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Les anomalies cranio-faciales et bucco-dentaires sont des manifestations phénotypiques des
maladies rares et constituent un axe de recherche en génétique médicale.

Selon les définitions nationales, les maladies rares ont une prévalence de moins de 1/2000 et sont
actuellement au nombre de 6000 a 8000. Ces maladies rares touchent prés de 3 millions de
personnes en France et 30 millions en Europe. 80% de ces affections ont une origine génétique et
environ 900 ont des manifestations bucco-dentaires. Rapporté au nombre d’habitants, environ
300000 personnes présenteraient des maladies rares dans la Région Métropolitaine Trinationale du
Rhin Supérieur (RMT), et 90000 en Alsace.

L'étude de ces altérations bucco-dentaires telles que les Amélogenéses Imparfaites (Al), groupe
d’anomalies affectant la structure et I'apparence clinique de I'émail dentaire, permet d'améliorer la
compréhension des mécanismes du développement et passe par l'identification de nouveaux génes.

Ce travail de these est centré sur I'étude de familles informatives présentant des Al de type isolées
ou syndromiques. Le projet repose sur différentes observations telles que le phénotype clinique des
patients, I'analyse de I'arbre généalogique ou le mode de transmission supposé. En fonction de ces
éléments, un protocole de recherche peut étre mis en place avec différents outils d’analyse dans le
but d'établir un génotype.

En effet, si certains génes impliqués dans les Al sont déja connus AMEL, ENAM, AMBN, LAMBS3,
LAMA3, COL7A1, COL17A1, FAM83H, C4orf26, SLC24A4, ITGB6, MMP20, KLK4, WDR72, STIM1, TUFT1
pour les formes isolées ou DLX3, FAM20A, TP63, CNNM4, ROGDI, FAM20C pour les formes
syndromiques, d'autres restent a découvrir et de nouvelles mutations peuvent étre identifiées.

Ainsi pour certaines familles, a partir de I'observation du phénotype, des génes connus peuvent étre
considérés comme candidats et un séquencage par technique de Sanger peut permettre de valider
des mutations et la ségrégation familiale. Pour d’autres familles, I'analyse est plus complexe, et les
stratégies de recherche vont reposer sur des techniques telles que la création d'outils de haut débit a
visée diagnostique, I'utilisation de puces d'homozygotie ou encore I'analyse de résultats d'exomes.

Ces différentes approches ont pour objectif principal d'identifier de nouveaux génes impliqués dans
les maladies cranio-faciales et bucco-dentaires. Ces données aident au diagnostic pour les patients et
leur famille, permettent d'orienter, d'améliorer le conseil génétique et ont pour perspectives la prise
en charge globale et le traitement des patients. Par ailleurs, dans le domaine de la recherche en
génétique, ces informations supplémentaires pourront faire progresser la compréhension du réle de
ces protéines et genes dans la pathophysiologie et la genése de ces anomalies du développement.

11
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I. L'émail dentaire et I'améloblaste

A. Le développement dentaire

Le développement dentaire débute t6t dans I'embryogenése avec la formation de la lame dentaire
dés la 6°™ semaine de gestation. Cette lame se forme grice a des interactions epithélio-
mésenchymateuses entre I'ectoderme oral et les cellules ecto-mésenchymateuses issues de la créte
neurale céphalique (au niveau du maxillaire et de la mandibule, structures issues du 1° arc
branchial). Puis cette lame s’invagine et induit la formation de I'organe de I'émail en passant par
différents stades : placode dentaire, bourgeon dentaire, capuchon dentaire et cloche dentaire, étape
ou les améloblastes se différencient [Fig.1 et 2].

Oental Macode Wi Cap finll
many!
w SLITEI WEm
; (] I
S Il
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o S
IPéT@ATIAn torphogeness Cytantenmnation

“:\;*mf | e P il b iy A [t
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Bl hfand- { WPRRE gl o e 2o
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Figure 1 : Stades du développement dentaire : |gtaeode, bourgeon, capuchon, et genes associés
a ces mécanismes de différenciation [1].

Figure 2 : Vues histologiques des stades du dépelopnt dentaire sur une molaire de modéle murin.
A :initiation. B : bourgeon. C : capuchon. D-Floche. G : formation radiculaire [2].

13



L’amélogenese et la dentinogenése sont des processus de développement imbriqués. Les cellules
mésenchymateuses faisant face a la membrane basale se différencient en odontoblastes qui
sécretent la matrice dentinaire servant d’échafaudage pour le dép6t des cristaux d’hydroxy-apatite.
Les cellules épithéliales de I'épithélium dentaire interne se différencient en améloblastes qui
sécretent et résorbent les protéines de I'émail. La différenciation terminale des odontoblastes et des
améloblastes se fait selon un gradient de différenciation temporo-spatial du sommet des cuspides
vers le collet, mais décalé dans le temps. Il faut, en effet, des odontoblastes différenciés et de la
prédentine, pour initier la différenciation terminale des améloblastes. En prélude a cette
différenciation il y a une disparition de la membrane basale (fragmentée, puis phagocytée par les
améloblastes) [3]. Une premiére couche d’émail (aprismatique interne) est alors déposée au contact
de la dentine. Cette premiére couche d'émail apparait chez I'embryon humain au cours de la 14°™
semaine de développement au niveau des incisives maxillaires temporaires et vers la naissance pour

eres

les 1 molaires permanentes. Apres [|'histodifférenciation terminale des odontoblastes et

améloblastes, la formation radiculaire débute et I'organe dentaire fait son éruption ([4] cité pat [5]).

Tout au long de ce développement dentaire, les grandes voies de signalisation telles que les
«Wingless» (Wnt), «fibroblasts growth factor» (Fgf), «bones mophogenetics proteins» (Bmp), «sonic
hedgehog homolog» (Shh), «transforming growth factor» (Tgf), «nuclear factor-kappa B» (NF-kB) ou
«tumor necrosis factor» (TNF) interviennent. L'expression de facteurs de transcription tels que les
génes a «khoméoboite divergents» et de molécules «signal» dans les centres de signalisation appelés
«nceuds de I'émail» vont définir des territoires d'expression dans le maxillaire et la mandibule et
guider 'odontogenese [6, 7].

B. La formation de I’ émail par les améloblastes

L'émail dentaire, structure acellulaire, avasculaire et non innervée, est le tissu le plus minéralisé et le
plus dur de l'organisme. Il est constitué d'une phase minérale (96-98%) sous la forme d'un réseau
cristallin d'hydroxyapatites Caio(PO4)(OH), parfois substitué et d'une phase organique (2%)
composée de protéines de structure, de lipides, de phospholipides, d'enzymes et d'eau. Cette
matrice organique est présente de fagcon temporaire, afin de guider la mise en place du réseau
cristallin.

Le processus d’amélogeneése est limité dans le temps : pour chaque dent, I’émail se forme durant une
période donnée. Si une anomalie pouvant affecter la structure de ce tissu intervient durant ce temps,
seules les dents dont la formation de I’émail est en cours seront atteintes (sites concomitants de
minéralisation).

Ainsi, issu de I’ectoderme oral, puis de I'épithélium dentaire interne, I'organe de I'émail se forme et
lors de la différenciation terminale, 'améloblaste est une cellule qui passe par plusieurs stades : le
stade présécrétoire, sécrétoire, de maturation, de minéralisation, qui correspondent a la vie d’un
améloblaste [Fig. 3]. Cet améloblaste sera successivement: présécréteur, sécréteur sans
prolongement de Tomes, sécréteur avec prolongement de Tomes, de maturation et de protection
[Fig. 4] [1, 8].

14



i, il

Figure 3 : Cycle de vie de 'améloblaste.
(A) coloration a 'hématoxyline et éosine d’uneigive, montrant le cycle de vie des améloblastgs. (
stade pré-sécrétoire ; (ii) et (iii) : stade sémige (sans prolongement de Tomes) et améloblastes
sécrétoires (avec prolongement de Tomes seécréténbail ; (iv) stade de maturation. a:
améloblaste ; 0: odontoblastes ; e: matrice annéla d: dentine.
(B) : microscopie électronique a transmission desblastes au stade sécrétoire. La cellule est
caractérisée par un large réticulum endoplasmiqugueux, un appareil de Golgi localisé au centre
du cytoplasme, des granules sécrétoires qui migrent direction distale de la cellule.
Aprés la premiere couche d’émail sécrétée, les abteittes migrent en direction proximale et le
prolongement de Tomes se développe. La borduramélbblaste est marquée par la présence d’'un
complexe de jonction. M : mitochondrie ; nu: noyateR :reticulum Endoplasmique Rugueux ;
TW : Terminal Web ; Tp : prolongement de Tomes: ;peisme de I'émail ; d : dentine [8].
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Figure 4 : Schéma des différents stades de I'antettd [9].
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1. Le stade présécrétoire

Lors du stade présécrétoire, des cellules sortent du cycle cellulaire et deviennent des pré-
améloblastes qui se différencient ensuite en améloblastes pré-sécréteurs. Le pré-améloblaste
s'allonge, son noyau et ses mitochondries migrent vers le stratum intermedium. La cellule se polarise,
puis la membrane basale qui séparait les pré-améloblastes des pré-odontoblastes disparait, au profit
d'un manteau dentinaire [10].

2. Le stade sécrétoire

Le stade sécrétoire est caractérisé par la cytodifférenciation des améloblastes pré-sécréteurs en
améloblastes sécréteurs sans prolongement de Tomes [Fig. 5 et 6]. Lors de cette étape les protéines
de I'émail : amélogénine, énaméline, améloblastine, tuftéline sont sécrétées et les premiers cristaux
d'hydroxyapatite se forment. Cette premiere couche de matrice de I'émail, déposée directement au
contact du manteau dentinaire, est appelée émail aprismatique interne. Et la zone de cohésion entre
les deux structures est assurée par la jonction émail-dentine.

Par la suite, le prolongement de Tomes va se former. Au niveau de ce prolongement, une matrice
organique est sécrétée pour I'élaboration de la substance interprismatique (par libération des
granules de sécrétions contenant les protéines de I'émail) et chaque améloblaste donne naissance a
un prisme d'émail.

Les prolongements de Tomes sont des structures présentant plusieurs parties, riches en éléments du
cytosquelette pour orienter les vésicules de sécrétion. La partie proximale responsable des sécrétions
et réabsorptions, un centre contenant les granules et la partie apicale (distale) qui devient de
maniere cyclique d’une forme triangulaire a une forme effilée, comprimant I’émail intraprismatique
en formation et créant des résidus membranaires riches en cholestérol, pris au piege dans cet émail
prismatique. Ces reliquats lipidiques, pourraient, aprés dégradation, contribuer aux processus de
minéralisation.

La matrice amélaire organique est composée de protéines non-collagéniques comme les protéines de
I’émail (amélogénine, énaméline, améloblastine, produites au niveau du réticulum endoplasmique
rugueux), des enzymes (MMP20, KLK4) et sert d’échafaudage pour contréler I'organisation des
cristallites (ions calcium, phosphates, cristaux d’hydroxyapatite) de la phase minérale [11]. Cette
matrice est alors partiellement minéralisée par une enzyme : la phosphatase alcaline.

A ce stade, I'émail prismatique est immature, composé de 37 % de minéral, 19 % de substance
organique et 44 % d'eau. Avant la maturation, la majorité des protéines extracellulaires de la matrice
sont dégradées par des protéases. La matrice amélaire organique post-éruptive ne constitue plus que
1% de I'’émail, contient des fragments protéolysés et les protéines insolubles. La composition
moléculaire de cette couche de matrice amélaire organique reste difficile a définir et a étudier du fait
de l'insolubilité et de la résistance a la dissolution [12]. Un quart des améloblastes disparait par
apoptose et les cellules restantes se réduisent en taille et synthétisent une nouvelle membrane
basale au contact de I'émail immature [9].
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3. Le stade de maturation

Ce stade correspond a la croissance des cristaux d'émail (en épaisseur et en largeur) par dégradation
des protéines de la matrice via les protéases telles que MMP20 ou KLKA4. Le processus de modulation
consiste en la transformation des péles distaux des améloblastes restants : bordure plissée ou lisse
pour permettre la régulation du pH, I’élimination des fragments protéiques de I'amélogénine et le
transport des ions calcium et phosphate nécessaire a la croissance des cristaux. L'améloblaste est a
I’état plissé 80% de son temps et 20% a |’état lisse, I'alternance ou « modulation » se faisant 5 a 7

fois.

Cet améloblaste plissé a une activité d’endocytose trés élevée et contient un nombre tres important
de lysosomes, de protéines de liaison au calcium, et d’adénosines triphosphatases (ATPases)
membranaires associées au calcium, qui entrainent le pompage des ions calcium durant la phase de
maturation. L'améloblaste lisse quant a lui, a une activité d’endocytose faible, ne posséde quasiment
pas d’ATPases membranaires et une fuite des petites protéines et autres molécules est observée.

Lorsque la cellule possede un aspect lisse, des ions calciums diffusent a travers la membrane de
I'améloblaste en direction de I'’émail. Lorsque la cellule est plissée, le niveau de calcium est le plus
élevé. Ainsi, on observe une expansion du cristal de I'’émail, associé a une diminution du pH et des
échanges ioniques importants.

Durant ces phases de sécrétions et de réabsorptions, I'incorporation des ions dans le cristal de I'émail
est en rapport avec I'état plissé des bordures. Cependant la résorption active des protéines intactes
de la matrice organique de I’émail par les améloblastes n’est pas le mécanisme principal observé
durant la phase de maturation. En effet, des enzymes de dégradation agissent dans le compartiment
extracellulaire pour digérer les protéines matricielles en des fragments plus petits qui peuvent
quitter la couche amélaire. Les fragments polypeptidiques quittant I'émail passent par les jonctions
laches du pole distal des améloblastes lisses et diffusent latéralement, pour étre réabsorbées sur la
surface basolatérale. Quand la cellule devient plissée, car le complexe de jonction proximal est a son
tour lache, certains peptides diffusés latéralement pourraient se disperser a travers la couche
papillaire et peut-étre au-dela. Certains fragments protéiques de la couche amélaire sont réabsorbés
par endocytose grace aux invaginations membranaires de la bordure plissée [10].

La notion de balance entre I'acidification et la neutralisation du pH semble essentielle. En effet, pour
MMP20 et KLK4, les conditions optimales sont celles d’'un milieu légérement acide. L’améloblaste a
bordure plissée sécrete une quantité importante d’anhydrase carbonique de type Il qui libére des
protons, acidifiant ainsi le milieu extracellulaire. Les protéases vont alors agir notamment en
fragmentant les amélogénines. Puis le pH de la matrice est neutralisé par sécrétion d’ions
bicarbonates des améloblastes plissés et passage de fluides interstitiels vers I"’émail depuis les
améloblastes lisses [8].

Ainsi, du coté de la matrice organique de I'émail, sécrétée pendant le stade de formation, la majorité
de la structure est dégradée enzymatiquement et éliminée au cours du stade de maturation pour
permettre la croissance en épaisseur et largeur des cristallites. Les améloblastes vont remplacer
cette phase organique par une phase minérale afin d’obtenir I'émail, tissu le plus minéralisé de
I’organisme.
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Ces améloblastes deviennent améloblastes de protection, de forme cubique avec une adhésion a la
membrane basale par des hémidesmosomes [13]. Ces cellules vont constituer la couche papillaire,
I’épithélium réduit de I'’émail dont le réle est de protéger I'’émail du follicule dentaire jusqu’a
I’éruption de la dent.

Notons I'importance des systémes d’attache (desmosomes, hémidesmosomes) de la cellule a sa
matrice et a I'émail formé au cours de le la différenciation. En effet, une modification de ces
systemes aura une implication en pathologie, comme par exemple dans I'épidermolyse bulleuse (cf.
chapitre génes connus : LAMA3, LAMB3, COL7A1, COL17A1).

Figure 5 : Etapes de la formation amélaire. La pausupérieure de la figure représente les cellules
épithéliales (Améloblastes) au cours du développed®la dent. L’émail est progressivement sécrété
(early stage), puis les améloblastes sécretenprietines de minéralisation (astérisques), lesrpés

de I'émail s’allongent et I'étape tardive (late g&g est I'étape de maturation [14].

Figure 6 : Section en coupe de cristal de I'émai) { stade sécrétoire (x 160,000), (B) stade de
maturation (x 160,000), (C) stade éruptif (x 78@)00es cristaux de I'émail s’allongent durant la
phase sécrétoire et grandissent en largeur et eisépur pendant la maturation. Comme les cristaux
cherchent le contact avec les cristaux adjacepts, lespacement détermine I'épaisseur finale [2].

II. Structure de l'émail

L’émail est constitué de trois couches toutes constituée par les cristaux d’hydroxyapatites qui ont la
méme orientation, il y a donc une continuité de structure entre ces éléments :

e La couche aprismatique: en contact avec la jonction amélo-dentinaire, elle
correspond a la premiere couche d’émail synthétisée par les améloblastes sans
prolongement de Tomes (environ 10 um).
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e La couche prismatique: constituée par les prismes de I’émail, I'’émail inter-
prismatique et la gaine du prisme.

e La couche aprismatique de surface: qui correspond a la derniére couche d’émail
synthétisée apres l'involution des prolongements de Tomes. Elle disparait suite a
I'usure physiologique de la dent au niveau occlusal, mais persiste en général au
niveau cervical (environ 30 um) [15].

Au niveau microscopique, des structures primaires et secondaires peuvent étre observées. Parmi les
structures primaires, on distingue le prisme de I’émail, I'émail inter-prismatique, les cristaux
d'hydroxyapatite et la gaine du prisme. Les structures secondaires sont représentées par les stries de
Retzius, les périkymaties, les bandes d'Hunter-Schreger, les lamelles et touffes de I'émail ainsi que les
fuseaux de I'émail.

A. Structures primaires

1. Prismes d’émail

Les prismes d’émail correspondent chacun a une cellule (leur diamétre est d’environ 5 um) sont
constitués de milliers de cristaux d’hydroxyapatite et de matiére organique [Fig. 7]. lIs sont paralleles
entre eux et perpendiculaires a la jonction émail-dentine (JED) sur les coupes longitudinales.
Classiquement, ces microstructures sont décrites comme des « trous de serrure » ou « arcades » en
coupe transversale [Fig. 8 et 9].

Figure 7: imagerie en coupe (100 um) par microseoglectronique a balayage. Cristaux
d’hydroxyapatites en prismes réguliers [16].

2. Email inter-prismatique

L’émail inter-prismatique borde chaque prisme en coupe longitudinale. Il a une composition proche
de I'émail prismatique, mais est légerement plus chargé en eau. La distinction s’effectue également
en fonction de l'orientation des cristaux d’hydroxyapatite (angle de 60° entre I'émail inter-
prismatique et les prismes).

19



._.,“I-\.'l

e e
"

qﬂ\.ﬂ
r

£ ]

———r

!:m“:s»-g?

Figure 8 : Représentation schématique de I'émaikrmpatique et interprismatique (a) et coupes
longitudinale (b) et transversale (c) de I'émailgmatique et interprismatique visible en microseopi
électronique a balayage. R (rod) : prisme ; IR€mod) : émail interprismatique [17].

Figure 9 : Email prismatique (Rod) et interprisntate (Interrod) au microscope électronique [10].

3. Cristaux d’hydroxyapatite

Les cristaux d’hydroxyapatite sont des nanostructures de formule Ca;o(PO.)¢(OH),, de forme
hexagonale, et de dimension moyenne 60x20 nm avec 100 nm de diamétre. L'ion OH peut étre
remplacé par le fluor (F) dans la fluoroapatite, augmentant ainsi la résistance du cristal aux attaques

acides (et a la déminéralisation).
4. Gaine du prisme

La gaine, composée d’éléments organiques, est située a I'interface entre prisme et interprisme. C'est
une fine bordure (1000A) qui permet les échanges physico-chimiques avec le milieu buccal.

B. Structures secondaires

La complexité des structures de I'émail et son degré de minéralisation vont déterminer la dureté de
I’émail et sa résilience aux chocs et forces de mastication.
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1. Lignes ou stries de Retzius

Les stries de Retzius sont des lignes brunatres visibles sur les coupes en microscopie, qui
correspondent a un ralentissement périodique et temporaire de la formation de I'émail. Ces stries de
Retzius sont les plus proéminentes des lignes transversales qui refletent le rythme circadien de
I'activité des améloblastes. Un intervalle de répétition est discernable entre chaque strie de Retzius.
Cet espace est identique pour toutes les dents d’un individu, mais variable entre et au sein d’une
espece. Grace a ces mesures, on peut déterminer le temps passé entre les stries (7 a 11 jours chez
I'homme) et quantité d’émail synthétisée (environ 4um/jour chez ’homme).

