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Introduction

L'ankyloglossie, du grec « agkilos» pour «courbé» et «glossa» pour
« langue », est une affection congénitale a I'origine d’'un raccourcissement du frein de
la langue, provoquant une diminution de la mobilité linguale. Elle est décrite chez

'Homme dans la littérature depuis des siécles : Aristote faisait ainsi mention d’'une

langue attachée au plancher de la bouche au 11I° siécle avant J-C., et les premiéres

techniques chirurgicales visant a détacher la langue du plancher apparaissent au
VII® siécle de notre ére (Walsh, McKenna Benoit 2019). Chez ’'Homme, il s’agit d’'un

enjeu important du XXI° siecle en matiére de prise en charge du nouveau-né puisque
sa prévalence est estimée entre 2,8 et 46,5%, avec des conséquences notables
concernant l'allaitement du nouveau-né (Schlatter et al. 2019). L'origine héréditaire
de l'ankyloglossie est fortement suspectée et des génes candidats ont déja été
identifiés (Han et al. 2012).

Chez le berger Kangal, I'affection est décrite pour la premiére fois en Turquie en
2003 (Temizsoylu, Avki 2003), et depuis de nombreux articles ont montré
I'occurrence de cas dans la race, avec une suspicion de transmission héréditaire au
sein de familles de chiens. En France, cette suspicion a émergé d’'une hausse de la
prévalence qui nous a été décrite par les éleveurs de la race ; et c’est en partant de
ce postulat que nous nous sommes interrogés : comment définir cliniquement cette
affection et quelles en sont ses conséquences chez le berger Kangal ?
L'ankyloglossie est-elle une affection héréditaire et si oui quel est son mode de

transmission ? Peut-on identifier des génes candidats ?

Dans cette optique, nous avons réalisé une étude en deux parties : en premier
lieu, la partie bibliographique fait I'état des connaissances en matiére de génétique
du chien, d’anatomie et d’embryologie de la langue ainsi que sur I'ankyloglossie chez
'Homme et les autres espéces; en second lieu, la partie expérimentale vise a
étudier I'ankyloglossie chez le berger Kangal en France. Pour cela, nous avons
rassemblé des informations cliniques sur des chiens atteints et sains apparentés a
des chiens atteints auprés des éleveurs et propriétaires. En paralléle, nous avons
récupéré les pedigrees des chiens concernés pour réaliser une étude génétique de
I'affection. Enfin, nous avons recueilli des prélévements biologiques afin de

rechercher une cause génétique de I'ankyloglossie dans la race.



1. Partie bibliographique

1.1 Les études génétiques chez le chien

Une maladie est dite génétique si elle est la conséquence de modifications du
patrimoine génétique d'un individu. Elle est dite héréditaire si cette modification est

transmise d’'une génération a I'autre dans une famille.

Les arguments en faveur d’'une origine héréditaire sont une homogénéité clinique
(signes cliniques semblables, age équivalent a la déclaration des symptémes,
évolution similaire de la maladie...), une fréquence augmentée au sein d’un groupe
ou d’une lignée particuliere et l'observation d’'une fréquence augmentée de la
maladie en particulier dans les lignées consanguines (Feingold, Fellous, Solignac
1998).

1.1.1 Rappels de génétique

Chez les mammiféres, une maladie est dite « mendélienne » si elle suit les lois de
Mendel, c’est-a-dire que c'est une maladie héréditaire monofactorielle
(monogénique). On distingue les maladies portées par les chromosomes sexuels (X

ou Y) des maladies dites autosomiques.

On dit qu’'une maladie héréditaire est hétérogéne si le géne affecté est différent
d’'un patient a l'autre présentant pourtant le méme phénotype. A contrario, si un seul
gene est retrouvé chez tous les patients atteints, on dit que la maladie héréditaire est

homogeéne.

