
e FG30Ta 106 106 110 110 111 112 112 114 114 114 16 13 115 115 115 118 118 117 119 122
FG35Ta 11 109 111 113 114 114 116 116 11,7 115 120 118 121 120 121 122 122 121 122 128
FG37Ta 108 11,1 111 112 112 113 113 115 11,6 114 120 116 11,9 11,9 118 120 121 119 122 125
MG38Ta 104 105 108 11,0 11,0 109 11,1 11,1 111 110 114 114 114 114 113 114 115 114 114 114
MG40Ta 106 10,6 10,7 107 108 107 11,0 109 109 109 109 110 112 112 11,1 112 114 109 11,0 11,2
MTa MG117Ta 99 97 100 100 98 10,1 - - - - - - - - - - - - - -
MG126Ta 108 112 113 114 115 114 114 117 115 116 118 118 11,8 11,9 118 120 118 118 118 118
MG127Ta 104 107 108 110 110 112 111 112 112 114 116 116 11,8 11,9 11,9 114 117 116 116 118
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Annexe 7. Largeur de la branche mandibulaire : résultats du suivi individuel au cours de la premiére

année

Stades évolutifs en semaines

Groupes  Individus L5 L6 L7 L8 L9 L10 L1 L12 L13 L14 L15 L16 LA17 L18 L20 L322 L26 L30 L3 LJ58

MG26WT 57 58 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0 6.1 6,2 6,2 6,1 6,1 6,1 6,2 6.1 6,2 6,3 6,1 6,2 6,5
MG27WT 57 55 57 58 57 58 6,0 58 59 59 59 6,0 59 59 6,0 6,0 6,0 6,3 6,0 6,2
MG29WT 56 56 5,6 5,6 5,6 58 5,8 58 5,8 58 5,9 58 59 59 59 6,2 59 6,0 5,9 6,1
Mwt MG32WT 5,6 5,6 6,6 58 59 59 6,1 6,0 6,1 6,0 6,1 58 6,0 6,1 6,2 6,2 6,3 6,2 6,3 6,5
MG34WT 59 56 5,7 5,9 58 5,9 6,0 5,9 5,9 5,9 6,0 5,9 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0 6,1 5,9
MG39WT 58 57 6,0 59 6,0 6,1 6,1 58 6,2 6,1 6,3 6,1 6,2 6,1 6,4 6,3 6,5 6,3 - -

MG125WT 5,8 57 5,9 6,0 6,1 6,1 6,1 6,0 6,1 6,1 6,2 6,2 6,1 6,2 6,3 6,2 5,8 6,1 6,4 6,5

FG31WT 58 5,9 6,0 6,1 6,1 6,1 6,2 6,1 6,2 6,2 6,3 6,2 6,3 6,3 6,3 6,1 6,3 6,3 6,3 6,1
FG36WT 55 55 57 59 58 59 59 59 6,1 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 6,2 6,3 6,1 6,3
Fwt FG116WT 53 5,1 53 54 56 58 57 59 58 59 6,1 6,1 6,2 6,3 6,1 6,3 6,3 6,3 6,4 6,5
FG118WT 52 53 57 5,6 58 59 6,0 6,0 6,1 6,1 6,2 6,3 6,1 6,2 6,2 6,2 6,3 6,4 6,7 7,0

FG124WT 5,2 53 55 54 5,6 6,0 59 57 58 5,9 6,0 5,9 59 6.1 6,3 6,2 6,2 6,2 6,1 -

FG20Ta 54 55 5,6 5,6 57 5,6 57 57 57 55 5.8 57 57 58 58 58 59 6,0 - -
FG25Ta 55 5,6 58 58 59 6,1 6,1 5,6 6,3 6,1 6,2 6,2 6,3 6,3 6,3 6,3 6,4 6,3 6,3 6,4