2. Périkymaties

Les périkymaties correspondent a I'abouchement des stries de Retzius en coupe longitudinale. Elles
forment des sillons paralléles au collet de la dent espacés plus ou moins régulierement de 60 a 120
um. Absentes au niveau des cuspides, leur nombre augmente en direction cervicale [Fig. 10].

Figure 10 : Structures secondaires : (A) Sectio@nthil montrant que les périkymaties (P) sont des
manifestations de surface des stries de Retziug (BRStrie de Retzius d’'une molaire. La strie de
Retzius se constitue sur une longue période (6 jaurs) et s’étend de la jonction amélo-dentinaire

la surface amélaire. Il n’y a pas de périkymatiesniveau des pointes cuspidiennes, car les stees d
Retzius se dirigent en formant un arc elliptique ldgonction amélo-dentinaire d’'un cété de la
cuspide a l'autre sans atteindre la surface. (CytlB® de dentine montrant une courte période de
lignes de croissance (von Ebner’s lines : courb&sgaiquement répétées en forme de « V » inversé).
(D) Radiographie d'une section de dentine de ratntramt 9 bandes circonférentielles (aprés
injection de proline durant 10 jours) suggérant feetuations quotidiennes de sécrétion collagéaiqu

[6].

3. Bandes d’Hunter-Schreger

Les bandes d’Hunter-Schreger sont constituées par des regroupements de prismes d’émail [Fig. 11].
Les groupes sont qualifiés par les termes « diazonie » lorsque les prismes sont sectionnés
transversalement ou « parazonie » lorsque les prismes sont sectionnés longitudinalement et sont
organisés en double hélice autour du noyau interne de dentine. Cette architecture est en rapport
direct avec les mouvements des améloblastes lors de 'amélogenése.
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Figure 11 : Bandes d’Hunter-Schreger [18].

4. Lamelles et touffes de I'émail

Les lamelles de I'’émail sont des structures secondaires de I’émail, fines et longitudinales, elles sont
essentiellement organiques et correspondent a des microfissures post-traumatiques.

Les touffes de I'émail quant a elles sont des enchevétrements de prismes ou des accumulations de
matériel organique « tuft protein » [Fig. 12].

Figure 12 :Touffes de I'émail, dent seche X200 [19]

5. Fuseaux de I’émail

Les prolongements cytoplasmiques des odontoblastes renfermés au cours de I'amélogenese sont
appelés fuseaux de I'émail [15].

Il existe deux niveaux de croisement de ces fuseaux : les bandes d’Hunter-Schreger et la divergence
d’orientation des cristaux d’hydroxyapatites entre les prismes d’émail et I'émail interprismatique.
Gréce a ce maillage, I’émail est plus résistant aux contraintes ([4] cité par [20]).
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CHAPITREII:
Amélogeneses imparfaites et genes connus
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I. Les anomalies de I'émail

Les anomalies de I'émail visibles lors de I'éruption de la dent sont des anomalies de structure qui
peuvent étre d’origine génétique ou acquise et existent avant la mise en place de la dent sur I'arcade.
L'examen clinique et radiographique est primordial afin de diagnostiquer ces anomalies, de les
caractériser et de rechercher leurs étiologies.

Aussi, dans le cadre d'une anomalie isolée (atteinte d'une dent), I'étiologie est la plupart du temps
locale ou traumatique (séquelles de traumatismes ou infection d'une dent temporaire par exemple).

Lors de l'atteinte d'un groupe de dents, si la période de minéralisation est identique, il faut
rechercher la toxicité environnementale ou systémique (exposition chimique, antibiotique,
tétracyclines, fluorose, carence, MIH) [21].

Enfin I'atteinte de toutes les dents et des deux dentures est le signe d'une étiologie génétique. Ces
défauts se retrouvent dans les amélogenéses imparfaites [Fig. 13].

[Anomalie présente lors de l’éruptionH NON J—> Altération acquise
|
oul

L ésions carieuses, érosions

[Nombre de dents atteintes J

l
| |

1 dent [Quelques dents ] {Les dents des 2 dentures J
Etiologie locale Etiologie systémique et/ou Etiologie génétique
Séquelle de traumatisme environnementale

Ameélogenese imparfaite
infection de la dent temporaire (corrélation a une période de formation)

MIH, fluorose, DMH

Figure 13 : Diagnostic des anomalies de I'émaih@ma adapté a partir de [22]).

II. Les Amélogenéses Imparfaites

Les amélogenéses imparfaites sont un groupe hétérogéne d’altérations de I'émail dentaire d’origine
génétique. Ces maladies affectent le processus d’odontogenése et conduisent a la modification de la
structure et de I'apparence clinique de I'émail [23]. De nombreuses classifications ont été proposées
et le plus souvent elles reposent sur la forme clinique [24, 25].

A. Classification clinique

L'amélogenese imparfaite peut exister de maniére isolée ou étre associée a d’autres symptomes
dans le cadre de syndromes. Sa prévalence varie de 1/700 a 1/14000 selon les études et plusieurs
modes de transmission ont été décrits : autosomique dominant, autosomique récessif ou lié a I'X
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Les amélogenéses imparfaites sont classées en trois grandes catégories selon le type de défaut
amélaire: hypoplasique, hypominéralisée ou hypomature, cependant plusieurs formes peuvent
exister chez le méme patient, voire sur la méme dent [26]. Cliniquement, une dyschromie, une
hypersensibilité et des pertes de substance sont observées. Par ailleurs, un taurodontisme [27], une
béance antérieure, des anomalies gingivales, d’éruption et de résorption peuvent s’ajouter au
tableau clinique. Cette affection est une maladie rare et complexe, a I'origine de problemes sociaux,
esthétiques, fonctionnels, d’inconfort, et dont le diagnostic n’est pas toujours aisé [28].

1. La forme hypoplasique

La forme hypoplasique représente d’un défaut quantitatif. Elle se manifeste par une faible épaisseur,
voire une absence d’émail et la présence de puits ou de stries. L’émail est néanmoins dur, translucide
et parfois d’aspect rugueux ou piqueté. Il n’est pas prédisposé a I'usure [Fig. 14].

Figure 14 : Amélogeneses Imparfaites de type hgsiguie en denture temporaire (photographie de
droite) et en denture permanente (photographie alecge). Photographies du Centre de référence
pour les manifestations odontologiques des maladiess (Pole de Médecine et Chirurgie Bucco-
Dentaires, Hopitaux Universitaires de StrasbouRy), Bloch-Zupan.

2. La forme hypominéralisée

La forme hypominéralisée est un défaut qualitatif. L'émail est d’épaisseur normale, mou et non
résistant au sondage, de couleur jaune brun intrinseque et se clive rapidement [Fig. 15].
Radiographiquement, il n’existe pas de différence de radio-opacité émail-dentine.

Figure 15 : Amélogenése Imparfaite de type hyporaiisée. Photographies du Centre de référence
pour les manifestations odontologiques des maladiess (Pole de Médecine et Chirurgie Bucco-
Dentaires, Hopitaux Universitaires de StrasbouRy), Bloch-Zupan.
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3. La forme hypomature

La forme hypomature est un défaut qualitatif. L'émail est d’épaisseur normale, relativement dur,
avec pas ou peu de contraste avec la dentine et présente des colorations allant du blanc crayeux au

jaune brun [Fig. 16].

Figure 16 : Amélogenése Imparfaite de type hyporeafhotographies du Centre de référence pour
les manifestations odontologiques des maladiessrgiedle de Médecine et Chirurgie Bucco-
Dentaires, Hbopitaux Universitaires de Strasbouiy), Bloch-Zupan.

4. Lien entre le type d’Al et la constitution de I'émail

Les différents types d’Al sont en corrélation les phases de I'amélogenese. L'expression des genes
selon une certaine chronologie aux différentes étapes du développement et l'intervention des
différentes protéines expliquent ces formes d’Al si différentes [29].

Ainsi la forme hypoplasique est plutét en lien avec les protéines matricielles (AMEL, ENAM, AMBN),
alors que la forme hypomature illustre les anomalies de fonction des protéases (MMP20, KLK4) [20].
Enfin la forme hypominéralisée pourrait étre en lien avec des éléments du métabolisme
phosphocalcique [30].

B. Bilan et diagnostic différentiel

Dans le cadre du diagnostic d’Amélogenése imparfaite, le bilan clinique et radiographique va
permettre de détailler le phénotype [Fig. 17]. La pathologie étant d’origine génétique, un examen
des apparentés se révele tres utile (parents, fratrie...). Ce bilan permet d’établir un arbre
généalogique pour préciser le mode de transmission.

Par ailleurs le diagnostic différentiel se fait avec le MIH (Molar Incisor Hypominéralisation), la
fluorose, les séquelles de traumatismes, la dentinogenése imparfaite...etc

Lors de ce bilan, différents signes sont a rechercher afin de déterminer si I'Al est syndromique ou
isolée. Un examen des phaneres, des reins, des vertébres, de |'ceil ou des antécédents d'épilepsie
peuvent orienter ce diagnostic. De plus l'interaction avec I'équipe médicale: le généticien, le
pédiatrique, est indispensable pour une bonne prise en charge du patient et pour inscrire les
observation phénotypiques dans le dossier médical du patient [31].
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Figure 17 : Radiographie panoramique d’'un enfantsdans, pris en charge au Centre de référence
pour les manifestations odontologiques des maladiess (Pole de Médecine et Chirurgie Bucco-
Dentaires, Hopitaux Universitaires de Strasboulg).cliché montre une absence de contraste émail-
dentine, I'émail est absent aussi bien sur lessl@mporaires que permanentes, le taurodontisme des
molaires est également caractéristique de certafoeaes d’Al.

C. Le traitement

Le bilan permet de mettre en ceuvre des traitements selon un gradient thérapeutique en fonction de
la gravité de I’Al et favorise toujours la conservation tissulaire. Le traitement est scindé en 2 phases :
provisoire en denture temporaire et durant la croissance, puis prothéses d’usage en denture
permanente [32, 33].

Selon le degré d’atteinte tissulaire, le niveau de malocclusion et la croissance, différentes solutions
thérapeutiques peuvent étre envisagées, intégrant le recours a des solutions esthétiques
(recouvrement des surfaces dentaires a I'aide de composites, couronnes provisoires en composite de
laboratoire durant les phases de croissance, couronnes céramo-céramiques...) et fonctionnelles. Dans
tous les cas le suivi régulier est indispensable afin de garantir la pérennité des restaurations [34].

Traitements proposés :

¢ Enseignement a I’hygiéne bucco-dentaire (EHBD) : I'émail étant plus susceptible a la
carie dentaire, une bonne hygiéne est indispensable pour limiter I'inflammation
gingivale.

e la fluoration : cette technique de prévention permet une reminéralisation de I'émail
et donc une diminution de I’hypersensibilité

e La micro-abrasion, l'air-abrasion, la sono-abrasion peuvent étre employés pour
réduire certaines colorations, tout comme les techniques d’éclaircissement [35]

e Llinfiltration résineuse, les scellements prophylactiques, la mise en place de CVI
(ciment verre-ionomeére), de composites font partie des gestes conservateurs
réalisables afin de protéger les surfaces dentaires [2]

e Enfin des coiffes pédodontiques (métallique préformée CPP ou Zircone) [33], inlay-
onlay, facettes, couronnes céramo-métalliques peuvent étre proposées [Fig. 18 et
19].
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La prise en charge bucco-dentaire est multidisciplinaire et fait intervenir les spécialités d’odontologie
pédiatrique, d’orthopédie dento-faciale, parfois la chirurgie maxillo-faciale, I'oto-rhino-laryngologie,
surtout pour les cas complexes avec une béance antérieure importante [36, 37].

Souvent le chirurgien-dentiste spécialiste en odontologie pédiatrique va avoir recours a des
techniques de sédation consciente ou a I'anesthésie générale, car les enfants traités sont jeunes, les
hypersensibilités rendent les anesthésies locales parfois difficiles et le nombre de dents a soigner

rend les séances de soin longues [38].

Figure 18: Patiente agée de 5 ans, suivie au @erde référence pour les manifestations
odontologiques des maladies rares (Pbéle de Médeein€hirurgie Bucco-Dentaires, Hopitaux
Universitaires de Strasbourg) présentant une angieége imparfaite hypoplasique isolée, associée a
une béance antérieure aggravée par la succionalitTraitement par coiffes en zircone (NuSmile®)
sur les incisives maxillaires, coiffes pédodontgjugréformées (CPP) sur les®™* molaires
temporaires et composites de recouvrement (soinbsés sous anesthésie générale avec Prune
Sadones, interne en médecine bucco-dentaire).

Figure 19: Patiente agée de 13 ans, suivie au rteente référence pour les manifestations
odontologiques des maladies rares (Pble de Médeein€hirurgie Bucco-Dentaires, Hopitaux
Universitaires de Strasbourg) présentant un syndrode Jalili (mutation du géne CNNM4
c.586T>C ; Serl96Pro). Traitement par coiffes nié&taks préformées sur les molaires permanentes
maxillaires (soins réalisés sous MEOPA).
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III. Genes connus impliqués dans les Al

Plusieurs genes impliqués dans les Al ont été identifiés. Il s’agit, par exemple, de génes codant pour
des protéines de structure de I'émail (AMELX, ENAM) mais aussi pour des enzymes résorbant la
matrice protéique (MMP20, KLK4) en prélude a une minéralisation optimale ; des facteurs de
transcription (DLX3) et des protéines impliquées dans le métabolisme phosphocalcique.

Ces différents genes sont présentés ci-apres pour les Al isolées ou syndromiques et classés selon le
type clinique d’Al: hypoplasique, puis hypominéralisée et enfin hypomature. Cependant la
classification n’est pas toujours évidente, car pour certains génes plusieurs types d’Al peuvent exister
et la frontiére entre Al syndromique et non syndromique est parfois floue [28].

Signalons qu’il existe un cluster (ensemble de genes qui codent pour le méme produit) de génes de
I’émail situé au niveau du chromosome 4 en position 4g21. Ainsi, les génes ENAM et AMBN sont
localisés dans cette région. L’hypothese émise est celle d’'un ancétre commun entre le cluster de la
dentine et celui de I’émail par une duplication de SPARC [39, 40].

A. Al non-syndromiques hypoplasiques

1. AMELX, AMELY

Le géne AMELX (OMIM 300391) (AMELOGENIN, ALGN, AMG, AMGL, AIH1), composé de 7 exons, est
situé sur le chromosome X, en position Xp22.2, et code pour I'amélogénine, une protéine tres
conservée au cours de I'évolution, sécrétée par les améloblastes et qui constitue 90% de la matrice
organique de I'émail [41].

Les amélogénines forment une famille de protéines riches en proline, en glutamine, en leucine et
histidine. Elles sont phosphorylées, mais non glycosylées, trés hydrophobes et relativement basiques.
Leur poids moléculaire varie de 5 a 25 kDa en raison d’'un épissage alternatif des messagers et de
protéolyse extracellulaire. Ces protéines s’auto-assemblent pour former des agrégats sphériques
appelés nanosphéeres d’amélogénine. Ces nanosphéres ont une forte affinité pour I’hydroxyapatite et
vont controler I'orientation des cristaux en s’intercalant entre 2 cristaux d’émail et en empéchant
ainsi les interactions électrostatiques.

AMELX est inclus dans l'intron 1 de ARHGAP6 (dans I'orientation opposée), un géne qui intervient
dans la polymérisation de l'actine.

Comme son nom l'indique, le mode de transmission de AMELX est lié a I'X. Chez la femme, il y aura
donc un phénoméne de lyonisation (inactivation aléatoire d’un des deux chromosomes X). Chez
I'homme, le géne AMELY (OMIM 410000) (AMELOGENIN, Y-CHROMOSOMAL), au locus Yp11.2 code
pour seulement 10% de I'amélogénine [42]. Ainsi, le phénotype clinique chez I'homme sera plus
sévere que chez la femme, car la quantité d'amélogénine ne pourra pas étre compensée. Notons
gu’a ce jour, aucun cas d’Al en rapport avec une forme liée a I'Y n’a été rapporté.

En cas de mutation d’AMEL, les formes Al hypoplasique, hypomature ou les deux associées sont
observées en denture temporaire comme permanente.
Le plus souvent, chez la femme, des colorations, rainures ou bandes verticales hypoplasiques sont
présentes, ce qui correspond au patron d'expression de l'allele normal et muté.
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Une Al avec des "snow capped teeth" ou spots blanchatres, crayeux peut également étre
observée)[43-46].

C'est en 1991 que I'équipe de Lagerstrom a mis en évidence la 1°™ délétion de 5kb de I'amélogénine
chez des hommes présentant une Al hypoplasique [47].

Depuis, de nombreuses mutations ont été identifiés [43, 48, 49][Fig. 20].
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Figure 20 : Table répertoriant differentes mutasodd AMELX [49] avec les références [44, 45, 47,
50-52].

En 2009, Hobson et al. ont décrit une large délétion du chromosome X, responsable d'une
microphtalmie avec stries linéaires cutanées (MLS) associée a une amélogenese imparfaite. En effet,
les délétions Xpter peuvent emporter les genes HCCS (impliqué dans MLS) et AMELX (impliqué dans
Al) [Fig. 21]. Le géne SHOX (Short Stature Homeobox) peut également étre inclu dans cette zone
délétée et étre a I'origine d'une petite taille [53].

Figure 21 : Patiente 4gée de 8 ans, présentantymdr®me MLS, un retard de croissance et une
amélogenése imparfaite. A I'examen intra-buccak d@nures et stries verticales de I'émail sont
observables. L'analyse génétique met en évideneedafétion Xpter Xp22.33p22.2 d’'une taille de
12.599.808pb (de la position génomique 125.958 &2R2766) incluant, entre-autres les genes
AMELX, HCCS et SHOX. Photographies du Centre detregate pour les manifestations
odontologiques des maladies rares (Pble de Médeein€hirurgie Bucco-Dentaires, HoOpitaux
Universitaires de Strasbourg), Pr. Bloch-Zupan.
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Afin de mieux définir I'implication des mutations sur un phénotype clinique, il existe des logiciels de
prédiction qui référencent les interactions potentielles entre les protéines. Ainsi, pour AMELX, des
liens directs sont référencés avec ENAM, AMTN, MMP20 par exemple [Fig. 22].
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Figure 22 : Exemple de prédiction d'interactionAELX (String Database, [En lignehttp://string-
db.org/newstring_cgi/show_network_sectiorfqunsulté le 23 ao(t 2015)).

2. ENAM

Le gene ENAM (OMIM 606585) (ENAMELIN, AIH2), composé de 9 exons, est situé sur le chromosome
4, en position 4g13.3. Il code pour I'énameline (5% de la matrice protéique), la plus grande des
phosphoprotéines de I'émail (PM : 186 kD) qui intervient dans la nucléation et élongation du cristal
(car elle a une forte affinité pour I'hydroxyapatite). Elle est trés rapidement dégradée apres sa
sécrétion par des protéases, tout d’abord a son extrémité carboxyterminale, ce qui donne naissance
a des énamélines de plus faible poids moléculaire que I'on retrouve au niveau des prismes et de la
substance interprismatique [14, 54].

Les modes de transmission rapportés sont autosomique dominant et autosomique récessif.

Cliniguement, le phénotype est différent selon le type de mutation et la transmission [Fig. 23]. Dans
la littérature, des cas d'Al hypoplasiques localisées ou généralisées et hypomatures sont décrits avec
des stries horizontales, des puits localisés, un clivage secondaire de I'émail et une béance [54-56].
Les patients homozygotes ou hétérozygotes composites ont des défauts amélaires plus séveres, qui
peuvent étre associés a des manifestations de type : béance antérieure, hyperplasie gingivale,
résorption, ankylose [57].
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Figure 23: Tableau répertoriant différentes mutasode ENAM [48], auquel il faut ajouter de
nouvelles mutations découvertes notamment darenl'ef [43, 58].