Pour identifier le mode de transmission génétique d’'une maladie mendélienne, il
existe un certain nombre de régles et de probabilités de risque caractéristiques,
regroupées dans le tableau 1. On définit des particularités propres a certains de ces

modes de transmission :

- Pénétrance incompléte : tous les porteurs du génotype a risque ne sont pas
atteints (effet de I'environnement, de I'expression d’'un autre géne, etc).
- Expressivité variable : deux individus avec la méme mutation présentent des

signes cliniques différents.
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Pseudodominance : une fréquence élevée de porteurs sains hétérozygotes
entraine des mariages avec une probabilité équivalente d’obtenir des
descendants atteints que lors d’'une transmission dominante.

Inactivation du X chez les femelles mammiféres : dans chaque cellule pour les
mammiféres femelles, un des deux chromosomes X est inactivé ; on a donc
des cellules qui expriment le chromosome X d’origine paternelle et des
cellules qui expriment le chromosome X d’origine maternelle.

Mosaicisme : présence concomitante de cellules normales et anormales,
conséquence d’'une mutation lors des divisions cellulaires d’'une série de
cellules dans le développement précoce d’un embryon ou foetus (Feingold,

Fellous, Solignac 1998).

11



Mode de transmission Définition Génotypes Probabilités Sex ratio Critére Saut de génération ? Particularités possibles
Géne porté par ) . o
+/+ : sain Croisement individu R ) o ) o ) .
un autosome et . o . Méme ratio Un individu atteint a au Pénétrance incompléte
) +/- : atteint sain/individu atteint : . .
Dominant un seul alléle . . masculin/ moins un de ses Non
i ) -/- : atteint risque de 50% pour Lo . L
muté suffit pour o féminin parents atteints. Expressivité variable
. (si viable) chaque enfant.
étre atteint
) Les individus atteints
Autosomique )
Gene porté par ) naissent souvent de
+/+ : sain . o . R ) )
un autosome et Croisement individus sains Méme ratio parents sains. Les .
i . . +/- : porteur . . . . . . Pseudodominance
Récessif il faut deux ) hétérozygotes : risque de masculin/ atteints naissent plus Oui souvent
sain
alléles mutés - - atteint 25% pour chaque enfant. féminin souvent lors
-/- : attein
pour étre atteint d’accouplements
consanguins.
Croisement entre pere
sain et mére atteinte :
risque de 50% pour
chaque enfant.
X+/X+,
Geéne porté par X+/Y : sains )
Croisement entre pere
le chromosome X+/Xm, . . Plus de
malade et mére saine : )
) X, un seul alléle Xm/Y : . femmes que Jamais de o
- X dominant ) . risque de 100% pour o o Non Inactivation du X chez les femmes
Lie au sexe suffit aux atteints . d’hommes transmission pere-fils.
o chaque fille, 0% pour .
individus pour Xm/Xm : atteints
N ) . chaque gargon.
étre atteints sévérement
atteinte )
Croisement de 2 parents
malades : risque de 50%
pour chaque gargon, 100%
pour chaque fille.
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Gene porté par

le chromosome

Croisement entre péere
malade et mere saine :
risque de 0% pour chaque

garcgon, risque de 50%

. X+/X+, X+/Y, pour chaque fille d’étre
X, il faut deux .
X+/Xm : porteuse saine. Plus
alléles mutés a ) . o
i . o sains d’hommes que | Jamais de transmision .
X récessif un individu ) . o Oui
R Xm/Xm, Croisement pére malade de femmes pereffils.
femelle pour étre . ) .
. Xm/Y : et mere porteuse saine : atteints
atteint et un seul . .
o atteints risque de 50% pour
pour un individu R
R chaque enfant d’étre
male .
malade, risque de 100%
pour chaque fille d’étre
porteuse.
Geéne porté par X/Y : sain Un pére transmet sa Uniquement )
L R Jamais de
Y le chromosome XYm : maladie a 100% de ses des males o o Non
. ) . transmission pereffille.
Y atteint fils. atteints
Une mére malade
. o transmet sa maladie a R . Hétéroplasmie : toutes les
Géne situé sur Méme ratio . . i
100% de ses enfants. . Une personne malade mitochondries ne sont pas mutées ;
Maternelle I’ADN / masculin et Non
. ! Un pére malade ne L a sa mére malade. variabilité de phénotype des
mitochondrial féminin

transmet jamais sa

maladie.

descendants.