FG28Ta 5,2 53 54 55 54 57 5,6 5,6 5,8 57 57 58 58 58 59 58 59 5,8 5,9 6,0

e FG30Ta 55 56 58 59 59 6,0 59 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,2 6,1 6,1 6,3
FG35Ta 57 58 58 6,0 6,0 6,1 6,2 6,1 6,3 6,1 6,4 6,3 6,4 6,4 6,5 6,4 6,5 6,3 6,3 6,6
FG37Ta 6,0 5,9 5,9 6,1 58 6,1 6,2 6,2 6,2 6,1 6,3 6,2 6,3 6,3 6,4 6,3 6,4 6,2 6,5 6,7
MG38Ta 54 54 55 57 57 57 59 57 58 56 59 59 59 59 59 59 59 59 59 58
MG40Ta 5,6 53 55 55 5,6 55 58 5,6 5,6 56 57 57 57 58 57 58 59 59 58 59

MTa MG117Ta 49 52 5,0 5,1 52 52 - - - - - - - - - - - - - -

MG126Ta 5,6 6,0 58 6,0 6,1 6,0 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1 6,2 6,1 6,2 6,2 6,1 6,2 6,1 6,2 6,5

MG127Ta 5,2 54 54 5,7 5,6 5,8 5,8 5,9 57 5,9 5,9 5,9 6,0 6,0 6,1 58 6,0 6,1 6,5 6,7
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Annexe 8. Surface de la branche mandibulaire : résultats du suivi individuel au cours de la premiére

année
Stades évolutifs en semaines

Groupes Individus S 5 S-6 S_7 S_8 S9 S10 S 11 S 12 S 13 S 14 S 15 S 16 S_17 S 18 S 20 S 22 S 26 S 30 S_ 39 S_58
MG26WT 208 21,8 233 243 239 246 248 255 254 252 254 248 255 257 256 254 263 259 248 268
MG27WT 202 205 21,7 223 214 226 231 227 231 226 232 231 229 232 233 237 239 249 231 258
MG29WT 196 206 209 208 205 221 225 225 222 223 228 221 231 222 227 244 232 240 230 241
Mwt MG32WT 196 204 274 221 222 233 235 233 244 230 242 228 232 239 248 244 244 252 240 260
MG34WT 212 206 218 223 221 227 228 225 232 222 233 234 232 237 237 237 241 252 247 250

MG39WT 20,8 209 229 228 230 242 238 225 246 242 252 248 247 248 26,7 257 275 269 - -
MG125WT 226 208 238 241 251 253 251 247 249 258 260 259 254 260 263 255 229 252 272 284
FG31WT 197 215 224 222 222 234 231 225 235 230 237 225 235 236 237 238 237 242 230 232
FG36WT 193 199 213 212 221 226 224 229 238 226 231 230 231 232 241 239 246 250 237 262
Fwt FG116WT 16,3 16,1 18,1 194 194 212 210 21,7 220 225 231 225 239 241 240 242 245 249 255 276
FG118WT 159 188 216 215 222 233 233 237 241 244 248 248 235 253 241 257 265 273 282 310

FG124WT 172 188 202 206 214 234 231 235 231 234 238 234 242 247 260 250 251 251 254 -

FG20Ta 18,1 190 204 201 204 204 205 209 205 191 209 203 204 208 207 213 211 222 - -
FG25Ta 16,7 175 194 198 211 220 223 198 235 218 236 227 23,7 237 242 240 245 236 230 253
FG28Ta 169 175 186 196 189 203 199 198 206 205 205 206 208 206 216 209 211 206 209 229
Fre FG30Ta 20,3 209 222 227 235 236 232 239 240 232 241 234 237 240 238 246 247 249 236 265
FG35Ta 206 203 206 226 220 230 233 231 238 224 244 241 241 245 253 253 249 245 240 268
FG37Ta 203 206 214 221 210 220 229 224 225 216 234 223 233 230 236 232 238 233 236 264
MG38Ta 17,3 172 181 196 198 201 20,7 201 204 195 209 212 212 210 218 214 219 218 215 214
MG40Ta 177 167 179 180 187 185 197 189 189 186 199 197 200 20,1 203 204 211 216 208 222