3. AMBN
Le gene AMBN (OMIM 601259) (AMELOBLASTIN ENAMEL MATRIX PROTEIN), composé de 13 exons,

est situé sur le chromosome 4, en position 4q13.3 et code pour I'améloblastine qui est la 20me
protéine de la matrice amélaire la plus abondante durant ['amélogenése [59, 60].
Le réle indispensable de I'AMBN dans la formation de I'émail a été confirmé par des modeéles
animaux de souris, cependant aucune mutation associée a une Al n'avait été identifiée chez I'hnomme

[61].

Dans la publication de 2014, Poulter décrit une délétion de l'exon 6, transmise de maniére
autosomique récessive, associée a une Al hypoplasique. Les cas rapportés présentent un émail a la
surface poreuse, mais dure. Il conclut également que AMBN doit avoir un role dans le
développement osseux, car sa localisation est proches d’autres génes intervenant dans les tissus
minéralisés (ostéopontine, sialoprotéine osseuse...) [61].

Cette protéine se localise a proximité de la membrane du prolongement de Tomes. Elle posséde 2
sites de liaison a la membrane cellulaire. L'améloblastine est rapidement scindée aprés sécrétion. Les
fragments s’incorporent a la gaine des prismes et auraient pour réle d’éviter la fusion entre prismes
et substance interprismatique.

4. LAMB3

Le gene LAMB3 (OMIM 150310) (LAMININ BETA-3, LAMININ B3, LAMININ 5 BETA-3 SUBUNIT, LAM5
BETA-3 SUBUNIT, BM600-125kDa, kalinin-140kDa, LAMNBI1, nicein-125kDa), composé de 22 exons,
est situé sur le chromosome 1, en position 1g32.2. Ce gene code une protéine appelée laminine
beta3 qui est une sous-unité de la laminine 5. Son domaine d'action se situe au niveau
transmembranaire de la membrane basale et elle intervient dans la croissance et I'adhésion cellulaire
[62].

Le mode de transmission est autosomique dominant avec un phénotype d'Al hypoplasique sur les
dents temporaires et permanentes. Une teinte blanchatre, des puits et stries verticales ainsi que des
bords triturants crénelés peuvent étre observés [63].

Ce gene LAMBS3, tout comme COL17A1 et LAMA3, est également responsable d'une autre pathologie
appelée JEB : épidermolyse bulleuse jonctionnelle, lorsque les mutations concernent les deux alléles
[64].
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Les épidermolyses bulleuses héréditaires constituent un groupe de génodermatoses caractérisées
par la formation de bulles et d’érosions cutanéo-muqueuses qui se forment spontanément ou a la
suite de traumatismes minimes. Il en existe une trentaine de formes, classées en sous-types selon la
localisation du clivage au niveau de la jonction dermo-épidermique (forme épidermolytique, avec un
clivage de I'épiderme ; forme jonctionnelle, avec un clivage de la Lamina lucida ; forme
dystrophique, avec un clivage de la Lamina densa ; syndrome de Kindler, avec des niveaux de clivages
variables). Cette fragilité cutanéo-muqueuse se manifeste par des atteintes générales (décollement
bulleux-muqueux, fibrose cicatricielle) et bucco-dentaires (ankyloglossie, microstomie) [65].

5. LAMA3

Le géne LAMA3 (OMIM 600805) (LAMININ ALPHA-3, LAMA3, LAMININ A3, LAMININ5 ALPHA-3
SUBUNIT, LAM5 ALPHA-3 SUBUNIT, EPILIGRIN 170-KD SUBUNIT, BM600, BM600-150kDa, epiligrin,
kalinin-165kDa, LAMNA, nicein-150kDa) composé de 75 exons, est situé sur le chromosome 18, en
position 18q11.2. Ce géne code pour la laminine alpha3 qui est également une sous-unité de la
laminine 5 (cf. LAMB3) [66].

Des mutations de ce géne sont rattachées a des épidermolyses bulleuses, et au syndrome Laryngo-
onycho-cutané (LOC, OMIM 245660) qui est un sous-type d'épidermolyse bulleuse jonctionnelle
caractérisé par une production anormale de tissu de granulation (qui affecte principalement les voies
respiratoires, la conjonctive et les régions unguéales) [67].

Récemment, des mutations de LAMA3 ont été décrites dans le cadre de défauts amélaires [68].

6. COL7A1
Le géne COL7A1 (OMIM 120120) (COLLAGEN, TYPE VII, ALPHA-1, LONG-CHAIN COLLAGEN, LC
COLLAGEN, EBD1, EBDCT, EBR1), composé de 118 exons, est situé sur le chromosome 3, en position
3g21.31 et code pour la chaine alpha-1 du collagene de type VII. Le collagéne VI est le constituant

principal de la lame basale et forme des fibrilles permettant I'ancrage au tissu conjonctif sous-jacent
[69].

COL7A1 est le géene causal de I'épidermolyse bulleuse dystrophique (transmission autosomique
récessive ou dominante) [70], cependant I'équipe de Umemoto a également mis en évidence des
défauts de formation de I'émail (lors de la différenciation des améloblastes) dus a une déficience en
collagene VII [71].

7. COL17A1

Le géne COL17A1 (OMIM 113811) (COLLAGEN TYPE XVII ALPHA-1, COL17A1, BULLOUS PEMPHIGOID
ANTIGEN 2, BPAG2, BP180), composé de 56 exons, est situé sur le chromosome 10, en position
10g24.3-g25.1 et code pour le collagéne XVII comme son nom l'indique [72].

Ce géne va intervenir au niveau des hémidesmosomes de la membrane basale et étre a I'origine
d'épidermolyses bulleuses jonctionnelles lorsqu'il est muté [65].

De la méme fagon que LAMA3, LAMB3 ou COL7A1, le géne COL17A1 va pouvoir dans certains type de
mutations étre a I'origine d'une Al [73].
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B. Al non-syndromiques hypominéralisées

1. FAM83H

Le gene FAM83H (OMIM 611927) (FAMILY WITH SEQUENCE SIMILARITY, MEMBER H, FLJ46072),
composé de 5 exons, est situé sur le chromosome 8, en position 8q.24.3 et code pour une protéine
intracellulaire qui semble intervenir dans la différenciation des pré-améloblastes en améloblastes
fonctionnels et dans la minéralisation de la matrice amélaire [74].

Le mode de transmission est autosomique dominant et le type d'Al hypominéralisé généralisé ou
localisé.

Des mutations ont été rapportées dans des familles de toutes origines ethniques : coréenne,
hispanique, asiatique, caucasienne, turques [58, 75]. Toutes ces mutations sont situées au niveau de
I'exon 5 du géne FAM83H [76].

Cliniguement, les dents temporaires et permanentes sont atteintes et présentent des défauts de
minéralisation avec un émail mou, rugueux, poreux. L'épaisseur de I'émail est initialement normale,
puis une usure importante se produit [77]. Les analyses céphalométriques de certains patients ont
mis en évidence des malocclusions de classe Il ainsi que des béances antérieures [78].

2. C4orf26

Le géne C40RF26 (OMIM 614829) (CHROMOSOME 4 OPEN READING FRAME 26, FLI23657 ), composé
de 2 exons, est situé sur le chromosome 4, en position 4g21.1 et code pour un acide phospho-
protéique de la matrice extra-cellulaire. D'aprés I'étude de Parry et al. 2012, le géne aurait une
fonction dans la nucléation des cristaux d'hydroxyapatite apres phosphorylation de la région C-
terminale [79].

Le mode de transmission est autosomique récessif et le phénotype celui d'une Al hypominéralisée
sur les dents temporaires comme permanentes avec une teinte jaune-brune, des sensibilités, du
biofilm et une usure prématurée [79].

3. SLC24A4

Le géne SLC24A4 (OMIM 609840) (SOLUTE CARRIER FAMILY 24, SODIUM/POTASSIUM/CALCIUM
EXCHANGER, MEMBER 4, NCKX4), composé de 17 exons, est situé sur le chromosome 14, en position
14932.12 et code pour une protéine jouant un role d'échangeur d'ions (transporteur d'ions
calcium/sodium /potassium dépendant) [80, 81].

La transmission se fait sur le mode autosomique récessif et le phénotype est celui d'une Al
hypominéralisée avec une teinte ambrée et de I'émail qui se clive.

Par ailleurs, ce géne a fait I'objet d'une étude de variants (SNP : single nucleotide polymorphism)
concernant les cheveux, la pigmentation de I'oeil, la sensibilité de la peau au soleil et les taches de
rousseur parmi 2718 islandais et 1214 hollandais. L'équipe de Sulem conclue a I'association d'un
variant de SLC24A4 avec la pigmentation de I'oeil et des cheveux [82].
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4. ITGB6

Le gene ITGB6 (OMIM 147558) (INTEGRIN, BETA-6), composé de 15 exons, est situé sur le
chromosome 2, en position 2g24.2 et code pour une intégrine (glycoprotéine de I'adhésion cellulaire)
retrouvée uniquement sur les cellules épithéliales. ITGB6 jouerait un réle au niveau des récepteurs
de la fibronectine et dans l'activation de MMP20 [83].

Le mode de transmission des mutations décrites est autosomique récessif [84]. Les formes cliniques
retrouvées sont soit une Al hypoplasique avec un clivage variable de I'émail [83], soit une Al
hypominéralisée pimentée avec des puits et des colorations exogeénes [85].

C. Al non-syndromiques hypomatures

1. MMP20

Le géne MMP20 (OMIM 604629) (MATRIX METALLOPROTEINASE, ENAMELYSIN), composé de 10
exons, est situé sur le chromosome 11, en position 11g22.2 [Fig. 24]. |l code pour I'énamélysine, une
protéinase de I'émail intervenant dans la dégradation de la matrice organique en phase de
maturation amélaire. En effet, MMP20 modifie la structure des amélogénines de haut poids
moléculaire en éliminant leur domaine C-terminal au stade de maturation. Ceci entraine la
dégradation des nanospheres et permet la croissance en épaisseur et en largeur des cristaux de
I’émail [86, 871].

Le mode de transmission est autosomique récessif et le phénotype celui d'une Al hypoplasique-
hypomature pigmenté ou hypomature pigmenté.

Lorsque I'hypoplasie est combinée a I'hypomaturation, I'aspect de I'émail est poreux, jaune opaque
avec une usure prématurée [88].

Lorsqu'il s'agit d'une Al hypomature pigmentée, I'épaisseur de I'émail est normale, cependant
I'apparence est crayeuse, marbrée, et propice aux fractures [89-91].
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Figure 24 : Répartitions des mutations MMP20 cormsigr les différents exons du gene [88-93].
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Les informations concernant ce géne sont développées de maniére plus approfondies dans la
publication n°2 du chapitre « Résultats ».

2. KLK4

Le gene KLK4 (OMIM 603767) (KALLIKREIN-RELATED PEPTIDASE 4, KALLIKREIN 4, KLK-L1, PROTEAS
SERINE 17, PRSS17, PROSTASE, PSTS, EMSP, ENAMEL MATRIX SERINE PROTEINASE 1, EMSP1),
composé de 5 exons codants (sur 6 décrits) [94], est situé sur le chromosome 19, en position
19g13.41 et code pour une sérine protéinase qui joue un role dans les étapes de nucléation et de
minéralisation de I'émail .

Le mode de transmission est autosomique récessif et le type d'Al hypomature avec des colorations
jaunatres, marbrées, une surface rugueuse, mais une épaisseur normale [Fig. 25]. Ce phénotype est
tres proche de celui décrit pour le gene MMP20 [92].
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Figure 25 : Tableau répertoriant differentes mutas de MMP20 et KLK4 [48] auquel il faut ajouter
[92, 95].

3. WDR72

Le géne WDR72 (OMIM 613214) (WD REPEAT-CONTAINING PROTEIN 72, FLI38736), composé de 20
exons (dont le 1% est non codant), est situé sur le chromosome 15, en position 15g21.3 et code pour
une protéine intervenant au niveau des membranes cellulaires lors de la minéralisation de I'émail.
D'aprés Katsura et al. 2014, WDR72 aurait une action dans la mobilisation des vésicules d'endocytose
[96].

La transmission de |'affection est autosomique récessive et les signes cliniques ceux d'une Al
hypomature. Les dents temporaires comme permanentes possédent un émail d'épaisseur normale,
cependant d'importantes colorations de teinte créme ou jaune-brun sont observables, ainsi que des
usures prématurées et fractures secondaires [77, 97].

4. STIM1

Le géne STIM1 (OMIM 605921) (STROMAL INTERACTION MOLECULE 1, D1154896E, GOK), composé
de 12 exons, est situé sur le chromosome 11, en position 11p15.4 et code pour un capteur de calcium
(qui opére le transfert d'ions calcium du réticulum endoplasmique a la membrane cellulaire via les
canaux calciques). STIM1 aurait une action lors de la maturation de I'émail via ce transport trans-
cellulaire des ions calcium [81, 98].

Ce géne est également responsable de pathologies telles que le déficit immunitaire combiné par
déficit en STIM1 (immunodéficience 10 IMD10, OMIM 612783) [99], la myopathie avec agrégats
tubulaires (TAM1, OMIM 160565) [100], et le syndrome de Stormorken-Sjaastad-Langslet
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(thrombocytopathie, asplénie, myosis, OMIM 185070) [101]. En 2009, I'article de Picard rapporte le
cas de patients atteints du syndrome d’immunodéficience 10 ayant des défauts amélaires [99].

5. TUFT1

Le géne TUFT1 (OMIM 600087) (TUFTELIN 1), composé de 13 exons, est situé sur le chromosome 1,
en position 1g21.3 et code pour une acido-protéine hydrophile (PM : 66kDa) retrouvée dans la
matrice amélaire en formation et au stade de maturation. La tuftéline comprend 7 sites de
phosphorylation qui pourraient servir a fixer les ions calcium. Sa localisation n’est pas homogene :
elle est en quantité importante a la jonction émail-dentine et dans la substance interprismatique. Sa
fonction n'est pas encore totalement définie, cependant ce géne jouerait un réle majeur dans la
nucléation du cristal de I'émail et 'équipe de Deutsch en 1994 a avancé |'hypothése d’'une forme
d’Al autosomique dominante liée a une mutation dans ce géene [102]. A ce jour aucune Al avec
mutation dans ce géne n’a été trouvée.

Par ailleurs, ce géne pourrait également étre impliqué dans la prédisposition individuelle au MIH
(Molar-Incisor-Hypomineralization) [103].

D. Al syndromiques

Certains genes connus sont impliqués dans des Al syndromiques, cependant les limites sont parfois
floues. En effet, AMELX, par exemple, peut étre retrouvé dans des Al isolées ou dans le syndrome
MLS. Pour DLX3 également, I’Al peut étre isolée ou associée au syndrome tricho-dento-osseux.

1. DLX3

Le géne DLX3 (OMIM 600525) (DISTAL-LESS HOMEOBOX 3), composé de 3 exons, est situé sur le
chromosome 17, en position 17921.33 et code pour une protéine a homéoboite divergente.
Avec Msx2, DIx5 et Runx2, DIx3 joue un rdle dans la régulation de I'expression de I'ostéocalcine
durant I'embryogenése chez la souris [104] et notamment lors des stades de minéralisation et de la
différenciation ostéoblastique.

DLX3 est impliqué des Al hypomature-hypoplasiques a transmission autosomique dominante, avec
un taurodontisme et de larges chambres pulpaires. Ces Al peuvent étre associées au syndrome
tricho-dento-osseux (TDO) [105].

Le TDO (OMIM 190320) est une forme de dysplasie ectodermique caractérisées par le phénotype
suivant : des cheveux bouclés a frisés, une Al, une augmentation de la densité minérale osseuse
(DMO) et de I'épaisseur de la corticale des os du crane [106].

L'expression de cette maladie est tres variable. La mutation la plus commune est une délétion de 4pb
(c.571_574delGGGG) [107] qui se manifeste par un émail hypoplasique, hypomature, une teinte
jaunatre, une usure prématurée avec parfois exposition pulpaire et un taurodontisme. Cependant
Wright décrit une mutation 560delCT a I'état hétérozygote avec un phénotype atténué (moins de
pertes capillaires, et des manifestations dentaire et osseuses moindres) [108].

2. FAM20A

Le gene FAMZ20A (OMIM 611062) (FAMILY WITH SEQUENCE SIMILARITY 20 MEMBER A,
DKFZp434F2322), composé de 11 exons, est situé sur le chromosome 17, en position 17q24.2. Ce
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géne fait partie de la famille des FAM20 au méme titre que FAM20B et FAM20C et coderait pour une
protéine kinase intervenant dans la minéralisation de I'’émail et la différenciation des cellules
hématopoiétiques [109].

Ce geéne est impliqué dans une Al syndromique appelée ERS pour émail-rein syndrome (OMIM
204690) (Annexe 1). Cette maladie se transmet sur le mode autosomique récessif et est caractérisée
par une Al hypoplasique, une néphrocalcinose, une hyperplasie gingivale, un retard éruption
dentaire, des inclusions dentaires, des hyperplasies des sacs folliculaires et des pulpolites [110, 111].

Les informations concernant ce géne sont développées de maniere plus approfondies dans les
publications n°3 et 4 du chapitre « Résultats ».

3. TP63

Le géne TP63 (OMIM 603273) (TUMOR PROTEIN p63, TUMOR PROTEIN p73-LIKE, TP73L, p53-
RELATED PROTEIN p63, p63, KET, EEC3, NBP, OFC8, p51, p53CP, p73H, SHFM4, TP53CP, TP53L,
TP73L), composé de 14 exons, est situé sur le chromosome 3, en position 3928 et code pour un
facteur de transcription essential dans l'initiation du développement dentaire. Cette protéine est
sécrétée par les cellules épithéliales et envoie des signaux aux cellules ecto-mésenchymateuses
[112].

Des mutations dans ce gene vont étre a I'origine du syndrome EEC (dysplasie ectodermique avec
ectrodactylie et fente palatine, OMIM 129900) associé a une Al [113].

Dans ce syndrome, le phénotype est celui d'une dysplasie ectodermique avec une peau séche des
cheveux clairsemés, effilochés, a croissance lente. Des doigts et orteils peuvent étre fusionnés et une
fente labio-palatine peut étre observée [114]. Par ailleurs, des cas de prémolaires surnuméraires et
incisives mandibulaires fusionnées ont déja été rapportés. L'Al, quant a elle, peut étre hypoplasique,
hypomature ou hypominéralisée et se manifeste en denture temporaire et permanente [113].

4. CNNM4

Le gene CNNM4 (OMIM 607805) (CYCLIN M4, ANCIENT CONSERVED DOMAIN PROTEIN 4, ACDP4,
KIAA1592), composé de 7 exons, est situé sur le chromosome 2, en position 2q11.2. La protéine
CNNM4 va intervenir dans I'homéostasie des ions métalliques de magnésium [Fig. 26]. Ce transport
ionique est essentiel pour la formation du cristal de I'émail [16].

Les mutations de ce géne sont responsables du syndrome de Jalili aussi appelé Dystrophie des cones
et des batonnets (OMIM 217080). Dans ce syndrome a transmission autosomique récessive, les
manifestations oculaires sont celles d'une rétinite pigmentaire, avec une baisse de I'acuité visuelle
centrale et périphérique, une altération de la vision des couleurs, une photophobie, et peut aboutir a
une cécité nocturne. Les manifestations bucco-dentaires vont étre |'Al hypoplasique et /ou
hypominéralisée avec un délabrement important de I'émail (félures, aspect jaunatre et rugueux). Par
ailleurs un taurodontisme des molaires et des béances antérieures sont souvent observées [115].
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Figure 26 : Homéostasie des ions métalliques dé& Nogs de la formation de I'’émail dentaire [6].

5. ROGDI

Le gene ROGDI! (OMIM 614574) (ROGDI DROSOPHILA HOMOLOG OG, FLJ22386), composé de 7
exons, est situé sur le chromosome 16, en position 16p13.3 et code pour une protéine dont la
fonction est encore inconnue, mais qui interagirait avec les MAP Kinase (mitogen activating protein)
dans le cycle cellulaire. Par ailleurs, il semblerait que ROGDI interagisse avec DISC1 (Disrupted In
Schizophrenia 1, OMIM 605210), une protéine impliquée dans la stabilité du cytosquelette, la
migration neuronale, le transport intracellulaire et la division cellulaire [116-118].

La transmission se fait sur le mode autosomique récessif [116, 117].