Tableau 1 : Caractéristiques des modes de transmission d'une maladie héréditaire monogénique (Source personnelle).
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Il existe aussi des maladies polygéniques dont les effectifs de méales et femelles
sains et atteints dans les familles ne répondent pas aux caractéristiques citées

précédemment.

1.1.2 Le génome du chien

Le génome du chien, séquencé pour la premiére fois en 2005, est constitué de 38
paires d’autosomes et des deux chromosomes sexuels X et Y (Ostrander, Comstock
2004). Le chien est aujourd’hui un trés bon modéle de recherche médicale en
génétique car la cartographie de son génome est trés avancée (Hayward et al.
2016). Un des génomes de référence est le suivant : CanFam3.1 (issu d’'une femelle
Boxer) (Jagannathan et al. 2019) A ce jour, les archives européennes en matiére de
variations génétiques chez le chien (dog variant database and biomedical
consortium) contiennent environ 18 millions de SNV (single nucleotide variation) et
plus de 9 millions d’indels courts. Aujourd’hui, avec une quinzaine de chiens atteints
et une quinzaine de chiens témoins de la méme race et pour une méme affection, il
est possible d’identifier Il'alléle responsable de [Iaffection, pour une maladie

monogénique.

Actuellement se déroule le projet Dog10K, qui est le fruit d’'une collaboration
internationale qui vise a génotyper plus de 10 000 chiens en 5 ans, afin d’établir une

base explicative de leur diversité phénotypique (Ostrander et al. 2019).

1.1.3 Approche génétique de la santé du chien

Selon OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals), 842 caractéres
héréditaires faisant intervenir un seul locus ont été identifiés a ce jour chez le chien,
dont 542 constitueraient des potentiels modeles pour la santé humaine et 324 se
transmettraient selon des modalités mendéliennes (OMIA - Online Mendelian
Inheritance in Animals). L'étude du génome du chien et de ses affections héréditaires
permet donc en premier lieu de donner une base de réflexion pour limiter
'occurrence de ces problémes de santé (réalisation de tests génétiques), mais
également de mieux comprendre leurs mécanismes. La connaissance des maladies

canines bénéficie donc dans certains cas aux connaissances en médecine humaine.

Lors des travaux de recherche concernant les affections héréditaires du chien, la
démarche est la suivante : en premier lieu, I'affection doit étre diagnostiquée par un

vétérinaire et le phénotype correctement décrit. Des études épidémiologiques et
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familiales permettent de distinguer des maladies environnementales, héréditaires ou
faisant intervenir une composante génétique et environnementale. Par la suite, on
rassemble des prélévements de chiens atteints (dits « cas ») ou de chiens sains non
apparentés (dits « témoins »), ce qui permet de réaliser une étude cas/témoin. Sion

a prélevé des chiens atteints et leurs apparentés, on parle d’étude familiale.

Trois possibilités sont envisageables pour identifier le ou les géne(s)
responsable(s) de l'affection : soit certains génes sont suspectés d’étre impliqués
(par analogie avec une autre espece par exemple) et on va séquencer cette partie du
génome, auquel cas seuls peu dindividus suffisent ; soit on n’a pas de génes
candidats et on peut au choix soit réaliser un criblage génétique dans une grande
famille de chiens (plusieurs dizaines d’individus sont souvent nécessaires), soit faire
une analyse de liaison en comparant des cas et des témoins (plusieurs dizaines
d’'individus nécessaires) avec des marqueurs répartis sur l'ensemble des
chromosomes, a l'aide de puces a SNP (Jagannathan et al. 2019). On voit donc bien
gu’une étroite collaboration est nécessaire entre les éleveurs, les clubs de race, les
vétérinaires et les chercheurs si on souhaite obtenir toutes les informations

nécessaires a I'étude d’'une affection héréditaire.