MTa MG117Ta 143 156 156 154 16,2 16,1 - - - - - - - - - - - - - -
MG126Ta 190 206 21,7 230 231 225 231 238 231 237 239 239 239 246 242 232 244 234 251 266
MG127Ta 16,7 175 186 205 201 205 204 213 206 217 216 219 224 224 230 207 226 228 256 264

80



Annexe 9. Microscanner X : eXplore CZT 120 Vision

Le microscanner utilisé dans le cadre de ce travail se situe au laboratoire " Imagerie Préclinique UF
6237 ", responsable Dr Philippe Choquet, service de Biophysique et de Médecine Nucléaire de
'hopital de Hautepierre a Strasbourg. Les caractéristiques du microscanner-X eXplore speCZT 120
Vision sont issues de la documentation technique fournie par GE Healthcare. Ce scanner est constitué

de 4 modules principaux.

Le statif rotatif du CT

Le statif porte le tube radiogéne ainsi qu’'un détecteur de rayons X associé a des composants
électroniques d’acquisition des données. Il est entierement blindé. Les rayons X sont détectés par un
capteur plan matriciel CSI (lodure de Césium 75 X 75 mm2) relié¢ a un capteur CCD (Charge Coupled
Devices) par un faisceau de fibres optiques. Ce capteur CSl est constitué de 9 millions de pixels de 25

microns de c6tés. Trois modes d’acquisition sont proposés :

- haute résolution ; les projections de I'image ont le méme nombre de pixels que le capteur
- moyenne résolution ; I'image contient 4 fois moins de pixels que le capteur. lls sont
regroupés, et le signal mesuré est celui de 4 pixels voisins (binning 2X2)

- basse résolution ; binning 4X4.

Les possibilités techniques de I'appareil permettent une résolution maximale d’'un voxel reconstruit

de 25 microns d’aréte.

Générateur de rayons X

Le générateur est constitué d’un tube radiogéne PX1483 (DUNLEE®) délivrant une tension
maximale de 150 kV.

Table de I’échantillon et berceau

La table d’acquisition est motorisée et contrélée par I'ordinateur. Des fonctions de positionnement
précis de I'échantillon, y compris une vision fluoroscopique en direct (image 2D) sont disponibles via la

console de l'opérateur. La table peut également étre positionnée a I'aide du contréleur de table

(panneau tactile situé au dessus de la table). La table est équipée de 2 berceaux en fibre de carbone :

- un berceau de 75 mm de largeur utilisé pour 'examen des rats

- un berceau de 25 mm de largeur utilisé pour 'examen des souris
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Console de 'opérateur

La console de I'opérateur est composée de deux moniteurs LCD et d’un ordinateur hote.
L’interface de la console d’héte est utilisée pour :

- la gestion des projets et des acquisitions,

- la conception des protocoles et des séquences,
- lareéalisation des reconstructions,

- larchivage et la restauration des données,

- le transfert les données vers une station de travail d’analyse.

Console
anesthésique

Statif du pCT

Interface de controle

Orifice d’entrée
du berceau au
centre du statif.
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Annexe 10. Communications affichées dans des congrés internationaux

Bornert F, Gros Cl, Schmittbuhl M, Constantinesco A, Choquet P (2012). Follow-up of mandible
growth in Tabby mouse. 11" congress of the European Academy of Paediatric Dentistry
(EAPD). Strasbourg, France, 24-27 mai.

Gros Cl, Bornert F, Schmittbuhl M, Constantinesco A, Choquet P (2012). Follow-up of skull
growth in Tabby mouse. 11" congress of the European Academy of Paediatric Dentistry
(EAPD). Strasbourg, France, 24-27 mai.

Bornert F, Schmittbuhl M, Gros CI, Constantinesco A, Choquet P (2012). Morphology
quantification : Elliptical 2D Fourier analysis for craniofacial phenotyping in mouse based on
micro-CT acquisitions. The 6" Winter Conference of the European Society for Molecular
Imaging (ESMI). Ecole de Physique des Houches, France, 15-20 avril.