Des mutations dans ce gene sont a l'origine du syndrome de Kohlschiitter-Ténz (KTZS, OMIM
226750) (Annexe 2). Il s'agit d'un syndrome neurodégénératif (amélo-cérébro-hypohidrotique) qui
associe une Al, une épilepsie et une régression mentale. D'autres signes tels que I'hypersudation, une
myopie, un taux de sodium et de potassium élevé peuvent aussi étre observés et des cas
d'hypertrophie ventriculaire, d'hypoplasie du vermis cérébelleux ont été retrouvés. Au niveau bucco-
dentaire, I'Al est hypominéralisée-hypomature, la couche d'émail est trés fine et s'use tres
rapidement [119, 120].

Les informations concernant ce géne sont développées de maniére plus approfondies dans la
publication n® 1 du chapitre « Résultats ».

6. LTBP3

Le géne LTBP3 (OMIM 602090) (LATENT TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA BINDING PROTEIN
3, LTBP2, FORMERLY), composé de 28 exons, est situé sur le chromosome 11, en position 11g13.1 et
code pour une protéine de la voir de signalisation TGF-beta, intervenant dans la production et la
dégradation des matrices extracellulaires [121].

Initialement, le syndrome de Verloes-Bourguignon (OMIM 601216), décrit en 1996 désignait un
phénotype de brachyolmie associée a une Al, transmis de fagcon autosomique récessive [122].
Récemment le gene LTPB3 a été reconnu comme causal de cette pathologie [123]. La brachyolmie
est un groupe hétérogéne de dysplasies squelettiques avec comme principale caractéristique un
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retard de croissance staturale disproportionné. Radiographiquement, une platyspondylie généralisée
sans modification importante des épiphyses ou métaphyses des os longs est observée. Dans le cadre
de ce syndrome, I’Al décrite est hypoplasique avec un taurodontisme et de larges chambres
pulpaires. Par ailleurs, certains cas présentent une classe Ill squelettique, des retards d'éruption et
des oligodonties [124-126].

Les informations concernant ce géne sont développées de maniére plus approfondies dans la
publication n°5 du chapitre « Résultats ».

7. FAM20C

Le gene FAM20C (OMIM 611061) (FAMILY WITH SEQUENCE SIMILARITY 20 MEMBER C, DENTIN
MATRIX PROTEIN 4, DMP4, DKFZp547D065), composé de 10 exons, est situé sur le chromosome 7, en
position 7p22.3 code pour une protéine de la famille des FAM [109].

En 2007, cette protéine de la matrice dentinaire a été isolée dans les odontoblastes de rat,
cependant une expression plus faible a également été retrouvée dans les os, le rein, le foie, le
cerveau et les poumons [127]. Cette protéine DMP4 interviendrait dans la régulation de la
minéralisation de la dentine, mais également dans la phosphorylation des caséines et de certaines
protéines de la biominéralisation [128].

Des mutations de ce géne FAM20C ont été rapportées dans le cadre du syndrome de Raine (RNS,
OMIM 259775). Ce syndrome de dysplasie osseuse ostéosclérotique létale, trés rare, a transmission
autosomique récessive, est caractérisé par une ostéosclérose généralisée, une ossification
périostique, une dysmorphie faciale caractéristique, des anomalies intracérébrales et une létalité
dans la période néonatale. Au niveau bucco-dentaire, une hypertrophie gingivale, des dents
néonatales, une fente palatine ou une luette bifide peuvent étre observées. Les angles mandibulaires
sont obtus et les corticales hyperostotiques. Initialement, cette pathologie était considérée comme
létale durant I'enfance, cependant la survie jusqu'a I'dge adulte est possible [129]. Récemment, en
2015, I'équipe d'Acevedo a rapporté 5 cas issus de 2 familles brésiliennes consanguines avec un
syndrome de Raine atténué. Ces patients présentaient une Amélogenése imparfaite hypoplasique et
des mutations homozygotes (c.784+5G>C) pour la premiere famille et (c.1487C>T;p.P496L) pour la
deuxieme [130]. Cet article montre la variabilité du phénotype bucco-dentaire dans cette maladie.

8. Autres syndromes

Il existe d'autres syndromes décrits dans la littérature, dont I'origine génétique n'est pas encore
établie. C'est le cas du syndrome de Heimler (1991) et du syndrome rapporté par Witkop en 1975.

e Syndrome de Heimler (OMIM 234580). Il s'agit d'une Al associée a une surdité
neurosensorielle et anomalies des ongles [131].

¢ Syndrome de Witkop (ou syndrome dents et ongles, OMIM 189500) dans lequel est décrit
une hypoplasie de I'émail, une onycholyse terminale (décollement de I'ongle du lit unguéal a
départ disto-latéral) et une hypohidrose a transmission autosomique dominante. Il s'agirait
d'une forme d'ectodermie dysplasique avec intervention du géne MSX1 [132].
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Enfin dans de nombreux syndromes, des anomalies de I'émail, qualifiées d'hypoplasies sont
recensées. Citons, le 3M syndrome comme exemple ("gloomy face", Al et petite taille, OMIM
273750) [133].

E. Tableau récapitulatif

Le tableau ci-dessous récapitule les informations précédentes concernant les genes connus et
I’Amélogenése Imparfaite. Les synonymes du gene, la position chromosomique, le nombre d’exons,
le mode de transmission, la fonction protéique et le phénotype sont répertoriés [Fig. 27]

Nom Synonymes Position Nombre Protéine codée Phénotype de I’Al
du d'exons Syndrome associé
geéne Transmission
(OMIM)
AMELX AMELOGENIN Xp22.2 7 Amélogénine Hypoplasique ou  hypomature
(300391) | ALGN inclus dans | ligeaI'x Protéine de la | Stries verticales
AMG ARHGAP6 matrice de
AMGL I'émail (peut étre associé au Syndrome
MLS)
AMELY Yp11.2
(410000)
ENAM ENAMELIN 4q13.3 9 Protéine de la | Hypoplasique
(606585) | AIH2 AD matrice de | dents lisses, puits
AR I'émail béance antérieure
AMBN AMELOBLASTIN 4g13.3 13 Protéine de la | Hypoplasique
(601259) | ENAMEL MATRIX AR matrice de
PROTEIN I’émail
LAMB3 LAMININ B3 | 1932.2 22 Protéine de | Hypoplasique
(150310) | LAMININ 5, BETA- AD I'émail
3 SUBUNIT Géne impliqgué dans I'épidermolyse
LAMS, BETA-3 bulleuse jonctionnelle (forme AR)
SUBUNIT
BM600-125kDa,
kalinin-140kDa,
LAMNBI1, nicein-
125kDa
LAMA3 LAMININ,ALPHA-3 | 18q11.2 75 Protéine de | Géne impliqué dans I'épidermolyse
(600805) | LAMININ5,ALPHA- AD I'émail bulleuse jonctionnelle (forme AR)
3 SUBUNIT
LAMS5,ALPHA-3
SUBUNIT
EPILIGRIN,170-KD
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SUBUNIT
BM600
KALININ-165kDa,
LAMNA,
NICEIN-150kDa

COL7A1 | COLLAGEN, TYPE | 3g21.31 118 Protéine de | Géne impliqué dans I'épidermolyse
(120120) | Vi, ALPHA-1, AD I'émail bulleuse jonctionnelle (forme AR)
EBD1
EBDCT
EBR1
LONG-CHAIN
COLLAGEN
COL17A1 | BP180 10924.3-g25.1 | 56 Protéine de | Gene impliqué dans I'épidermolyse
(113811) | BULLOUS AD I'émail bulleuse jonctionnelle (forme AR)
PEMPHIGOID
ANTIGEN 2
BPAG2
FAMS83H | FLI46072 8024.3 5 Protéine Hypominéralisée
(611927) AD intracellulaire Classe 11
intervenant Béance antérieure
dans la
différenciation
des
améloblastes
Cdorf26 | FLI23657 4921.1 3 Acide phospho- | Hypominéralisée
(614829) AR protéique de la
matrice  extra-
cellulaire
SLC24A4 | NCKX4 14932.12 17 Echangeur Hypominéralisée
(609840) | SOLUTE CARRIER AR d'ions
FAMILY 24 (transporteur
(SODIUM, d'ions
POTASSIUM, calcium/sodium
CALCIUM /potassium
EXCHANGER) dépendant)
MEMBER4
ITGB6 INTEGRIN, BETA-6 | 2q24.2 15 Intégrine  des | Hypominéralisée pigmentée ou
(147558) AR cellules Hypoplasique
épithéliales
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MMP20 | ENAMELYSIN 11g22.2 10 Métalloprotéase | Hypomature
(604629) AR
KLK4 KALLIKREIN 4 | 19g13.41 5 Sérine protéase | Hypomature
(603767) | PROTEASE SERINE AR Pigmentée
17
PRSS17
PROSTASE  PSTS
EMSP1
WDR72 FL/38736 15¢21.3 20 Protéine Hypomature
(613214) AR cytoplasmique
intervenant
dans la
minéralisation
de I'émail
STIM1 STROMAL 11p15.4 12 Capteur de | Gene impliqué dans:
(605921) | INTERACTION AR calcium - le déficit immunitaire combiné
MOLECULE 1 par déficit en STIM1
D11S4896E (immunodéficience 10 IMD10)
GOK - la myopathie avec agrégats
tubulaires (TAM1)
- le syndrome de Stormorken-
Sjaastad-Langslet
(thrombocytopathie, asplénie,
myosis)
TUFT1 TUFTELIN 1g21.3 13 Acido-protéine Prédisposition individuelle au MIH
(600087) de la matrice | (Molar-Incisor-
amélaire Hypomineralization)[103]
DLX3 DISTAL-LESS 17921.33 3 Facteur de | Hypoplasique
(600525) | HOMEOBOX 3 AD transcription Hypomature
Taurodontisme
Anomalies cheveux et os
FAMZ20A | DKFZp434F2322 17q924.2 11 Glycoprotéine Hypoplasique
(611062) AR sécrétée Hyperplasie gingivale
Néphrocalcinose
TP63 TUMOR PROTEIN | 3928 14 Facteur de | Syndrome EEC (dysplasie
(603273) | p63-LIKE, TP73L AD transcription ectodermique avec ectrodactylie et

p53-RELATED
PROTEIN p63

fente palatine)
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p63 KET
EEC3, KET, NBP,

OFCS, p51,
p53CP, p63,
p73H, p73L,

SHFM4, TP53CP,
TP53L, TP73L

CNNM4 | ACDP4 2q11.2 7 Transporteur de | Dystrophie cbénes et batonnets
(607805) | KIAA1592 AR métaux (syndrome de Jalili)
ROGDI ROGDI 16p13.3 11 Fonction Hypominéralisée-Hypomature
(614574) | DROSOPHILA AR inconnue, mais | Syndrome de Kohlschitter-Tonz

HOMOLOG OF, interaction avec

FLJ22386 MAP Kinase et

DISC1

LTBP3 LATENT 11913.1 28 Production et | Brachyolmie
(602090) | TRANSFORMING AR dégradation de

GROWTH la matrice

FACTOR-BETA- extracellulaire,

BINDING PROTEIN interaction avec

3 la fibrillin1 [134]

LTBP2 FORMERLY
FAM20C | FAMILY WITH | 7p22.3 10 Protéine de la | Syndrome de Raine
(611061) | SEQUENCE AR matrice

SIMILARITY 20 dentinaire

MEMBER C

DENTIN MATRIX

PROTEIN 4,

DMP4,

DKFZp547D065

Figure 27 : Tableau récapitulatif des genes conmupliqués dans les Al. (AD: autosomique

dominant ; AR : autosomique récessif).
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CHAPITREIII :
Stratégies de recherche de nouveaux genes
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I. Projetrecherche

Ce projet de recherche repose sur la constitution d’'une cohorte de patients présentant une
amélogenese imparfaite isolée ou associée a d’autres symptomes dans le cadre de syndromes. Il est
soutenu par I'Université de Strasbourg, le Ministére de la Santé (Projet Hospitalier de Recherche
Clinigue PHRC 2008 No0.4266 « Etude clinique et moléculaire des amélogenéeses imparfaites »), les
Hopitaux Universitaires de Strasbourg (API, 2009-2012, « Développement de la cavité buccale : du
géne au phénotype clinique chez 'Homme ») et cofinancé par le Fond Européen de Développement
Régional (FEDER) de I’'Union européenne dans le cadre du programme INTERREG IV Rhin
supérieur/Offensive Sciences A27 “Manifestations bucco-dentaires des maladies rares”
(www.genosmile.eu).

Cette étude clinique a obtenu les autorisations légales sous les numéros: NCT01746121 and
NCT02397824 (www.clinicaltrials.gov) et a été agréée par le Ministére frangais de I'enseignement
supérieur et de la recherche, DGRI / Cellule de bioéthique DC-2012-1677.

Une information éclairée et des formulaires de consentement sont fournis afin d’assurer le respect
de vie privée et les droits du patient (enregistrement D4 selon I'agrément CCTIRS 09.11.2008 et
I'autorisation de la CNIL (Commission nationale de I'informatique et des libertés) 05.18.2009, sous le
numéro 908416). Les échantillons biologiques (salive ou sang) pour I'extraction d'ADN; les dents
temporaires exfoliées ou les échantillons issus d’actes chirurgicaux (dents permanentes avulsées,
fibroblastes gingivaux) sont collectés.

Différents partenaires sont réunis afin de mener a bien les recherches, notamment : le Centre de
référence pour les manifestations odontologiques des maladies rares (P6le de Médecine et Chirurgie
Bucco-Dentaires, Hopitaux Universitaires de Strasbourg), le Laboratoire de Génétique Médicale
UMR_S 1112, unité INSERM 1112 (Faculté de Médecine de Strasbourg, Pr. Dollfus), plusieurs équipes
de I'Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC, lllkirch).

L'approche expérimentale repose sur une recherche translationnelle. A partir de |'observation
précise du phénotype clinique des patients atteints, un protocole de recherche est mis en place au
laboratoire et permet d'identifier de nouvelles mutations ou de nouveaux génes. Ainsi la stratégie de
recherche est centrée sur I'étude de familles informatives, le plus souvent avec un mode de
transmission récessif, recrutées dans le centre de référence.

Dans un premier temps, apres signature du consentement éclairé, I'examen clinique, radiographique
et l'analyse familiale sont répertoriés dans une base de données (D[4]/Phenodent), puis des
prélevements biologiques peuvent étre proposés aux familles.
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A. Le registre D[4]/Phenodent

Diagnostiquer les Défauts Dentaires, base de Données, D[4]/Phenodent est un protocole d’examen
et de recherche clinique matérialisé par la constitution d’un registre informatique, multicentrique,
base de données biomédicales. Ce registre est interfacé a un site web dynamique Phenodent,
permettant la collecte et I'analyse de données phénotypiques bucco-dentaires humaines dans le but
de:

e Recueillir de maniere standardisée des données cliniques bucco-dentaires et oro-faciales
dans le cadre de consultations cliniques spécialisées en odontogénétique (formulaire
d’enregistrement des données phénotypiques, examens complémentaires radiographiques,
clichés photographiques numérisés). Ces informations peuvent étre complétées par une
analyse histopathologique des tissus dentaires et des prélevements biologiques éventuels.

* Obtenir des données épidémiologiques sur la fréquence de ces pathologies

e Stimuler le recrutement de ces patients et installer la base d’'une analyse moléculaire et
histopathologique

* Promouvoir des projets de recherche dans ce domaine d’investigation ; les projets suivants
peuvent étre envisagés :

0 Analyses de phénotypes bucco-dentaires dans le cadre de syndrome, ldentification
de mutations dans les génes connus responsables de ces pathologies

0 Corrélation phénotype-génotype, identification de nouveaux genes (approche
familiale)

0 Comparaison des données bucco-dentaires humaines et des anomalies constatées
dans des modeles animaux.

e Faciliter le diagnostic et la compréhension des pathologies dentaires et orales et des
maladies ou symptémes associés.

B. Prélevements biologiques

1. Prélevements salivaires

Les échantillons salivaires sont prélevés a I'aide du kit Oragene®eDNA (0G-250) (2 mL sample
volume). Il s’agit d’un kit permettant de collecter la salive de maniére non invasive, de la stabiliser et
de la transporter afin d’en extraire I’ADN.

Protocole [Fig. 28]:

¢ Commencer a déposer la salive dans le collecteur
e Continuer jusqu’au niveau indiqué (sans bulles)

* Poser le flacon sur une surface plane et fermer le bouchon de maniére étanche
¢ Agiter pendant 10 secondes

1
Fill to here
with saliva
(/Z://T SIDE VIEW l

Figure 28 : Protocole de prélevement salivaire Riagene®sDNA)
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2. Extraction d'ADN

L'extraction de I'ADN issu de prélevements salivaire se fait selon le protocole preplT®eL2P du kit
Oragene-DNA:

* Incuber a 50°C a I'étuve durant 2 heures

e Transférer 0,5mL des échantillons salivaires dans des microtubes

e Ajouter 20uL de solution Oragene-DNA Purifier (OG-L2P)

* Incuber sur la glace 10min

e Transférer le surnageant dans un nouveau tube

e Ajouter 500uL d’éthanol a 95-100%. Mélanger

e Laisser précipiter 10min a température ambiante

e Centrifuger 3min a 13000 rpm dans une orientation connue

e Eliminer le surnageant

e Laver avec 250uL d’éthanol a 70%, laisser 1 min puis éliminer I’éthanol.
e Centrifuger 5min a 13000 rpm

e Ajouter 100uL de TE 20 :1 (20mM Tris, ImM EDTA, pH8)

e Suspendre le culot par aspiration refoulement

e Laisser ’ADN s’hydrater 1h a 50°C sous agitation douce

e Quantifier 'ADN (protocole Qubit™) et sa pureté (migration par électrophorese sur gel d'agarose)

3. Quantification Qubit™

L'ADN est quantifié¢ a l'aide d'un fluorimétre (Qubit™) [Fig. 29]. Il s'agit d'une mesure de
concentration basée sur la détection de cibles-spécifiques fluorescentes. Il est possible d'utiliser ce
systeme pour quantifier I'ADN, I'ARN ou les protéines. Les résultats seront plus précis qu'avec une
quantification par UV-absorbance ou densité optique.
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Figure 29 : Protocole de quantification (Qubit™).

II. Séquencage Sanger

A. Notion de gene candidat

A partir de I'ADN obtenu, face a un phénotype classique et caractéristique, des génes connus sont

proposés comme "candidats" et peuvent étre validés par une technique de séquencage Sanger.

En cas de phénotype exceptionnel, le plus souvent chez des familles présentant des liens de

consanguinité, d'autres méthodes peuvent étre déployées pour identifier de nouveaux genes. |l s'agit

de le la cartographie par zones d’homozygotie, du séquengage haut débit ciblé ou encore de I'analyse

par « exome ». Ces moyens permettent de définir des listes de genes candidats qui seront étudiés les

uns apres les autres.

B. Etapes du séquencage Sanger

1. Séquence de référence

Pour un gene donné, les séquences de référence (ADN génomique gDNA, ADN complémentaire cDNA

du transcrit codant) peuvent étre téléchargées sur le site Ensembl.
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2. Choix des amorces

A partir des séquences de références, des oligonucléotides amorces (Forward : F et Reverse : R) sont
déterminés grace a des logiciels de design comme Primer 3. L'unicité des amorces est vérifiée dans
In-Silico PCR (UCSC-Genome Browser), puis les oligonucléotides sont crées par la société Sigma®.

3. PCR (Polymérase Chain Reaction), mise au point

Des séries de mises au point par gradient de température (Eppendorf Master cycler) permettent de
valider les conditions optimales d'amplification pour chaque couple d'amorces et notamment de
définir la température de fusion Tm (melting temperature).

Le mélange PCR « standard » avec I’ADN a amplifier pour 60ul de mélange comprend :

e 12ul de Mix (=1X concentré final, qui comprend le tampon (Sigma®), les dNTPs
(Euromedex®), qui sont les quatre désoxyribunucléotides constitutifs de ’ADN, dATP, dCTP, d
GTP, dTTP a la concentration de 200uM chacun et du MgCI2 1,5mM final (Sigma®))

e 1 unité de Taq Polymérase (Sigma®)

e 10pmol d’amorce sens, 10pmol d’amorce antisens (Sigma®)

e 1pl d’ADN a 50ng/ul

e eau stérile pour un volume total de 60ul.