Bornert F, Gros CIl, Schmittbuhl M, Constantinesco A, Choquet P (2011). Quantitative
morphological study using micro-CT imaging and elliptical 2D Fourier analysis: application for
craniofacial phenotyping. World Molecular Imaging Congress (WMIC), San Diego, California,
USA. 7-10 septembre.

Gros Cl, Bornert F, Constantinesco A, Schmittbuhl M, Choquet P (2011). Longitudinal study of

bone growth by micro-CT: application in a model with bone malformation (Tabby mouse).
World Molecular Imaging Congress (WMIC), San Diego, California, USA. 7-10 septembre.

83



" Inserm Follow Up of mandible growth in Tabby mice
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Introduction
Tabby (Ta) mouse is an animal model of the X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia (XLHED) which is a polymalformative syndrome mainly characterized by
abnormal development of ectodermal structures with typical phenotypic signs: hypotrichosis, hypohidrosis, craniofacial and dental abnormalities (1). Few data
were available about the mandibular growth at the human patients and even less at the mouse (2).

Aim
Providing a longitudinal in vivo study of mandible development on the Ta mouse.

Materials and Methods * Follow up of 23 mice during six month: 4 hemizygous males (Eda™"), 6 heterozygous females (Eda™"), and 12 control
WT (7 males, 6 females). Individuals dead during the experiment time: two Eda™" and one male WT.

* Each mouse was weighted and imaged weekly using pCT from 1 to 4 months-old, and then bi-monthly (Micro-CT
system: eXplore CT 120, GE Healthcare, Waukesha, USA).

* Protocol acquisition: 360 views over 360 , at 80 kV, 32 mA, and exposure time of 16 ms with a total scan time of

approximately 3 to 5 minutes according to the size of the mouse.

* Quantifications analyses were performed using MicroView® (GE Healthcare, Waukesha, USA). Each time, length, height
and lateral surface area projection of the right hemimandible were measured on a 3D virtual reconstructed image.

® A statistical Wilcoxon-Mann-Whitney test was made between the mean of each strain at each measure (Statistica 7.1

software package, Statsoft Inc., Tulsa, USA).
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Conclusion
The study showed significant differences between the Ta males and WT males groups (p<0,05) at early stages of development. The Ta males group presents|
globally a mandibular hypodevelopment (2). This study suggests that the Ta gene and more widely the NF-kappa B pathway could play an important role in
cranio-facial morphogenesis. Measurements before 1 month would be of interest but difficult due to practical limitations: small size of structures implies high

resolution protocols eg more irradiation. The impact of radiation in very young mice should be then considered.

(3} Chauss, F, Maniora, M. C., Dbry, F., Weltmaon, £, Hadi-Rabla, 5., Bodemer, C, Alembik, Y., Lesar, H., and Sch bunl, M. D ofacisl motecular mechanisms in [HED): a review. (2008) 1 Dent Res 87, 1089-1069
(2] Barnert F, Choguet P, Gros C-1, Aubertin G, Perrin-Schimitt F, Clauss F, Lesat H, Constar A i M. Subtie changes in the mnnmnl« of Tabity mice revealod oy micro CT imaging and efliptical Fourier quantification. (2011). Front. Physiol. 20, 2-15.
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Follow Up of skull growth in Tabby mice

~
i o '} Inserm
Catherine-Isabelle GROS !, Fabien BORNERT !, André CONSTANTINESCO 2, Matthien SCHMITTBUHL !, Philippe CHOQUET 2
1 INSERM UMR 977, Faculté de Chirurgie Dentaire, Uni bourg, France
2 Preclinical Imaging I ab, Nuelear Medicine, Hopitaux Universitaires, Strasbourg, France
OBJECTIVES XLHED (X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia)

# Longitudinal study of skull development in Tabby
mouse model of XLHED, using micro-CT (xCT)

# Polymalformative syndrome characterized by abnormal development of ectodermal structures
¥ Typical phenotypic signs: hypotrichosis, hypohidrosis, eraniofacial and dental abnormalities