4. Amplification

Les amplifications sont réalisées dans un appareil pour PCR Mastercycler® epgradient S (Eppendorf®).
Les étapes suivantes permettent une amplification pour la plupart des fragments :

e Dénaturation a 94°C pendant 3 min

e 35 cycles d’amplification comprenant : une dénaturation a 94°C pendant 30 s, une
hybridation des amorces a leur température de fusion Tm pendant 30 s, une élongation a
72°C pendant 30 s

e Extension finale a 72°C pendant 10 min.

Cependant, selon les fragments, des modifications du nombre de cycle, de la durée des étapes, de la
température ou une application de gradients spécifiques (« Touch down » gradient) est possible.

5. L’électrophorese

L'électrophorese est réalisée sur un gel d’agarose a 1.5% préparé a partir d’'un mélange de poudre
d’Agarose (3,75g) et de tampon TBE (Tris-Borate-EDTA).

5ul de produit de PCR, mélangé a 3ul de colorant de charge sont ensuite déposés dans les puits du
gel d’agarose a 1,5%.

Afin d’évaluer la taille des fragments, 5ul de marqueur de taille sont aussi déposés (Gene Ruler™
DNA Ladder Mix, pH=7.6, fragments d’ADN étalonnés 5mg/ml, Bleu de Bromo Phénol BBP 0.9%,
xylene-cyanol 0.09%, glycérol 60%, EDTA 60mM, tampon : Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, Fermentas®).

L’électrophorese est effectuée a 150V pendant 30min. Puis les fragments sont révélés par
fluorescence.
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6. Purification/suspension

Une fois I'amplification vérifiée, les produits de PCR sont purifiés grace au systéme MultiScreenyrs
PCR 96-Well Plate (Millipore®), qui permet de séparer le produit PCR des produits utilisés lors de la
réaction de PCR aspirés a travers une membrane. Les produits de PCR sont remis en suspension dans
50ul d’eau stérile puis adressés avec un aliquot des amorces sens et antisens (a 10 pmol/ul) a la
société GATC Biotech (Allemagne) qui réalise le séquencage.

7. Lecture des séquences

Les séquences reviennent sous format électronique et sont analysées grace aux logiciels SeqScape
version 2.6 (Applied Biosystems®) et BioEdit version 7.0.5 qui permettent de comparer les séquences
génomiques des patients aux séquences de référence des bases de données Ensembl et UCSC.

Le logiciel BioEdit v7.0.5 Analyser permet de visualiser indépendamment chaque chromatogramme
et d’évaluer la qualité du signal (amplitude et étroitesse des pics correspondant a la base lue par
rapport au bruit de fond).

Le logiciel SegScape v2.6 permet de comparer par alignements multiples les séquences des patients
par rapport a la séquence de référence et les séquences des patients atteints et non atteints entre
eux. Cette lecture est effectuée par deux opérateurs indépendants, en double aveugle pour éliminer
les défauts d’interprétation, et le séquencage est réalisé de maniere bidirectionnelle (Amorce R et
Amorce F).

C. Validation, ségrégation familiale

Les anomalies de séquences sont d’abord considérées comme des variations du polymorphisme. Ces
variations sont vérifiées dans des populations de référence issues du site NCBI et des bases de
données (Ensembl, dbSNP, 1000 genomes, EVS). Si le polymorphisme n’est pas retrouvé dans la
population de contréle, il est assimilé a une mutation. Puis la ségrégation familiale va préciser
I’existence de cette mutation et sa distribution au sein de la famille.

D. Prédiction

Les séquences sont soumises a prédiction sur des sites comme NNSPLICE v0.9 (Neural Network
Splice), pour déterminer I'impact pathogénique des mutations sur I'ARN, la protéine et la fonction
(exemple : perte d'un site donneur d'épissage, saut d'exon...).

III. Cartographie par zones homozygotie

Dans la stratégie de recherche de nouveaux genes, le recrutement de familles consanguines peut
étre intéressant et permet de mettre en évidence des zones d’homozygotie. Cette «cartographie»
consiste a rechercher des régions d’homozygotie communes parmi les individus atteints et non
partagées par les sujets sains. La technique repose sur I'utilisation de «puces» (ex : Human Gene
Chip, 250K Affymetrix®) qui utilisent les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) comme marqueurs
polymorphiques répartis le long du génome. Chaque individu possede des SNP, cependant leur
fréquence de répartition est différente dans une population. De ce fait, un SNP rare est spécifique
d’un individu.
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Dans une famille consanguine, I'analyse des SNP communs aux individus atteints par rapport aux non
atteints permet d’établir des zones ou des génes potentiellement mutés se situent. Ces régions sont
alors étudiées en détail afin de déterminer des genes candidats.

A. Les puces

Les puces utilisées dans le cadre de ce travail sont générées a la plateforme biopuces de I'Institut de
Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC) a llikirch, selon la technique décrite dans
le protocole du fabricant (Human Mapping 500K Assay Manual, Affimetrix®). L'importante densité
des marqueurs de polymorphisme SNPs permet une cartographie résolutive. La distance physique
médiane entre SNPs est de 2,5kb et la distance moyenne entre deux SNPs est de 5,8kb. La puce est
un support solide de taille réduite (silicium), sur laguelle une imprimante vient déposer et adapter les
oligonucléotides constituant la référence. Cette référence est choisie parmi une banque de sondes
(dbSNPs) issues du projet Hap Map. Chaque sonde (25 oligonucléotides) présente un SNP flanqué a
chaque extrémité de 12pb. Chaque SNP est interrogé par plusieurs variants (24 a 40) de sondes
constituant des quartets de sondes. Les variants constituent des « perfect match » et des « mismatch
probes ». Les sondes sont réparties aléatoirement dans des sets de sondes, et la position sur la puce
est connue (Probe Set ID). Un marquage par un fluorochrome (vert) est nécessaire pour la lecture
[Fig. 30].
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Figure 30 : Principe d'action de la puce : prépaat du support, préparation de la cible,
hybridation, élution, lecture par scanner, gestida I'information (http://www.bioinfo-fr.net). Puce
Affymetrix®.

B. Cartographie résolutive

Les résultats, rendus en version informatique, sont analysés grace au logiciel d’interprétation
Affymetrix® Genotyping ConsoleTM 4.0. Ce logiciel indique les régions d’homozygotie ainsi que le
nombre de copies des CNV (Copy Number Variation) chez un individu permettant de repérer les
grandes zones d’homozygotie et les grandes régions délétées ou dupliquées [Fig. 31].

Le Call Code est une convention Affymetrix® qui définit un algorithme de codage des haplotypes
normalisés en couples d’alléles AA ou AB ou BB. Ainsi lorsqu’une portion de région d’homozygotie
d’un patient non atteint est chevauchante avec une portion de région d’homozygotie d’un patient
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atteint, la vérification est systématiquement faite au niveau des haplotypes [Fig. 32]. Dans le cas ou
les haplotypes sont différents, la région n’est plus prioritaire.

En comparant les résultats des deux patients atteints par rapport aux apparentés non atteints, les
régions d’homozygotie candidates sont définies.
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Figure 31 : exemple de résultats d'une analyseppme d'homozygotie (logiciel GénoTyping Console
4.0™). Les cadres rouges montrent les zones identigoes les 2 patients atteints (2 premiéres
lignes), et absente chez les apparentés non atfighes suivantes) au niveau du chromosome 7 (a
gauche) et son agrandissement (a droite).
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Figure 32 : exemple de résultats d'une analysepare d’homozygotie. Le cadre rouge montre les
haplotypes identiques chez les 2 patients attgjptpremieres colonnes) et différents chez les
apparentés non atteints (colonnes suivantes).
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C. Sélection des genes candidats

Pour chaque zone d’homozygotie repérée, la liste des génes contenus dans la région est générée a
partir des bases de données. Puis, par hiérarchisation, des genes candidats sont sélectionnés. Cette
classification est basée sur de nombreux criteres tels que :

e Limplication dans le processus de développement de I'émail

e L'expression du géne précocement dans le développement des tissus concernés par le
phénotype

e Ll’identité, la fonction des génes
e Les prédictions d’interactions
e L'implication en pathologie humaine...

Ces génes d’intérét sont classés en utilisant une approche bibliographique et bioinformatique. Les
bases de données (NCBI, UCSC, OMIM, Eurexpress/Genepaint, Ensembl, ZFIN, Unigene, PubMed,
String-db) ainsi que les atlas de transcriptomes de souris sont systématiquement consultés, en
particulier ceux concernant la dent [135].

D. Séquencage et analyse des séquences des genes candidats
sélectionnés

Le séquencage Sanger et I'analyse des séquences des genes candidats sélectionnés permettent alors
de valider ou d’invalider des mutations et d’avancer dans la découverte de nouveaux genes.

IV. Séquencage nouvelle génération (NGS)

L'approche par puce d’homozygotie, développée précédemment, est également appelée “technique
classique”, par opposition a toutes les derniéres techniques de “séquencage nouvelle génération”
(NGS : “next generation sequencing”) aussi nommé “High-throughput sequencing” (HTS), “massively
parallel sequencing”.

Ces nouvelles techniques permettent de générer des quantités énormes d’informations (téra octets)
concernant un ADN donné. La difficulté est de pouvoir exploiter les résultats en analysant et
interprétant ces données.

A. Analyse par “whole exome sequencing” (WES)

Le génome représente 3 milliards de bases. L'exome (“exons” du génome) correspond environ a 2%
du génome, soit 60 millions de bases.

La technique d’analyse par “whole exome sequencing” repose sur le séquencage complet des exons
du génome du patient et peut mettre en évidence une mutation dans un nouveau gene. Les enjeux
sont un acces direct a tous les genes simultanément avec une pénétrance complete (probabilité de
trouver le phénotype en lien avec le génotype) et une détection complete (probabilité de trouver le
génotype a I'origine du phénotype).
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Cette analyse fait appel a la bioinformatique afin de :
1. séquencer: générer des “reads” des échantillons et évaluer la qualité des données brutes

2. aligner : reconstruire le génome de I'échantillon a partir du génome de référence. A cette
étape, la profondeur de lecture est évaluée.

3. identifier de variations par rapport au génome de référence : “calling”

4. annoter : qualifier des variations par 'ajout de connaissance (mutations fonctionnelles :
coding, frame-shift, splice-site, stop-loss/gain)

5. priorisation en utilisant des filtres : type transmission, pathogénie, type mutation,
localisation. Cette analyse permet de réduire le nombre de génes candidats qui seront alors
analysés en technique classique.

B. Séquencage a haut débit ciblé

Un outil diagnostic de séquencage haut débit a visée diagnostique pour les principales affections
bucco-dentaires a été réalisé et validé grace a une collaboration entre le laboratoire de génétique
médicale UMR_S 1112 et I'lGBMC par le Dr. M Prasad [136].

Il s’agit d’un outil qui permet de mettre en évidence des variations de séquence (mutation ou
polymorphisme) de I’ADN du patient pour les génes répertoriés sur ce panel NGS.

La liste des genes concerne les maladies rares a expression bucco-dentaire comme les amélogenéses
imparfaites, la dentinogenése imparfaite, la dysplasie dentinaire, la dysplasie ectodermique,
I’hypodontie, I'oligodontie, I'anodontie, les phénomenes de résorption, les fentes palatines, les
syndromes rares a manifestations bucco-dentaires. Par ailleurs des génes candidats ont été ajoutés. Il
s'agit de génes a expression forte dans les tissus dentaires en cours de développement chez la souris
et de génes dont des mutations ont été répertoriés chez des modeéles animaux (souris, poisson-
zébre) avec des phénotypes bucco-dentaires.

Dans le cadre du projet Interreg A27 plusieurs séries d’ADN de patients ont été analysés. Parmi les
101 individus séquencés, cette technique a permis d'identifier les mutations causales pour 39
patients [136].

Pour les patients dont le diagnostic n'a pu étre établi par cette méthode, des techniques de
recherche de nouveaux genes peuvent alors étre mis en place.

V. Validation fonctionnelle

Lorsqu’une mutation dans un nouveau géne est découverte, sa validation passe par un argumentaire
autour de I'effet de la mutation.

La validation fonctionnelle en biologie moléculaire commence par la vérification de la mutation chez
le patient en technique Sanger. Puis une ségrégation familiale en technique Sanger est réalisée.

Selon le type de mutation détectée, la validation peut reposer, par exemple, sur :

¢ |'augmentation de la cohorte par analyse d'autres familles a phénotype similaire
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e étude de I’ARN du patient (le plus souvent extrait de fibroblastes de biopsie cutanée, mais
également des fibroblastes gingivaux) et PCR quantitative

e étude des effets d’'une mutation sur la protéine par Western Blotting
e étude de modeles animaux (murins, zebrafish...)

* microscopie électronique de dents avulsées...

Ces différentes stratégies de recherche, permettent, lorsque toutes les conditions sont réunies,
d’obtenir des résultats en termes de diagnostic, d’identification de mutations, de nouveaux genes et
d’améliorer les connaissances du développement bucco-dentaire et cranio-facial. Dans le cadre de ce
projet, les différents résultats sont présentés dans la partie suivante au travers des publications
d’articles scientifiques.
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RESULTATS-PUBLICATIONS
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Grace a ce protocole de recherche, différentes nouvelles mutations et genes ont pu étre identifiés.
Les résultats sont présentés sous la forme d’articles publiés dans les revues scientifiques.

Les deux premiers articles illustrent la technique d’approche par séquencage Sanger dans le cadre de
génes connus et considérés comme candidats par rapport a I'observation du phénotype clinique des
patients et le mode de transmission. Une nouvelle mutation du geéne ROGDI! dans le cadre du
syndrome de Kohlschiitter-Ténz est ainsi mise en évidence dans le premier article [119] et de
nouvelles mutations dans le géne MMP20 sont rapportées dans le deuxieme [89]. Le travail sur
MMP20 est complété par une analyse de la structure amélaire par microscopie électronique.

Le troisiéme article consiste en un travail collaboratif autour du géne FAMZ20A, pour lequel 20
mutations différentes ont été identifiées au travers d’analyses par « genome-wide linkage »,
« exome capture », « next-generation sequencins », et validés par Sanger, chez des patients
présentant une néphrocalcinose inexpliquée et des anomalies bucco-dentaires spécifiques [110].
Cette étude a permis de découvrir et valider I'implication de FAM20A dans le syndrome ERS. Le
quatrieme article concerne également le géne FAMZ20A et décrit ces caractéristiques bucco-
dentaires particuliéeres des patients porteurs de mutations dans ce gene et atteints de
néphrocalcinose [111].

Enfin, le dernier article porte sur la découverte d’un nouveau gene: LTBP3 impliqué dans I'Al
associée a une brachyolmie grace a une approche combinée par puce d’homozygotie et exome
aupres de plusieurs familles [123]. Cette publication met également en avant les techniques de
validation par les modéles animaux.
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I. A Novel Mutation in the ROGDI Gene in a Patient with
Kohlschiitter-Tonz Syndrome [119]

Résumé

Une patiente de 13 ans d'origine malienne présentant un phénotype d'Al
hypominéralisé/hypomature, un retard psycho-moteur, des troubles du comportement et des crises
d’épilepsie pharmaco-résistante a été recrutée dans le cadre du projet hospitalier de recherche
clinigue national (2008) « étude clinique et moléculaire des Amélogenéses Imparfaites ».

La découverte récente [116] de mutations du géne ROGDI impliquées dans le syndrome de
Kohlschitter-Tonz, associant une amélogenése imparfaite, une épilepsie et une encéphalopathie
progressive, nous a orientés vers un séquencage de ce gene.

L'ADN a été extrait a l'aide du kit Oragene-DNA a partir de prélevements salivaires. Les différents
exons ont été séquencés par technique Sanger. L’analyse bidirectionnelle des séquences obtenues a
montré la présence d’'une mutation dans le gene ROGD! ¢.117+1G>T a I'état homozygote chez la
patiente atteinte. Le pére et la mére étant hétérozygotes (G/T), la ségrégation familiale a été
validée.

L'ARN de la patiente a été extrait a partir d'une biopsie gingivale. La RT-PCR a mis en évidence la
perte du site donneur d’épissage de l'intron 2, la délétion de I'exon 2 et I'assemblage en phase de
I'exon 3. L'exon 2 code pour une région riche en Leucines, trés importante pour la fonction de la
protéine ROGDI et particulierement conservée dans I'évolution des especes. Rappelons qu'un
domaine Leucine Zlpper ou "glissiére a leucine" est une structure tridimensionnelle constituée de
deux hélices alpha enroulées en hélice I'une a I'autre grace a des résidus leucine. Cet agencement
sert de domaine de liaison a I'ADN et intervient surtout au niveau des facteurs de transcription.

La découverte de cette nouvelle mutation a permis de confirmer le diagnostic de syndrome de
Kohlschiitter-Ténz pour cette patiente et donne des perspectives de recherche dans le domaine de
I'odontogenese et du développement du cerveau [23, 24, 28, 116-118, 120, 135, 137-147].
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Abstract

Khlscmntior Tone Syndrome (KTES) s arr autosomal soees

sive discrder caused by mutations in the ROGY genes This
sendrome s chamctenized by epilepsy, pavchomosor eqres

siom and amelegenssis impearfecta, Inthis papsr, we rsonit g
casn of a 13-enr=ald Malian qitl pregerting swith thin rage
diszase; By gensetic analysis, we identitied 4 noved BOGH
hsrmpepnesiay mataticen MM 0358301 C117+105T [Chels
(3RCh37): g 4852280 > Al which confirmad the dingnasls of
Eahlachuter-Tans syndicane. The mutation abolishes the
psual sphies doncr sl intron ehech bsads b dhe delertaan
of gxon 2 gnd infreme assembly of axon 3 Exon 2 zncodesa
heghdy commerved fourineerich wegion that s esseatal for
ACGD grotein function, Bence, this deletion may affect the
functicn of the NG proteir S L S A oA

Kohlschivtter=1 i symdrome (K4S, QMM 226750)
L0 e aitnacmal revessive Syndrnme cha ructerized by
epilepsy, pavchiommslos regression dad amelogemests -
prerfecta (AR due to mutitions o the ROGDT asne 1
LopI 33 [ Moy clal. 2013; Sibossio el 20E22]

M1 35 a heternganenng group ol develiopmental dissases
Fipat affect the foarmation, stoicture opd clingal oppeas
anee of coamel Al con be clessataad mlo dulerent sub-
Pepeei (i popdastic, hvpomnesalized, aod Lypouatore)
based vin the malure of the ynamel defect Vheprovalme
it &L varies frorm [JF00 En 1700000 and it can be inbeér
ehis] Lo ey opstosetna ]l doadinat, ayurosousil recesspye oy
Wolinkad maveer |Aldred et al | 2005 Crawford etal,
2007, Bloch-Fapan o al,, 20013 Gaadlads ot af,, 2012 AL
cam présent as in isuliled disease or codusl with other
abonrmdl tigs and sempeons as parct of syndromic dizor
dees zuch ws KETZS,

Aince the first case of KTES teporred n 1974
fRuhlscbitior of ok, 1974), arommd 20 cises hove becn
published =0 far delineuting @ simitar phenotype. Several
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Fig, 1. 8{HON wooric mup Lot of
Ploe debfeesald cputateii describas] In dae die-
prulars’ ure - slwewn, The new  mulaiam
el 17 Gex 1 inrtderinmt in rest

il bbons o U OGN wene werd describiod sinee 2012
in Furnpean KTZ5 patients (fig, 13 [Mory et al,, 2013,
20Ky Schossie et ol 2002 b Tucch ef ol 2013,

W rapnrt the case ot s 13 vear nld girl, the thind child
ul vomtsangineiuy o rents eom Mol who presenled with
hypommineratized hvpomalure AL pevchomaotor defny
and plharmiacd - resistant epilagay. Tiue fn e sirmiiarisr ot
this phumotype with K148, we investigated the RO
fredie for potential utatinns by Sangsf seueencing

Case Heport

he givl ond her et were recrwibesd und exammined Smially
b dearinta ot tlee Toetsrene Ceater for Cvodental Manifessanons of
Here Disgazes al the Strasbourg Universiyy Hispiral, The Sanaly
wisrserlel W paricipale in Lhe Urench Mimioey Miiomal Bragram
tor Clivieal Resewch, PRHRG 2000 100G S 4300 4 melnpenesis
rmper bl climscal and sl ecudar sy " 10 ol Y ralsgoy lelen
Lifice MOCTIRITa6 21 ] and i the Interrem{ Wlenpive Seemcoy AZT
prreijcets Ferznnal and flinical data wers entored frm 13 4] Phama-
denl, 3 denlul defects dgmushic datalass {waw plenadeniargl,