MATERIAL & METHODS

¢ Follow up of 23 mice during one year: 4 hemizygous males (Eda™Y), 6 heterozygous females (Eda™*), and 12 control WT (7 males, 6 females).
Each mice was weighted and imaged weekly using uCT from 1 to 4 months-old, then bi-monthly, monthly and quarterly finally. Individuals dead during the
experiment time: two Eda™Y and one male WT.
# Micro-CT system: eXplore CT 120 (GE Healthcare, Waukesha, USA).
Protocol: acquisition of 360 views over 360°, at 80 kV, 32 mA, and exposure time of 16 ms. Imaging of whole-body using 2 or 3 bed positions. Total scan time
of approximately 3 to 5 minutes. Radiation doses estimated to 0.1 Gy according to manufacturer’s data.
# Skull growth was assessed by measuring characteristic distances at specific locations: quantifications analyses performed using MicroView® (GE Healthcare.
Waukesha, USA). Simple measurements performed on a 3D virtual reconstruction using anatomical landmarks: length and width of the skull.

Statistical mean comparisons between each strain relative to the age at each measute.

RESULTS |
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CONCLUSION
# This is the first time that a follow-up study was conducted to observe growth rate differences between Tabby mice and wild-type controls.
# Tabby males show marked sub-development, but differences tend to be reduced with age.
# Measurements before 1 month would be of interest but difficult due to practical limitations: small size of structures implies high resolution protocols eg more

irradiation. The impact of radiation in very young mice should be then considered.
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Morphology quantification:
Elliptical 2D Fourier analysis for craniofacial phenotyping in mouse based on pCT acquisitions
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Extracting measurements or values from acquired medical images is highly desirable and nowadays a common goal. However for morpholegy, it is very challenging as studies in this field are essentially
qualitative, Up to now, morphological guantitative analysis is mainly based on landmarks approachs which require the unbiased recognition of some singular points common in modei and control
individuals. A main drawback refies on the limited number of points used, reducing the accuracy of the form description. 2D Elliptical Fourier analysis (EFA) applied on outlines is ancther way to quantify
differences in organs form (1) and had the advantage of working on the shape in a global manner,

We present here an example of EFA application on uCT images of mouse heads to characterize mandibular dysmorphoses in Tabbys'mice, an animal model of the X-linked hypohidrotic ectodermal
dysplasia (XLHED) (2,3).

Materials and Methods

* 74 adults mice: 15 hemizygous males (EdaTa/Y), 24 heterozygous females EdaTa/+),
and 35 cantrol WT {18 males, 16 females).

' * Ex vivo micro-CT (eXplore CT 120, GE Healthcare, Waukesha, USA) imaging of full
head: 360 views on 3607, 100 kV, 50 mA, exposition time of 20 ms .

~Segmentation of hemimandibles and 3D isosurface rendering (MicroView®, GE

e \ Healthcare, Waukesha, UsA).

& “— « Extraction of 20 outlines from lateral view of each hemimandible (Visilog 5.4%,

e Noesis, Gif sur Yvetts, France).
= EFA was performed to obtain a quantitative description of the mandibular outline

o =i based on the three main elliptical Fourier

) » descriptors (EFD: major and minor axis length, elliptical orientation)*.

* Statistical discriminant analysis was applied on EFD for each group on the first 10
harmonics in order to highlight distinction among mouse strains (Statistica 7.1
software package, Statsoft Inc., Tulsa, USA).
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Conclusion
20 EFA enables the characterization of the shape as a whole, unlike other morphometric appreaches based on anatomical landmarks and their associated measurements. 20 EFA is especially pertinent
for planar objects. Micro-CT imaging is useful for studies involving mineralized tissues but as long as organs of interest can be segmented, results from other imaging modalities could also benefit from
this technique. We show that 2D EFA is a very sensible biomedical imaging process for comparison between different phenotypes based on shape's quantification and adequate statistical analysis. This
method could also be extended to the third dimension {4},