Thesient was born @ term by emorgoncy cassurian woion
Hial fn El.‘.—ﬂl‘lﬂnr‘r—il‘h‘lllﬂ'!l‘t hﬂ'.nrl.—nn'inn. 'l.'l.r-.'.iﬁht &t Inivth waath, |
kgt tarvpks At = dups of wteanerhe s 12 5th percentile of Bl
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(Apgears 308 and WL and was transteried fo the spedids cae wai
whiere she sazrived nEyREn il antibapties fir 14 b Beforp baing
maed e the transdtinnal care wand,

sl presenied with seiores slariiey in hes dnbweekal life and
it ifested by by potonds, perbuccal ceanosis, wod ez malliay, 41
| manth shr underseent SRFRErY fra =.1'rnn|'m|='rc~|.'| I11|_'-_|;|!.In|:|l Aernia,
Shinrthratter ..'Iisr_l'.;.rg.::. ﬁh.‘!*;:?._ﬂqprrrmj tiathe [ i e P R Dl | withi
an eprode ol ki of commaomaness, whicl wis albribuied us gasti
esophapent retivon Two further eventsfollotwed ot 4 and 5 months
ko parcmis deserthed severu! zdditionnl |.'E1|':lim‘;:'.: Frewlich shie b
camie lypulonz ool dnresgonsive wili sidos ol cerliol cranose,
All EPI"H:I'J.EH |.|.r;|td Lexin Lo Hhmin

AL e of age, afver pressitivg wirh o clear right-sided partisl
seizuTe, sty s slarmnd on comramazepine ol clonazemm, and
Ure veurkang dingresis-pl veiares secundary o sespected hypesic
hemic encephuligathy was made The seawnsy conliaed de
spife the e of multiple anti-covmmlaive quents |Bepimmate, plss
rinhurhital arad vigabatrin) s well as-adrial of 2 .l:e1l.|p;|:n'1: ict.
Dhyscal eznmimabiog was esentiadly autoonlaod she conlinned Lo
prw! el |l Ber connile lines Desslopmental milestones were
daolyed aho leormed reownlk naaided ot 19 mentias and spolio kor
Arstwordy ol 3 yaire

|'|:.' e nf apm, e s rrros were ﬂ-n.'nrrlng an i.-d‘.zﬂ':."hnlf‘l.
often warse ot mighe and predominanthy mvolring right-slded
clinie mvwrrenia Thong was wevere diveloproomtal defay, with o
r_:|nl1r|| tnctianal lrvcl of g |F-manth-ald. Thesn wera marked
tiplst-ided neglect, gtaxic gaitaid dysmovphic ferims with frod-
1zl beseimg thickenod protmading b i amd gemitol bymoplasia
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Fig: 2. Phermi vpe ol thealecied mitkenil, Camilal segregasos il e
ritaerier and B T=POR, A Tacial phnrp_-;m;lh ot rhn:'r.h.'.ril:'nr. B In-
bravrud e ol rmandibulur segtsar © Iairzesal view ol maitlany
imctem, O Fannramic rasbogranh showing hypnmmineralizediby-
pomiatiire A1 Tha enamesl is raagh, colored, pross o direbsgra-
i, il retmame ira] basBlees ' here fa dis comiraal elpeen desn
anild amarcd g e ratingraph, e post ity of the panarsmic
rocdiogrph ds duo ro the behmoral diffioilsies of the patsent, which
privens hos Mrom rernaisieg i during the rodidgrapbic aoguisi-

(g 24 Head cirdwaderence wis iodmed Setween Uee 5ith and
Uhe 75k percencide. Lamgumgs wes brnibed b e Un 5 sords amd
che erhibdied apgrussive and |'rn|'n.'||si'.':= Aehurydpr

The ercdemtal phedatype dsseszod throughk aral elivaeal aad ra-
gingraphic i pannrmic radiograph ) ssenimdlism revealed nivak
reamralifios vf tnnth riamber or size, e abinemoliBes of-craise!
affecting the geimary and permanent dentbion wers aotsd
(g E-1¥) The prvmry toetl presee jod suvere onamet dyspiasiz
with evrrpiiom deday, ArS years of sge, 4 dagnasis of bypemineril-
izod brpovnatore AT was proposed. The enaniel of v petmanent
Tt was .'\-:|||[|;h. =ciiared and retained aral Barfitm, Tecanso of hes
tedzca) o belmvioral Fandscap, dental trestments bnd 10 be pee-
ferimed under Lengcalanesiiesia g 200, 20T, 2HP, dod 2012

Povel Wlacadinm in the KRN Gl

tion procedir, E Jdontification of o new homozgons mutation
17 —lG;T an the BOGET geize, Tlhie affected p:ul.tauﬂ 1 Lt
HpEnan wlh o 107, Fll:hL. I'he parerilh are btz ROl W iLl Lyt
= petks, = = paooal allele F RET-TCR splidation of the so-
Lot =t o tae it The nutebog cavizes e delelomn of
caiin 2, The smplicen b wmiller b= Uie alfeded palien | cornpared
b tEie e {248 bl G Saemomas nf g RS0 From the paeiémt oo
s Lhe alveree ol ean 2

Materials and Methods

CEA Nepreencrmy e Moo hereeoyy

Sabva Jumrlm wirre cnalinetod |.s|'1|:- thea (2022030 }rng;wc“'l’.l"h A
ki (CEM A Genorek Toe, Ontawn, Omt, Camdal Gefoole EA
e wileated froen gabivi accorduiee wostiadad probocals weiisy
the prapl T-L2P Oragend™ [ kit NN A Gerotels Tz ) Cading
-:1-&:13 ad flaniing lotronss mgians ol ROGCD wire PR snple-
el Framin 200 ogg el gemenibe EENA (onluse supple labis 1, see ey,
kargercomdon 101 L8 RIEISaE252, Bidirecriomal squencing of
lig prurilfed TUR prodedts wias perbeimdd by GATC Bol=ch (Ap
plied Blosyblerms AN ITI0NY, Konuloms, Gemmmy ), Sequences
wide allgnad and conypared with refareoce saquaences veng the
toeuhrapet sollwars v.14;

Sl Eymifromul Hils, o 0uT Ivk
oL L W et R
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Fig. 3 Muliple seguerce aligrmen L U he mafliple sxuenoealign-
stient of the ROCHT prozeny Banuly aoseegst metioang e Ma

kel and Meahids] is shiwn here 'The aligimeni s divplipasd
owing Jafrew and cedored astmrsting fn the 'Clustal 57 cnlaring
scheme, The proteom urs sorted from human o enrly metisoans

Sgipueirciag e Mranioo Avadvg

The Alamnt sftwsise .12 |_|n|:|:1-..|.|:|1!'.'|.' Mersrraiar,. v,
Frapee) was usad to collect tho. anahysis of 3 programs sed o as-
sede hie el of potential splice varipbits (Hunian Spling Fioden,
MuaFathem, NxGpieel | Reese ot ol 1097, Yer and Torpe, M
Tiegmyet aral., 2008 JRERT thaild 147, it Hwvearnehl olounih
wirvprojects BT [NCBT Kewernree Covndimuiors, 053] wid (e
Exome Variant Sereer (NHLEL Exonie Sequencing Froject (E5E)
Seatlle, Wk USA: LttpSevigawaslington e WEVS!, Masd
) rJu.-:ul'luh_‘!n v sl b Lew] whethis e 'u.ier.l:illiﬂl Yl
wens o Bonown vaclaat o polynaoiplisne The FEAN |Panta et al.
2] alalmse was wsed i sexrch forproteis bemuasn unganlzabzm
unk the g™ 0 I0E PPyl et al, 200127 iEakabi was used by robrievs
thr :=-:>=1_'L1r=r|r.¢==~ gt RODNGT orthelegs: in mibarpatic spedics
(R0 ] b lple seguence slhgnment wa sxiracded fron
the pra- rnr'1|'||.1rnr! abimemie zvallahln in i‘-[l:.'l‘-.[:lf'r tnd tarther
'uﬁmm]..". pefined

Bitwtrss Trowseniptase-POR and Seqiencing Awalpsis af ROGTH

Tripiz gl

FM A was exfractsdram fihrablnsts af the affectod pariont (o=
e bjogery e 3 uoeelabed coutpals by usiog & EiboTane'
Eit, fulliwed by D Ase trealment willl e TURBL D3 A-[zpet
it (Lo Teeluedopiez- Carlsbad, Calif, TSAL RN Inzeprity was
azsesel] by el electruphioresis wmid T35 Concentiutiol by Eppea
durd Muphlometer st with Be Hellma® iyl 2™ (Bppen
docf, Hanibweig, Gevmmaoy), Bevese facscoption of 1 pg tofal
S LI N A wian purfl.m:r:ﬂl u:in” hie Sl ™ cEYN A Sy lbesis

F-I:-'-IJ Srrelraneil 10 45251 10R
Plel 1L T LSO =T

e R R e

From beittom de b, ssisling From position © cpasiclos 4590 the
Lmuee sequence. The 28-aa delstimm Gom poition Gluis o
Ay i repriunted B the arangie bor, Pessilsle liucines cimpui
iBte with the Rnpdi_le doreain are mrarked b asterisas

Wit (BioBad, Heicolés Calif, USAL TT-PCE wae perfiringd to
determrine tha evrm entent o8 the cTIN A Frm the rml'in.'n!_ CH
primess specific for sxons L-3 wors designed to ampfite the an-
Lict pated sliessd splice gabe | wnctiod (ualne sappl table 10, RO
eI A ss dlse partially soquenced to determing the comssqaense
of the gelromni mumsl-:-u o0 TN A splicing,.

Rezults

Bidhirectionn] seynencmg amalysis ol RCGEH wdentite]
i hmprygous mutation 17+ 00G= 1 in the second in-
trom in the proband. This rulation cawsis a Irinaserkiom
in thiecannnmical splice dorir site arintron 2, Segrepatinng
artitdwsis validited ol eaidy woafTecled parent was hotoru-
wegous for this mutation (g 2K) The motatinn was ab-
seqil [rom dbSMF and the Baome Vareol Server,

The ettect nf the mutabion on the splice aite was as
sesein] ueimp b odiTerdl sploe sttoonutatlen poélictiogn
prigrums (seeMaterials and Methods). Az expected, ull
prengrams predicted the destructian ot the donn sice. The
gxpected conséquances were the skipping of #van 2 and
i dn-imeiee. assebily of eaon 5 The resudthn poofom s
eapected Lo be shurler by 24 amino adids (on) From posi-
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Lt Cxludé fo Arg 3, Thatks G the PEAM dilibase, the
protain could beannorated an containing o leuciie Zippe
doin spaning Ir:.:-l;n_]:-uﬁ:iuuu 18 Lo 277 ddommisin Pog-
di_lz: PEIGIES). A pnbysia of the muftipla sequence align
woieast of the peotein wcmlues o the BURGDT Samily ox-
tractad tromm geNOG revealud that the 24-aa deletiim
wis localized in one of the rogions containing a patlern ol
leuiimes arganized ik in leucine 2ipp2r doimaing, wiich
ot s st e funetion of thoe peotein (g, &5

o winldale the binlogical eftvct of this mutation,
wi peelormel KT-PUR anilysis sl sogoeiomyg ol the
RO TN A from the proband and anraiated contralbs,
HET-PCR atinlvads confimed the absence of exon 2w the
altected pulicnl with a shovter rugment. whereas the com-
frovl mymnplas vialdad o TR traguient of rhe sdpectad gize
(2R bp) (g 2F ) Sequencing of the BT PR prodoct
further contivmmed the absence of egion 2w the proband’s
cMA end e in-Trome asstmbly of éxon 3 (g, 200,

Discuzsion

The OGN gane lncated nnchramosames Eh isoim
prosedd of 17 cosling ooy, Thie eocoded profeu b 387 i
lang ahd §s arataeed as o Jeucine ipper domain con
Lidnimg prodcln (HondProl A QSUELNT) We reporl a
novel mutation ST+ 101 that abeegates the danor
spdice site b nteon 2 sl conges the detetion of exon 272
bl mesulting in a shorler protein (24 s less), Uhis is the
Lirst repart ol a mtabio m SO0 e subeSaherin Ad-
rican patignt. Cur discovery wdds (o the list of motatinns
pres sty ddentified W this gene o pateenss with KTZ5
Ciher mulutions descrtbéd in the Derstoee (g ] in-
uile deletons, duplicataons, splictng, mid frameshidl
mutatioms ond are scattered In exons =7 and introns |
andd ¥ |Schossiy et al, 20038 Mory et al, 2002; Toedf o
ul 2031

The tunction of ROGDTi= et unknnwn; however, the
Protein in present inomelasoan species runging Irnm
worins to huesins and is heghly conserved, sugpesting an
nperbinl motiongl rele Gy, 3).

The loss nf 24 ag in the mutint prodein likely attects
protein forcton. Indesd, exon 2 containg séveral highly
comserved leucine residues which may contribyte to dl
s om sl XN A bindbg,

Rara dizeazes thal manitest with |1eur'n:lngi|::|| KM
P aig] vipbous deital goenulies Tave bean proviously
récreanized | Bloch Zupan, 2067 | Foraxample, tuharnns
cpdiermapy (O R 191100 e Sp0paen-Larsson synad s
COHNE 202000 combine epilepsy and -enamel. defect

Mavs] Slususkom i the KOG (ke

armeerigy mtarty wihor featieres. The oo o of e ROGD]
pratein and te Lok berwesn the dental and brain pheépo

lypes wbserved in the presence of REAOT mulslbions js vel
tiv b understond. Alsokeawn ot d of, 76152 AT 1R
afd DEL00T LT Rk SO rranserbad during i
and homan brain development [|lemsen el b, 2004)

Rogudi i=abeo pxpeoseed-in the capslage Of odenbogenesis
in R 4.5 nouse embryns | Liugel Haoshaltes gtal., 2003

Thissugaests it ROGTT 5 presenal ductag aid oy glay
aride tn brain formalbon and bomenslasss as well a3 n
olunlugoness,

Caretul examination nf the oral covity may prodde in
walusable inferniition S Wae clagnosis of me diseases, Tt
[ugilitated the dtagnosts o kU2 in thiy patiomband Dimnily,
ol wiaitad | 3vesrs fora cantivmed clinieal and melasslas
dingnasiz Colliborative efhorts hetwean reference centam
Fog psyee ilbseiuaisand btz plisiry healtl care centi s
are indispenstble for providing an inlegrillve approach o
the dingnasis and treatment of patieat pathnlngies Fur
s pomcorcl g e pole of RO docmgs broio sl foutls
dervelogmeids as well a3 Dn epibepsy and AT 5 neceszareand
may allew the discuvery ol new reatmenis for K LES
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Exon1-2 | 1F | CGAGCAAGCCTGACTCGT
677 pb
2R | GCCCGCACACAGGTACTTAT
Exon3-4 |3F | GGCTTCTGGAAGGAGCACTG
482 pb
4R | CAGAGTCGCAGGGCTTGTAC
Exon 5 5F | GGGAGACCCTCTGCCCTAT
363 pb
SR | CCCAGCTTTGCTGTTAGGAA
Exon 6 6F | GTGGAGAGTGGAATGACGTG
300 pb
6R | AGGTTGCACAGCTCAACGTG
Exon 7 7F | GAGTGGGAGCTACCATGTCTG
286 pb
7R | TCCACCTATAATCTGGGAGTGG
Exon8-11 | 8F | CACCTGGGAAAAGTCTGGAA
996 pb
11R | GGGGTGGGATAGGGAGATAA

Amorces F et R utilisée pour le séquencage Sanger du géne ROGDI dans cette étude.
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II. Homozygous and compound heterozygous MMP20
mutations in amelogenesis imperfecta [89]

Résumé

Cet article décrit 2 nouvelles mutations (dans 2 familles distinctes) du gene MMP20 (Matrix
metalloproteinase 20) dans le cadre d'Al hypomatures a transmission autosomique récessive.

Une mutation faux-sens p.T130l a I'état homozygote a été mise en évidence, ainsi qu'un
hétérozygote composite associant le méme faux-sens a une délétion entrainant un codon stop
prématuré (p. N120fz*2).

La structure amélaire a été explorée par microscopie électronique et microanalyse (spectroscopie
dispersive a rayons X, EDX, energy dispersive X-ray spectrometry). Les résultats confirment le
diagnostic d'Al hypomature : le contenu minéralisé est légerement diminué, et le calcium amélaire
est substitué par du magnésium dans la structure du cristal.

Ces anomalies décrites suggerent un nouveau réle possible pour MMP20 dans la formation d'émail
[23, 25, 43, 58, 86-88, 90-93, 138, 148-161].
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III. Nephrocalcinosis (enamel renal syndrome) caused by
autosomal recessive FAM20A mutations [110]

Résumé

L'homéostasie du calcium nécessite la régulation cellulaire des systémes interstitiels pour moduler
les mouvements ioniques. La perturbation de ces systémes dans le rein aboutit a une
néphrocalcinose et des calculs rénaux. La pathogénie de ces anomalies médicales est encore
incomprise

Dans cette étude, 25 patients issus de 16 familles ont été recrutés. Il s'agissait de patients
présentant une néphrocalcinose inexpliquée et des anomalies bucco-dentaires spécifiques (Al,

hyperplasie gingivale, rétention dentaire). Une série d'analyse par "genome-wide linkage", "exome

capture", "next-generation sequencing" et séquencage Sanger a été menée.

Tous les patients étaient porteurs d'une mutation bi-allélique de FAM20A et 20 mutations ont été
identifiées.

Les mutations de FAM20A entrainent une Al a transmission autosomique récessive et semblent étre
associées a une néphrocalcinose (dans le syndrome ERS)[162-185].
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Discussion
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IV. Pathognomonic oral profile of Enamel Renal Syndrome
(ERS) caused by recessive FAM20A mutations [111]

Résumé

Dans le cadre des Al syndromique, le phénotype associant Al et néphrocalcinose est appelée
syndrome ERS (émail-rein); et la pathologie regroupant une hyperplasie gingivale, une Al et un
syndrome de fibromatose gingivale est nommé AIGFS.

Le phénotype des patients ERS/AIGFS est trés caractéristique et consiste en une Al hypoplasique
généralisée affectant la denture temporaire et permanente, un retard d'éruption, des calcifications
intra-pulpaires, des follicules dentaires hyperplasiques, des rétentions dentaires, une hyperplasie
gingivale. L'examen rénal révele une néphrocalcinose qui est asymptomatique chez les enfants
atteints par I'ERS. Des mutations récessives de FAM20A sont a l'origine des deux syndromes. L'AIGFS
et le ERS pourraient étre en réalité la description du méme syndrome, car I'examen rénal n'est pas
systématique chez tous les cas d' AIGFS rapportés.

Le but de cet article est de décrire les caractéristiques bucco-dentaires spécifiques des patients
porteurs de mutations FAM20A récessives. Le terme ERS devrait étre privilégié pour tous les
phénotypes résultants de ces mutations. Lorsque I'ERS est suspecté, un examen multidisciplinaire
par un chirurgien-dentiste, un néphrologue et généticien clinique est recommandé [16, 23, 25, 26,
108-110, 135, 138, 169-172, 177, 178, 183, 186-227].
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V. Mutations in the latent TGF-beta binding protein 3
(LTBP3) gene cause brachyolmia with amelogenesis
imperfecta [123]

Résumé

Cet article décrit 4 familles (3 consanguines) dont les membres atteints présentent un retard de
croissance staturale, une brachyolmie et une Amélogenese Imparfaite hypoplasique. Ce phénotype
avait déja été décrit en 1996 par Verloes. Ici, le séquencage a haut-débit par exome a permis de
mettre en évidence des mutations récessives dans le gene LTBP3, qui intervient dans la voie de
signalisation TGF-beta. L'expression, de ce gene durant le développement de la souris et
I'odontogenese a également été étudié. Les résultats montrent un émail tres fin, voire absent sur les
incisives et les molaires du modele de souris KO, correspondant bien au phénotype d'Al chez
I'homme [23, 122, 125, 126, 135, 138, 228-264].
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure S1. Schematic representation of the homozygosity mapping data

The representation shows a large chromosome 11 homozygous region that is common in
affected individuas (1V.1 and 1V.2) and absent in unaffected individual (1V.3) and both
parents (111.3 and I11.4) extracted from Affymetrix Genotyping Console Software. Gray
shading indicates homozygous region and the box indicates the common region shared by the

two affected individuals.