(1) schmitzbiahi, M., Allenbach, 8, Le Mingr, 1. M., and'schaaf, 4. Eliptical descri impli i for the f complex outlines. [2003). Math. Geal. 55, 853-873.
(2) Clauss, F, Manizre, M. C, Obry, F, waltmann, £, Hadj-Rabia, 5., Bodemer, C., alsmbik, v, Lest, H, and Schmi (7 i ing malecular smis in dysplasia (HED): 2 review. (2008} ;. Dent Res. 37, 1099~
1088,

{3) Bornert F Choquet P, Gras C-4, Aubertin G, Perrin-Schmitt F. Claiss F, Lasot H, inasco & M, subtle changes in the mandibla of Tabby mice revaaled by micro-CT imaging and elliptical Fourier quantification. |2011). Front. Physicl. 20, 2-15
14) Godefroy JE, Bornert £, Grog O, Constantinesce A. Elliptical Fourier i for contours in thres A naw tool for analysis in biology. (2013). C. R Bigl. 335, 205-13.
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OBJECTIVES
i mmmmmmmmmwmmmmmws
BBWFMWCEFA)memmmbMMu 3
Demonstration by an example of EFA on #CT images of mouse heads to characterize m:

MATERIAL & METHODS
i Mice: 74 adults specimens: 15 hemizygous males (Eda™Y), 24 heterozygous fen
mice (19 males, 16 females).
§ Exvivo imaging of full heads using a miero-CT: 360 views on 360°, 100 kV,
(eXplore CT 120, GE Healthcare, Wankesha, USA).
§ Segmentation of hemimandibles and 3D isosurface rendering (MicroView®,
Extraction of 2D outlines from lateral view of each hemimandible (Vis
‘EFA was performed to obtain a quantitative deseription of the
§ Statistical discriminant analysis applied on EFD for each group on
tinetion among mouse strains (Statistica 7.1 software package, St

RESULTS

LR

CONCLUSION
2D EFA enables the characterization of the shape as a whole,
is especially pertinent for planar objects. Micro-CT imaging 1
other imaging modalities could also benefit from this technique. wsmmznmmmymwwfummmwmm
shape’s quantification and adequate statistical analysis.

* Schmifoeh, M., Allnbach, B, Le Miar, 1. M., snd Schauf, A, (20031, Math, Geol. 35, 853971
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Catherine-Isabelle Gros !, Fabien Bornert !, André Constantinesco 2, Matthieu Schmittbuhl ', Philippe Choquet

VINSERM UMR 977, Faculty of Dentistry, University of Strasbourg, Strasbourg, France
2 Prechimcal Imagmg Lab, Nuclear Medicme, Hopitaus Umiversitames, Strashourg, France

OBJECTIVES XLHED (X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia)

& In vivo study of skeletal prowth using miero-CT (CT). ¢ Polymalformative syndrome characterized by abnormal development of ectodermal structures.

& Application on the Tabby mouse model of XLHED. & Typical phenotypic signs: hypotrichosis, hypohidrosis and cramiofacial and dental abnormalities.
MATERIAL & METHODS

# Follow up of 21 mice during 5 months: 3 hemizygous males (Fda™Y), 6 heterozygous females (Fda™+), and 12 control WT (6 males, 6 females).
Each mice was weighted and imaged weekly using micro-CT from 1 to 5 months-old. One individual (Eda™Y) dead during the experiment time.

¢ Micro-CT system: eXplore CT 120 (GE Healthcare, Waukesha, USA)
Protocol: acquisition of 360 views in 360, at 80 kV, 32 mA, and exposition time of 16 ms. Imaging of whole-body using 2 or 3 bed positions. Total scan time of approximately 3 to 5 minutes.
Radiation doses estimated to 0.1 Gy according to manufacturer’s data.

¢ Bone growth was assessed by measuring characteristic distances at specific locations: quantifications analyses performed using MicroView® (GE Healthcare, Waukesha, USA).
Simplemasn{ememspelfom:edunﬂﬂmmalreeonstmcﬁonusingmmmicalhndmxb:hng&,lﬁglﬂmﬂwﬁﬂnfﬂnsh]l,fmmﬂhmmslengths.
Statistical mean comparisons between each strain relative to the age at each measure.

RESULTS dlale it
e 7 =
B S —
1z ¥ o
"
» / " >
4 J o #
i 1w ] F 4
§ i 3
= e < = |
» f
]
e 1"
Fis e i - PWE
U & wE Ml o Wy
+ —t e B e R e e
" . EREE 1 I o : ' 2 i »
Ageiw) Age iwh
Fomiarsd Losgih Htagomatic 10tk
o — 1
o - » —
—— —
w1 " - —
& /
f i
i e ! 1®
i 1 '
o ¥
e s T e P
MIn o MWD T o MWE
it t t .
0 '] i n " L] [ b i ] 0
agrivi g i)
CONCLUSION

& Ths is the first time that a follow-up study was conducted to observe growth rate differences between Tabby mice and wild-type controls.

¢ Tabby males show a marked sub-development; but differences tend to be reduced with age

& Measurements before 1 month would be of mterest but difficult due to practical linitations: small size of structures implies high resolution protocols eg more iradiation.
The impact of radiation in very young mice should be then considered.
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Annexe 11. Article publié

Bornert F, Choquet P, Gros C-l, Aubertin G, Perrin-Schmitt F, Clauss F, Lesot H,
Constantinesco A, Schmittbuhl M (2011). Subtle morphological changes in the mandible of
Tabby mice revealed by micro-CT imaging and elliptical Fourier quantification. Front Physio.2,
1-9. doi: 10.3389/fphys.2011.00015.

Cet article est soumis a des droits d’éditeurs
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o’ Etude des dysmorphoses et de la
croissance de la mandibule chez un
modéle murin de dysplasie
ectodermique hypohidrotique

La dysplasie ectodermique hypohidrotique liée a I’X (DEX) est consécutive a la mutation du géne Eda. Ce
projet de recherche avait pour but d’étudier les dysmorphoses cranio-faciales chez le mutant murin Tabby

représentant 'équivalent phénotypique de la DEX.

La forme des mandibules en vue latérale a été étudiée a partir d’approches quantitatives associant

u-CT, traitement d’'images, analyses de Fourier elliptique et analyses métriques.

Une premiere étude ex vivo menée sur 39 spécimens Tabby et 35 souris wild-type adultes a permis de mettre
en évidence un hypo-développement mandibulaire chez Tabby. Deuxiemement, une étude longitudinale in vivo
de la croissance mandibulaire mise en place sur une cohorte de 23 individus (12 WT et 11 Tabby) a montré
que les individus Tabby présentaient cet hypodéveloppement dés le 1° mois et qu'il se maintenait a la fin de la

premiére année de vie.

Les défauts du gene Eda affectent ainsi le développement de la mandibule en plus des dérivés ectodermiques.

Mots Clés :

Dysplasie ectodermique hypohidrotique Tabby

Mandibule Analyse de Fourier elliptique
Traitement d'images Croissance

The X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia (XLHED) is the result of Eda gene defect. This research
project studied the cranio-facial dysmorphoses in Tabby murin mutant which having a similar phenotype to the
XLHED.

A association of mutiple quantitive approachs (u-CT, images processing, elliptical Fourier analyse and metric

analyses) permitted to study the mandible’s shape in a lateral view.

A first ex vivo study led on 39 specimens Tabby and 35 WT mice allowed to highlight a mandibular hypo-
development in Tabby. Secondly, a longitudinal in vivo study of mandibular growth, based on 23 specimen (12
WT and 11 Tabby), showed that Tabby presented this hypodevelopment from the 1st month and that it

remained at the end of the first year of life.

The Eda gene affects the development of mandible and ectodermal structures.

Mesh :
Hypohidrotic ectodermal dysplasia Tabby mice
Mandible Elliptical Fourier Analysis

Images Analysis Growth