Figure S2. Molecular validation of the 14 bp deletion in Family 1

a) Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis on cDNA reverse-
transcribed from total RNA obtained from cultured gingival fibroblasts from the patient
(IV.1) and from cultured skin fibroblasts from an unrelated control. The primers amplify
across exons 14 and 15 of LTBP3 (NM_001130144.2). The 164 bp band on ge
electrophoresis indicates the presence of the normal alele in the unrelated control whereas
the band at 150 bp for the affected individual 1V.1 reveals the 14 bp deletion.

b) Sanger sequencing on cDNA reveds the 14 bp homozygous deletion in the affected
individual (1V.1) compared to the unrelated control, the deleted nucleotides are indicated by a

box in the chromatograph of the control.

Figure S3. Ltbp3 650 bp template sequence for in situ hybridization probe synthesis

CACAGTGTTCTGTGACAGCGTATTGGCTACCAATGTCACTCAGCAGGAATGCTGTTGCTCTCTGG
GAGCTGGCTGGGGAGACCACTGCGAAATCTATCCCTGTCCAGTCTACAGCTCAGCCGAATTTCA
CAGCCTGGTGCCTGATGGGAAAAGGCTACACTCAGGACAACAACATTGTGAACTATGCATTCCT
GCCCACCGTGACATCGACGAATGCATATTGTTTGGGGCAGAGATCTGCAAGGAGGGCAAGTGTG
TGAACACGCAGCCCGGCTACGAGTGCTACTGCAAGCAGGGCTTCTACTACGATGGCAACCTGCT
GGAGTGCGTGGACGTGGATGAGTGCTTGGATGAGTCTAACTGCAGGAACGGAGTGTGTGAGAA
CACACGTGGCGGCTACCGCTGTGCCTGCACTCCGCCGGCAGAGTACAGTCCCGCACAGGCCCA
GTGTCTGATCCCGGAGAGATGGAGCACGCCCCAGAGAGACGTGAAGTGTGCTGGGGCCAGCGA
GGAGAGGACGGCATGTGTATGGGGCCCCTGGGCGGGACCTGCCCTCACTTTTGATGACTGCTG
CTGCCGCCAGCCGCGGCTGGGTACCCAGTGCAGACCGTGCCCGCCACGTGGCACCGGGTCCC

108



AGTGCCCGACTTCACAGAGTGAGAGCAATTCTTTCTGGGACACAAGCCCCCTGCTACTGGGGAA
GTCTCCGCGAGACGAAGACAGCTCAGAGGAGGATTCAGA

Table S1. Summary of the exome sequencing results from families 1 and 2.
Bioinformatics analysis. Annotation, ranking and filtering of genetic variants

The platform generated a coverage of at least ten reads for more than 93% of the targeted
exomes and we identified 66,380 to 68,332 genetics variants per proband (Table 1S). The
disease causing variants identification has been readlized by the VaRank program
(http://www.Ibgi.fr/VaRank) for the annotation, ranking and filtering of genetic variants
detected by high-throughput sequencing. VaRank results are provided in tab-separated values
files (Supplementary data Tablel).

VaRank filtering (Table S1) of the exome sequencing data focused on a candidate gene
shared by the 2 families: the LTBP3 gene, with an heterozygous compound (¢.1531+1G>T;
p.[GIn141*(;)?7]) for the family 2 and 1 homozygous variant (c.2071 2084ddl;

p.Tyr691L eufs* 95) for the family 1.

Table S2. Primer sequences of LTBP3 gene used in this study
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Table S2. Primer sequences of LTBP3 gene used in this study

Primer sequences of LTBP3 gene used in this study

Primer name Sequence (5'-> 3" lenght

LTBP3-2F GGCAAGGAAGTAGGGAGGAG

298 bp
LTBP3-2R CGTAGATGGCGTGCTTGC
LTBP3-8F GCTGGGAAGGGATACCACAT

395 bp
LTBP3-8R GATCAGGTTGAATGGCCTTG
LTBP3-14F CCGTGTAATCCCTCCCCTTG

231 bp
LTBP3-14R GGAGCTCCTTCTTTGGTCTG
LTBP3-15F GAGCCTCGTTGATCTGTGTG

400bp
LTBP3-15R GGGGGTGTGGGTCTCTTC
LTBP3-17F GCACCTGACCTGGTCGTC

394bp
LTBP3-17R CCCCAACTGAGATCTGGATTA
LTBP3-RT-ex14F CATCAACTTTCCCGGTCACT

164bp
LTBP3-RT-ex15R GACAGGCGATGCACTTGAA
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L'identification de nouvelles mutations et de nouveaux genes dans le cadre des maladies cranio-faciales et
bucco-dentaires est un domaine de recherche trés dynamique. En 2001, seul le géne AMEL était connu, alors
gu’a ce jour, une vingtaine de nouveaux genes ont été mis en évidence, et des nouvelles mutations sont
publiées fréquemment. Ces données entrainent des modifications des classifications proposées pour les
amélogeneses imparfaites selon le mode de transmission, le type clinique, le gene impliqué [24]. Cette
classification mériterait d’évoluer, cependant elle ne pourra étre révisée que lorsque I'on aura une idée
claire des relations phénotype/génotype. Les limites entre Al syndromiques et Al non syndromiques ne sont

COL7A1 est le gene causal de I'épidermolyse bulleuse dystrophique (transmission autosomiqueetrouver dans
une Al syndromique (exemple : AMELX, DLX3). Par ailleurs, des génes jusqu’alors référencés dans certaines
pathologies comme LAMB3, LAMA3, COL7A1, COL17A1 dans I'épidermolyse bulleuse dystrophique avec des
mutations homozygotes, peuvent également étre a I'origine d’une Al hypoplasique [63, 64]. Au niveau de la
corrélation phénotype/génotype, pour certaines Al, le lien est relativement aisé. C’est le cas des mutations
AMELX ol I'on retrouve des rainures et stries de I'émail caractéristiques chez la fille. Pour d’autres genes, le
phénotype est variable ou non spécifique et le diagnostic clinique lui-méme est délicat, puisque les
différents types d’Al (hypoplasique, hypomature, hypominéralisé) peuvent coexister chez un méme patient,
voire sur une méme dent. Ainsi LTBP3 était référencé pour I'oligodontie [125] avant d’étre connu comme
impliqué dans I'Al [123]. Enfin, pour certaines pathologies, le phénotype médical général est trés bien
documenté, mais les informations bucco-dentaires sont limitées.

L’observation du phénotype clinique médical et plus particulierement bucco-dentaire reste tout de méme un
bon indicateur dans I'orientation des recherches en génétique humaine, pour que le diagnostic moléculaire
valide le diagnostic clinique. La publication 1 au sujet de ROGDI/ et du syndrome de Kohlschiitter-Ténz est
une bonne illustration de I'errance diagnostic avant la validation par la biologie moléculaire. Dans le cadre
des Al, la connaissance du géne muté peut moduler I'orientation et la prise en charge médicale, voire
bucco-dentaire et donne des informations essentielles pour les Al syndromiques et leur suivi médical. Chez
les patients porteurs d’'une mutation FAM20A, par exemple, les dispositifs de traction orthodontico-
chirurgicaux ne seront pas proposés, car voués a I'échec [111]. L'observation d’une anomalie bucco-dentaire
doit faire rechercher des pathologies associées (néphrocalcinose, brachyolmie, épilepsie...) et conduire a des
bilans complémentaires (ophtalmologie, dermatologie, neurologie...). Ainsi la collaboration entre les
équipes médicales (chirurgien-dentiste, orthodontiste, généticien, pédiatre...) est essentielle pour une
bonne prise en charge globale du patient.

Dans le domaine des applications cliniques directes, les résultats apportés par ce type de recherche
translationnelle ont un intérét tout particulier dans I'orientation du conseil génétique et le diagnostic
prénatal pour les Al syndromiques avec une pathologie sévere associée (exemple: le syndrome de
Kohlschitter-Tonz). Les découvertes de nouvelles mutations et de nouveaux génes ont un impact direct sur
les familles concernées qui connaitront le mode de transmission de I'affection et le risque de transmission
aux générations futures.

Au niveau de la recherche en biologie moléculaire, les difficultés rencontrées concernent notamment les
prélevements biologiques. En effet, les criteres de qualité et de quantité ne sont pas toujours optimaux et
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I'obtention de certains échantillons peut s’avérer difficile. Lors de cette étude nous avons utilisé le kit
Oragene® DNA pour les prélevements salivaires. Pour les patients trop jeunes pour le protocole standard, le
prélevement est effectué a I'aide d’éponges salivaires. Lors de I’extraction d’ADN de ces prélevements avec
éponges, nous avons pu noter que la concentration d’ADN était toujours moindre. Ce type de kit a tout de
méme de nombreux avantages, il n’est pas invasif, ses conditions de conservation, de stockage
(température) et de transport sont commodes. Ainsi les prélevements issus d’un village reculé de
Madagascar ont pu étre acheminés vers le laboratoire de Strasbourg sans difficultés (Annexe 3). Pour
certaines familles, I'obtention d’échantillons d’apparentés peut représenter un frein a la recherche, en
raison de la distance, de la motivation ou du caractére invasif de certains prélevements (biopsie).

Concernant le séquengage Sanger, les difficultés notables sont celles inhérentes a la technique. Ainsi
certaines mises au point par gradient de température nécessitent d’étre reprises de nombreuses fois afin de
trouver les conditions idéales d’amplifications. Pour certains exons nous avons été contraints d’établir
plusieurs couples d’amorces avant de pouvoir réaliser une PCR-patient. Ces obstacles peuvent limiter
certaines recherches, car ils ont un impact sur l'organisation du travail, le temps de recherche et par
conséquent sur le colt (analyse par haut débit ciblé a visée diagnostic : 500€ min/patient ; réalisation d’un
exome : 1200€ min/patient). L’Annexe 3 illustre parfaitement cette notion de persévérance, au travers d’une
famille présentant une dentinogenése imparfaite et pour laquelle une vingtaine d’année a été nécessaire
pour le diagnostic moléculaire d’'une mutation dans DSPP. Cette identification n’avait pas été possible par la
technique de séquencgage Sanger, et c’est grace a la réalisation d’exomes que la délétion a été mise en
évidence.

Ces techniques de séquengage nouvelle génération (NGS) sont des outils révolutionnaires pour la génétique
humaine en diagnostic et en recherche. Ils permettent un diagnostic dans quasiment 50% des cas [265] et
constituent une source majeure d’information [266], mais posseédent également leurs inconvénients,
notamment une analyse des données souvent difficile. En effet, les variants sont tres nombreux et de
pathogénicité souvent incertaine. Par ailleurs, ces NGS présentent certaines limites comme le manque de
couverture ou le mauvais « calling » de variant, qui peuvent conduire a la non-détection d'une mutation. Par
exemple, le gene SMOC2 (impliqué dans des anomalies majeures du développement dentaire) a été
découvert grace a une puce d’homozygotie et I'approche géne candidat, alors que I'exome réalisé ne I'avait
pas mis en évidence [263].

A I'heure actuelle, de nombreux pipeline d'analyse informatique de ces données sont en cours de
développement et permettent de mieux en mieux de préciser ces résultats. Cependant, la multiplicité de ces
programmes et des bases de données rend la synthése des résultats et leur interprétation trés complexes.
Dans tous les cas, la quantité de résultats générés par les NGS est trés importante et nécessite un stockage
particulier. En effet, les données doivent étre conservées et cet archivage peut poser la question de I'éthique
par rapport a l'utilisation future de ces informations.
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Si ces stratégies de recherches permettent de sélectionner des génes candidats, la validation fonctionnelle
reste I'étape la plus difficile. En effet, grace a ce projet, nous avons des pistes de génes pour plusieurs
familles informatives, cependant la confirmation de ces candidats va reposer sur l'augmentation des
cohortes, I'obtention de prélevements spécifiques, les modeles animaux... constituant les perspectives
majeures.

Concernant le géne FAM20A, nous avons commencé un séquengage Sanger pour un patient atteint d’Al
associé a une néphrocalcinose et dont I’ADN a été envoyé par I'équipe bordelaise du Pr. Lacombe. Pour le
moment, nous avons identifié une délétion CTTT dans I'exon 6, mais a I'état hétérozygote. Aucune autre
mutation n’ayant été repérée dans ce gene pour ce patient, le diagnostic n’est pas validé. Nous sommes
dans I'attente de I'obtention de I’ADN des parents afin d’effectuer la ségrégation familiale et de poursuivre
les investigations.

Citons également une famille consanguine originaire de Turquie pour laquelle deux cousins présentent une
Al hypoplasique associée a une surdité, des manifestations ophtalmiques, et une agénésie rénale unilatérale
ainsi qu’une sténose du pylore pour I'un des deux patient (le syndrome Branchio-oto-rénal BOR, géne EYA1 a
été écarté). Une analyse par cartographie d’homozygotie a mis en évidence 2 zones sur 2 chromosomes,
correspondant a 194 génes. La hiérarchisation de ces genes et le séquengage des 6 premiers n’a pas révélé
de mutation. Une analyse par exome a été réalisée et a mis en évidence un géne candidat pour lequel
I’hypotheése doit étre validée.

Pour une autre famille, il s’agit une patiente présentant une Al hypoplasique avec un retard de croissance a
2,3DS, des sclérotiques bleutées, sans anomalies dermatologiques ni asymétrie corporelle. Différentes
hypothéses ont été écartées : I'achondroplasie (pas de mutation du géne FGFR3 retrouvée), le syndrome de
Silver Russel (phénotype non caractéristique), le syndrome 3M (analyse des clichés radiographiques).
L'analyse a I'aide de I'outil diagnostic de séquencage a haut débit a visée diagnostique pour les affections
bucco-dentaires n’a pas donné de résultat probant, aussi une analyse par exome a été effectuée. Apres
étude des résultats, deux genes candidats ont été proposés, dont I'un vient d’étre éliminé par ségrégation
familiale. Le gene candidat restant doit a présent étre validé par une analyse fonctionnelle, ou le
recrutement d’une autre famille présentant le méme phénotype. Etant donné qu’il s’agit de maladies rares,
cette augmentation de la cohorte est tres difficile.

Enfin pour la recherche fondamentale, l'identification des nouveaux genes permet d'accroitre les
connaissances en matiere de développement bucco-dentaire, en expliquant certains mécanismes d'action et
interactions des genes. A long terme, ces éléments pourront déboucher sur des voies thérapeutiques ou de
régénération tissulaire, en particulier au niveau du parodonte. En effet, certaines protéines de I'émail
participent a la mise en place du parodonte. Les industriels ont déja mis sur le marché le biomatériau
Emdogain® (Straumann®), gel dont le composant principal est I'amélogénine dans une matrice insoluble, qui
stimule les processus de cicatrisation des tissus mous et durs, et est indiqué pour la régénération tissulaire
dans les cas de maladies parodontales ou les suites de traumatismes [267].
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Les maladies rares par définition touchent moins d’une personne sur 2000. 80% sont d’origine génétique et
constituent des axes de recherche majeurs. Parmi ces affections rares, certaines concernent le massif cranio-
facial, la cavité buccale et les dents, avec notamment des anomalies dentaires du développement dont les
atteintes des tissus durs de la dent comme I'émail, la dentine, le cément ou I'os alvéolaire. L'émail dentaire,
structure acellulaire, avasculaire et non innervée, est le seul tissu minéralisé d'origine ectodermique de
I'organisme. Composé a 98% d'une phase minérale (réseau cristallin d'hydroxyapatites) et a 2% d'une phase
organique transitoire qui guide le réseau cristallin (protéines de structure, lipides, phospholipides, enzymes),
ce tissu peut présenter des anomalies lors des différents stades de sa formation (améloblastes
présécrétoires, sécrétoires, phase de maturation, améloblastes de protection). Du point de vue clinique, ces
anomalies sont appelées Amélogeneses Imparfaites (Al). Elles sont définies comme un groupe hétérogene
d’altérations de I’émail dentaire d’origine génétique. La prévalence varie de 1/700 a 1/14000 et tous les
modes de transmission sont décrits (autosomique dominant, récessif, lié a I’X) [23]. Selon le type de défaut
amélaire, I’Al peut étre qualifiée d’hypoplasique, d’hypominéralisée ou d’hypomature, cependant plusieurs
formes peuvent coexister chez le méme patient. Cliniguement, une dyschromie, une hypersensibilité et des
pertes de substance sont observées. Ces anomalies peuvent exister de maniere isolée ou sont associés a
d’autres symptomes au tableau clinique des syndromes. Cette affection est a I'origine de problémes sociaux,
esthétiques, fonctionnels et d’inconfort. Certains génes impliqués dans ces Al sont déja connus comme
AMEL, ENAM, AMBN, LAMB3, LAMA3, COL7A1, COL17A1, FAM83H, C4orf26, SLC24A4, ITGB6, MMP20, KLK4,
WDR72, STIM1, TUFT1 (formes isolées) ou DLX3, FAMZ20A, TP63, CNNM4, ROGDI, FAM20C (formes
syndromiques), cependant de nouveaux génes et de nouvelles mutations restent a découvrir [23, 28].

L'approche expérimentale de ce travail repose sur une recherche translationnelle. A partir de I'observation
précise du phénotype clinique des patients atteints, un protocole de recherche est mis en place au
laboratoire et permet d'identifier de nouvelles mutations ou de nouveaux genes. La stratégie de recherche
est centrée sur I'étude de familles informatives, le plus souvent avec un mode de transmission récessif. Dans
un premier temps, I'examen clinique, radiographique et I'analyse familiale sont répertoriés dans une base de
données (D[4]/Phenodent). Puis, face a un phénotype classique et caractéristique, des génes candidats sont
proposés et peuvent étre validés par une technique de séquencage Sanger. Par contre, en cas de phénotype
exceptionnel, le plus souvent chez des familles présentant des liens de consanguinité, d'autres méthodes
peuvent étre déployées pour identifier de nouveaux geénes. Il s'agit de le la cartographie par zones
d’homozygotie, du séquencage haut débit ciblé ou encore de I'analyse par « exome ». Ces techniques font
appel a la bioinformatique, a des logiciels spécifiques pour mettre en place des filtres, isolant des variants ou
mutations. Les informations doivent ensuite étre validées, par ségrégation familiale, analyse d'expression,
recrutement de cohorte ou encore étude de modeéles animaux. Grace a tous ces nouveaux moyens, ce
domaine de recherche, tres dynamique, est en plein essor. Alors que seul AMEL était connu en 2001, une
vingtaine de nouveaux génes ont été identifiés depuis.

Grace a ces stratégies de recherche, nous avons pu mettre en évidence des nouvelles mutations dans des
génes connus et un nouveau géne impliqué dans les Al. Les résultats concernant le gene ROGDI illustrent
I"approche par séquencage Sanger pour des génes connus. De méme, la recherche effectuée autour du gene
MMP20 repose sur le séquencage Sanger, et met en avant I'apport de la microscopie électronique pour une
description plus fine du phénotype amélaire. Puis, durant ce projet, le travail sur FAM20A a permis d’utiliser
les techniques de séquencage Sanger, mais également les NGS et a abouti sur une métaanalyse avec
description détaillée des caractéristiques bucco-dentaires liées a ce gene. Enfin, I'approche combinée par
puce d’homozygotie et exome a permis de mettre en évidence le nouveau géne LTBP3 impliqué dans I'Al
associée a la brachyolmie.
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ROGDI

Concernant I'axe de recherche de genes déja connus, nous avons étudié une famille originaire du Mali, en
errance diagnostique depuis 13 ans, dont la fille, seul membre atteint, présentait une Amélogenése
imparfaite (Al), une épilepsie et des troubles du comportement. La mise en évidence récente [116] de
I'implication du géne ROGDI dans le syndrome de Kohlschiitter-Ténz (associant Al, épilepsie et retard
psycho-moteur) nous a orienté vers le séquencage (technique Sanger) de ce gene. Nous avons alors identifié
une nouvelle mutation ¢.117+1G>T dans le gene ROGDI, a I'état homozygote chez la fille et hétérozygote
chez les parents. La validation fonctionnelle (extraction de I'ARN des fibroblastes de la patiente a partir d'une
biopsie cutanée, RT-PCR des exons 1 a 3, séquencage) a révélé I'absence de I'exon 2 (suite a la destruction du
site donneur d'épissage) et I'assemblage en phase de I'exon 3. Cet exon 2 codant pour une région riche en
Leucine indispensable a la fonction de la protéine (dont on ignore la fonction exacte) est particulierement
conservé au cours de I'évolution. Ce résultat confirme le diagnostic de syndrome de Kohlschitter-Tonz pour
cette famille et donne des perspectives pour une meilleure compréhension de I'odontogenése et du
développement du cerveau [119].

MMP20

Dans le cadre des recherches sur les genes connus impliqués dans les Al isolées, nous avons eu I'occasion de
décrire 2 nouvelles mutations du géne MMP20 (Matrix metalloproteinase 20). Il s’agissait de 2 familles
distinctes présentant des Al hypomatures a transmission autosomique récessive. Une mutation faux-sens
p.T130I a I'état homozygote a été mise en évidence, ainsi qu'un hétérozygote composite associant le méme
faux-sens a une délétion entrainant un codon stop prématuré (p. N120fz*2).

La structure amélaire a ensuite été explorée par microscopie électronique et microanalyse (spectroscopie
dispersive a rayons X, EDX, energy dispersive X-ray spectrometry). Les résultats confirment le diagnostic d'Al
hypomature : le contenu minéralisé est légerement diminué, et le calcium amélaire est substitué par du
magnésium dans la structure du cristal. Ces anomalies décrites suggerent un nouveau réle possible pour
MMP20 dans la formation de I’émail [89].

FAMZ20A

Dans le cadre des Al syndromiques, le phénotype associant Al et néphrocalcinose est appelé syndrome ERS
(émail-rein); et la pathologie regroupant une hyperplasie gingivale, une Al et un syndrome de fibromatose
gingivale est nommé AIGFS. Le phénotype des patients ERS/AIGFS est trés caractéristique et consiste en une
Al hypoplasique généralisée (avec une absence quasi-totale d'émail) affectant la denture temporaire et
permanente, un retard d'éruption, des calcifications intra-pulpaires, des follicules dentaires hyperplasiques,
des rétentions dentaires, une hyperplasie gingivale.

En collaboration avec différents laboratoires, nous avons participé a une étude auprés de 25 patients issus
de 16 familles qui a permis la découverte de I'implication de FAM20A dans I'Al associée a la néphrocalcinose
[110]. Il s'agissait de patients présentant une néphrocalcinose inexpliquée et des anomalies bucco-dentaires
spécifiques (Al, hyperplasie gingivale, rétention dentaire). Une série d'analyse par "genome-wide linkage",
"exome capture", "next-generation sequencing" et séquencage Sanger a été menée. Tous les patients
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étaient porteurs d'une mutation bi-allélique de FAM20A et 20 mutations différentes ont été identifiées. Ces
mutations de FAM20A entrainant une Al a transmission autosomique récessive semblent étre associées a
une néphrocalcinose (dans le syndrome ERS). La pathogénie de ces anomalies est encore incomprise,
cependant la piste de 'lhoméostasie du calcium est avancée. Elle nécessite la régulation cellulaire des
systemes interstitiels pour moduler les mouvements ioniques. La perturbation de ces systemes dans le rein
pourrait aboutir a la néphrocalcinose.

En paralléle, nous nous sommes penchés sur une famille dont la fille de 12 ans présentait ce phénotype
typique d’Al associée a une hyperplasie gingivale et une néphrocalcinose, et avons supposé I'existence d’une
mutation du géne FAM20A. Nous avons procédé au séquencage de ce géne par technique de Sanger, apres
extraction de I’ADN issu d’'un prélévement salivaire. Les résultats ont montré la présence d'une mutation
c.1361+1G>A, encore inconnue, et la ségrégation familiale a validé I'état homozygote chez la fille et
hétérozygote chez les parents. D'apres les sites de prédiction, cette mutation provoquerait la perte du site
donneur physiologique d'épissage avec un saut de I'exon 11 trés probable, un impact sur I'ARN constitué et
donc sur la protéine (Annexe 2).

Dans un autre travail collaboratif [111], nous avons réalisé une description détaillée des caractéristiques
bucco-dentaires spécifiques des patients porteurs de mutations FAM20A a transmission récessive. La
néphrocalcinose étant asymptomatique le plus souvent, c’est I'examen rénal qui va la révéler chez I'enfant
atteint par I'ERS. Aussi I'AIGFS et I'ERS pourraient étre en réalité la description du méme syndrome, car
I'examen rénal n'est pas systématique chez tous les cas d'AIGFS rapportés. Nous proposons donc de
privilégier le terme ERS pour tous les phénotypes résultant de ces mutations FAM20A. Par ailleurs, lorsque
I'ERS est suspecté, un examen multidisciplinaire par un chirurgien-dentiste, un néphrologue et généticien
clinigue est recommandé.

LTBP3

Concernant I'axe de recherche de nouveaux génes, nous avons identifié LTBP3 grace a une approche
combinée aupres de plusieurs familles.

Tout d'abord, nous avons étudié le cas de 2 sceurs atteintes par une Al associée a un retard de croissance
staturale et une platispondylie. Dans cette famille consanguine, une premiére analyse par zones
d’homozygotie n’avait pas mis en évidence des genes particuliers. Via une collaboration avec le département
de génétique de I'hopital Robert Debré (Pr. Verloes, Paris), nous avons inclus une autre famille (non
consanguine) dont les 2 enfants atteints présentaient un phénotype similaire. Les ADN de ces deux familles
ont fait I'objet d’une réalisation d’exomes (Integragen®). Les résultats et I'analyse bioinformatique nous ont
permis d’identifier des mutations dans le gene LTBP3 (latent TGF-beta binding protein 3).

La rapprochement des différents résultats avec ceux obtenus pour une 3éme et une 4éme famille par
I’équipe de Pr Mortier (h6pital de Ghent, Belgique), nous a permis d’aboutir a la publication suivante [123].
Dans cet article les 4 familles sont décrites. Par ailleurs le phénotype : retard de croissance staturale,
brachyolmie et Al hypoplasique avait déja été décrit en 1996 par Verloes. De plus, nous avons étudié
I'expression de ce géne durant le développement et I'odontogenese de la souris. Les résultats montrent un
émail tres fin, voire absent sur les incisives et les molaires du modéle de souris KO, correspondant bien au
phénotype d'Al chez I'homme.
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Ces travaux de recherche, soutenu par I'Université de Strasbourg, le Ministére de la Santé (Projet Hospitalier
de Recherche Clinique PHRC 2008 N0.4266 « Etude clinique et moléculaire des amélogeneses imparfaites »),
les Hopitaux Universitaires de Strasbourg (API, 2009-2012, « Développement de la cavité buccale : du gene
au phénotype clinique chez 'Homme ») et cofinancé par le Fonds Européen de Développement Régional
(FEDER) de I’'Union européenne dans le cadre du programme INTERREG IV Rhin supérieur/Offensive Sciences
A27 “Manifestations bucco-dentaires des maladies rares”, ont permis d’avancer dans l'identification des
nouvelles mutations et nouveaux genes impliqués dans les anomalies cranio-faciales et bucco-dentaires. Les
principaux résultats mettent en avant I'intérét des collaborations entre partenaires scientifiques, cliniques,
bio-informatiques.

Les perspectives reposent sur 'augmentation des cohortes, le développement des outils de séquencage de
nouvelle génération, I'’étude des modeles cellulaires et animaux afin d'améliorer la compréhension de
I"amélogeneése. Ces recherches futures permettront de faire évoluer la classification des Al, d’améliorer le
diagnostic et la prise en charge des patients atteints de cette maladie rare qu’est I'amélogenése imparfaite.
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Les documents présentés en guise d’annexes illustrent le travail réalisé autour des genes connus.

L'annexe 1, intitulée « Identification d’'une nouvelle mutation dans le géne FAM20A a l'origine d’une
amélogenese imparfaite associée a une hyperplasie gingivale et une néphrocalcinose » est une
communication affichée (7™ assises de génétique humaine et médicale, Bordeaux 2014) qui rapporte le cas
d’une patiente présentant un phénotype d’ERS et chez qui nous avons mis en évidence une nouvelle
mutation FAM20A grace a un séquencage Sanger.

L'annexe 2, intitulée « A new mutation in ROGDI gene causes Kohlschiitter-Tonz Syndrome » est une
communication affichée qui reprend les résultats de la publication 1. Ce poster a été présenté pour les
congres suivants : 11" International Conference on Tooth Morphogenesis and Differentiation, La Londes les
Maures 2013 ; Le Mois de I'Europe, Strasbourg mai 2013 ; CNESBO, Forum des jeunes chercheurs, Strasbourg
2013 ; GIRCI, Mini-Club de Génétique de I'Est, Strasbourg 2014.

L'annexe 3, intitulée « Identification d’'une nouvelle mutation du géne DSPP : de la mission a Madagascar au

émes

diagnostic moléculaire » est une communication orale (45" Journées Internationales de la SFOP, Nantes
2015) qui illustre I'étendue du projet. En effet, le travail de these s’est concentré sur I'étude de I'Al,
cependant dans le cadre plus général du projet Interreg A27, I'inclusion de famille et la réalisation d’exome a
également permis d’obtenir des résultats concernant la dentinogenése imparfaite. Ces données font

actuellement I'objet d’une publication en cours de soumission.

L'annexe 4 est un lexique des termes génétiques employés dans ce manuscrit.

L’annexe 5 est une liste des abréviations utilisées dans ce manuscrit.
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SIE
P

45émes Journées Internationales
de la Société Francaise d’Odontologie Pédiatrique =
5 et 6 juin 2015 — Nantes — Faculté de chirurgie dentaire i g"u_ i

« Odontologie pédiatrique : faire les bons choix pour nos patients e

COMMUNICATION ORALE

Identification d'une nouvelle mutation du géne DSPP : de la mission a
Madagascar au diagnostic moléculaire

HUCKERT M. ***, STOETZEL C. *, MEYER J. *, RAKOTO ALSON S.*, MANIERE MC. “*BLOCH-
ZUPAN A. “** (*Faculté de Chirurgie-Dentaire, Université de Strasbourg (UdS), France ; *Centre de référence des
Manifestations Odontologiques des Maladies Rares, Hopitaux Universitaires de Strasbourg (HUS), France ; 3Laboratoire
de génétique médicale, UMR_S 1112, Faculté de Médecine, UdS, France ; *Institut d’Odonto-Stomatologie Tropicale de
Madagascar (IOSTM), Université de Mahajanga ; ’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, UMR
7104 et INSERM U964, UdS, France)

RESUME :

La dentinogenese imparfaite est une maladie génétique a transmission autosomique dominante qui se
caractérise par une hypominéralisation de la dentine, une anomalie de teinte (ambrée) des couronnes
dentaires et qui affecte les deux dentures. La prévalence de cette pathologie est de 1/6000 a 1/8000 et le
géne causal DSPP.

En 1994, une étude dans le village reculé d'Antanetilava (Madagascar) a mis en évidence des anomalies
dentinaires rencontrées chez 22% du groupe étudié. Cette population isolée présente de nombreux liens de
consanguinité et la croyance familiale attribuait une origine alimentaire (riz rouge ou eaux de boisson) a la
maladie.

En 2004 et 2005, des expéditions ont été menées dans ce village dans le cadre d'une mission de soin et
d'éducation a la santé bucco-dentaire. En paralleéle, un projet de recherche a permis de collecter des
données cliniques, radiographiques et des échantillons salivaires aupres de cette population.

En 2014, I'extraction d’ADN a partir des prélevements salivaires a été réalisée pour 14 membres de cette
famille (9 atteints, 5 non-atteints, prepIT-L2P OG-250 Oragene®DNA kit). Apres I'étude des données
phénotypiques, le diagnostic de dentinogenése imparfaite a été posé et une étude du géne DSPP proposé.
Ce géne contenant un grand nombre de répétitions et de zones GC-riches, son séquencage est
particulierement délicat. La réalisation d'exomes (IntegraGen, lllumina HISEQ2000) pour 5 patients atteints
et 1 non atteint a donc été privilégiée.

L'analyse des résultats a mis en évidence une délétion hétérozygote d'1 pb dans I'exon 5 (p.Ser122Alafs*88)
et la ségrégation familiale a été validée. Cette mutation entraine un décalage du cadre de lecture et un
codon stop prématuré (87 positions en aval), privant trés certainement la protéine d'un domaine fonctionnel
important.

Cette étude illustre bien I'importance du recueil des données, de I'observation du phénotype et la notion de
persévérance en matiére de recherche.

Financement : Ce travail a été financé par le projet INTERREG IV/Offensive Sciences A27 « Manifestations bucco-dentaires des maladies rares »
cofinancé par I'UE (FEDER).

MOTS-CLES : Dentinogenése imparfaite, Mutation, DSPP
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Annexe 4

Lexique des termes utilisés concernant les mutations génétiques

e Substitution : remplacement d’un nucléotide par un autre dans la structure primaire d’un acide
nucléique :
Synonyme : la substitution dans le codon se traduit par le méme acide aminé.
Faux-sens : la substitution dans le codon se traduit par un acide aminé différent.
Non-sens : la substitution dans le codon se traduit par un codon de terminaison (codon stop)
et la protéine est tronquée.

e Délétion : suppression d’un ou de plusieurs nucléotides dans la séquence primaire d’un acide
nucléique :
Multiple de 3 nucléotides : suppression d’acides aminés, voire d’exons ou d’un géne entier.
Non multiple de 3 nucléotides : décalage du cadre de lecture (frameshift).

e Insertion : addition d’un ou de plusieurs nucléotides dans la séquence primaire d’'un acide
nucléique :
Multiple de 3 nucléotides : addition d’acides aminés.
Non multiple de 3 nucléotides : décalage du cadre de lecture (frameshift).

e Epissage (splice) : procédé par lequel I'ARN messager se transforme et se raccourcit, excluant les

séquences correspondant aux introns et fusionnant les exons. L'épissage s'effectue grace a des
séquences spécifiques situées aux extrémités 5'et 3' de chaque exon appelée site donneur
d’épissage et site accepteur d’épissage.

e Etat des caracteres :

Homozygote : 2 alléles identiques d’un géne pour un méme locus
Hétérozygote : 2 alleles différents pour un géne sur un méme locus

e Etat des mutations :

Pour les maladies autosomiques récessives :
Mutation a I'état hétérozygote : le patient est sain

Mutation a I’état homozygote : les deux mutations parentales sont identiques et le patient

est atteint.
Mutation a I'état hétérozygote composite : les deux mutations parentales sont différentes et

le patient est atteint.

¢ Nomenclature des mutations :

g. DNA : partie de ’ADN génomique

c. DNA : partie de ’ADN codant

p. : partie de la séquence protéique

> : substitution nucléotidique

* ou X ou Stop : non-sens

acide aminé : nom complet, ou abréviation en 3 lettres ou en 1 lettre
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del : délétion

ins : insertion

delins : insertion-délétion

+ : mutation d’épissage a partir du début de I'intron
- : mutation d’épissage a partir de la fin de I'intron
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Annexe 5

Liste des abréviations

a : améloblaste

A : angstrém

AD : autosomique dominant

ADN : acide désoxyribonucléique

AG : anesthésie générale

Al : amélogenese imparfaite

AIGFS : amélogenése imparfaite et syndrome de fibromatose gingivale
API : appel a projet inter-régional

AR : autosomique récessif

ARN : acide ribonucléique

BBP : bleu de bromo phénol

Bmp : bones morphogenetics proteins

CNIL : commission nationale de I'informatique et des libertés
CNV : copy number variation

CPP : coiffe pédodontique préformée

CVI : ciment verre-ionomere

d : dentine

d[4]Phenodent : Diagnostiquer les défauts dentaires, bases de données
DGRI : direction générale de la recherche et de I'innovation
DISC1 : disrupted in schizophrenia 1

DMH : hypominéralisation molaire en denture temporaire

e : matrice amélaire

EDX : spectroscopie a rayons X a dispersion d’énergie

EEC : dysplasie ectodermique avec ectrodactylie et fente palatine
EHBD : enseignement a I’hygieéne bucco-dentaire

er : prisme de I'émail
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ERS : email rein syndrome

F : forward ou sens

FEDER : dons européen de développement régional
Fgf : fibroblasts growth factor

HTS : high-throughput sequencing

IGBMC : institut de génétique et de biologie moléculaire et cellulaire

IR ou Interrod : émail interprismatique
JED : jonction émail-dentine

kb : kilo-bases

KTZS : syndrome de Kohlschiitter-Tonz
LOC : syndrome Laryngo-onycho-cutané
M : mitochondrie

MAP : mitogen activating protein

MEOPA : mélange équimolaire d’oxygene et de protoxyde d’azote

MIH : hypominéralisation molaire-incisive

MLS : microphtalmie avec stries linéaires cutanées
NF-kB : nuclear factor-kappa B

NGS : séquencage nouvelle génération

NNSPLICE : neral network splice

nu : noyau

o : odontoblastes

ORL : oto-rhino-laryngologie

P : périkymaties

PCR : polymérase chain reaction

PHRC : projet hospitalier de recherche clinique

R : reverse ou antisens

R ou Rod: prisme de I'émail

rER : reticulum Endoplasmique Rugueux

RMT : Région Métropolitaine Trinationale du Rhin Supérieur

RNS : syndrome de Raine
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RT-PCR : reverse transcription polymerase chain reaction
SFOP : société francaise d’odontologie pédiatrique
Shh : sonic hedgehog homolog

SNP : single nucleotide polymorphism

SR : stries de Retzius

TDO : syndrome tricho-dento-osseux

TE : Tris-EDTA

Tgf : transforming growth factor

Tm : température de fusion (melting temperature)
TNF : tumor necrosis factor

Tp : prolongement de Tomes

TW : terminal web

UV : ultra-violet

WES : whole exome sequencing

Wnt : wingless

X : chromosome X
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Phenodent/[D4] http://www.phenodent.org
Ensembl http://www.ensembl.org
Primer3 http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0

UCSC  http://genome.ucsc.edu

NNSPLICE http://www.fruitfly.org

Gene expression in tooth http://bite-it.helsinki.fi
OMIM http://www.omim.org

NCBI (dbSNP, uniprot, 1000 genomes browser, pubmed)
Orphanet http://www.orpha.net

Genosmile.eu http://www.genosmile.eu

Eurexpress http://www.eurexpress.org
Genepaint http://www.genepaint.org

EVS  http://evs.gs.washington.edu

String database http://string-db.org

Clinical Trials  http://www.clinicaltrials.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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T T Mathilde HUCKERT \(/‘
Identification de nouveaux
genes impligués dans les
anomalies cranio-faciales et
bucco-dentaires

Résumeé

Les Amélogeneses imparfaites constituent un groupe d’altération de I'émail dentaire
d’origine génétique. Cette pathologie peut exister de maniére isolée ou associée a d’autres
symptomes dans le cadre de syndromes. Certains géenes impliqués sont déja connus,
cependant de nouvelles mutations et de nouveaux genes restent a identifier. L’étude de
familles informatives dans le cadre de ce projet de recherche sur le massif cranio-facial et
bucco-dentaire, associée a des stratégies d’identification génétique telles que la sélection
de genes candidats, les zones d’homozygotie, le séquencage haut débit, ont permis
d’obtenir des résultats probants. Des investigations futures passant par 'augmentation des
cohortes, le développement des outils de séquencage de nouvelle génération, I'étude des
modeles cellulaires et animaux permettront d'améliorer la compréhension de
'amélogeneése.

Mots-clés : Amélogenese imparfaite, mutation, PCR, séquencage, génétique, SNP, bio-
informatique

Résumé en anglais

Amelogenesis imperfecta (Al) represents hereditary conditions affecting the quality and
guantity of enamel. This disease can exist in isolation or in association with other symptoms
in the form of syndromes. Several genes involved in Al are already known, however
mutations in these genes are not sufficient to explain all cases of Al. This suggests that
mutations in yet unidentified genes underlie Al. The study of informative families included in
this research project on cranio-facial and oro-dental anomalies, by using genetic strategies
such as candidate gene mutational analysis, homozygosity mapping and next generation
sequencing, allowed the discovery of novel genes and mutations in Al Future
investigations based on the recruitment of new families, the development of new next
generation sequencing tools and the establishment of cellular and animal models will
improve our understanding of amelogenesis.

Key words: Amelogenesis Imperfecta, mutation, PCR, sequencing, genetics, SNP,
bioinformatics
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