Il est intéressant de noter que les échantillons nécessaires sont de taille inférieure
a ceux réalisés pour les études sur 'THomme, ce qui est la conséquence de la relative

homogénéité génétique au sein d’'une race.

1.2 La langue

1.2.1 Rappels d’anatomie

La langue du chien est un organe aux multiples fonctions : perception du godt,
mais aussi mouvements qui permettent la préhension et la mastication des aliments,
la déglutition, la prise de boisson, les léchages du chien ou de ses congénéres, ou

encore la régulation de la température corporelle par polypnée (Eubanks 2007).

C’est un organe long, mobile et musculeux. Elle est attachée sur l'os
basihyoide, et libre au niveau de la symphyse mandibulaire. Elle est constituée d’'un
corps (corpus linguae) et d’'une racine (radix linguae) séparés par une rangée de

papilles organisées en forme de V (Eubanks 2007).

Sa surface dorsale, le dorsum linguae, est rugueux car il porte les papilles

linguales kératinisées filiformes, fongiformes, circumvallées, foliées et coniques et
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est séparé en deux par une rainure médiane. Sa surface ventrale s’appelle le facies
ventralis linguae et son épithélium est doux. Les surfaces dorsale et ventrale sont
séparées par la margo linguae. Les deux marges se rejoignent pour former I'apex de

la langue, qui constitue la zone libre et la plus fine (Eubanks 2007).

Les papilles filiformes et fongiformes se localisent dans les premiers deux-tiers
de la langue, tandis que les circumvallées, foliées et coniques se situent dans le
dernier tiers (Eubanks 2007). Les papilles filiformes et coniques facilitent le
mouvement de I'ingestat dans la gueule, tandis que les fongiformes, circumvallées et

foliées contiennent des récepteurs gustatifs (Dellmann et Brown 1976).

La muqueuse linguale est épaisse et kératinisée sur la surface dorsale, tandis
gu’elle est fine et peu kératinisée sur la surface ventrale. Cette muqueuse forme le
frein de la langue sur la surface ventrale. Celui-ci connecte le corps de la langue au
plancher de la gueule. De part et d’autre du frein de la langue se trouve le plica
fimbriata, plis de la muqueuse de la surface ventrale de la langue. Il démarre prés du
bout rostral du frein et disparait progressivement au bout de deux centimétres (Evans
et Miller 2020).

Les muscles qui composent la langue sont les muscles extrinséques,
comprenant le styloglosse, le hyoglosse et le génioglosse, et les muscles

intrinséques, aussi appelés lingualis proprius (Eubanks 2007).

Le muscle styloglosse s’accroche sur I'os stylohyoide et est composé de trois
tétes musculaires qui s’insérent dans la langue a différents niveaux le long de son
axe. Il permet de tirer la langue caudalement et de soulever la partie caudale de la
langue (Evans et Miller 2020).

Le muscle hyoglosse se trouve a la racine de la langue. |l s’accroche sur la
surface ventrolatérale de l'os basihyoide et la fin de l'os thyrohyoide. Il s’étend
rostralement et dorsalement au muscule mylohyoidien et latéralement au muscle
geéniohyoidien et génioglosse. Il permet de rétracter et d’abaisser la langue (Evans et
Miller 2020).

Le muscle génioglosse est un muscle fin et triangulaire qui se trouve dans
I'espace intermandibulaire, sur la surface ventrale de la langue. Il s’accroche sur la
surface médiale de la mandibule, caudalement a I'origine du muscle géniohyoidien. I

permet d’abaisser la langue (Evans et Miller 2020).
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Le muscle propria linguae est constitué de multiples faisceaux musculaires
localisés dans le fascia de I'insertion des muscles extrinséques de la langue. lls se
divisent en quatre groupes mal délimités : fibrae longitudinalis superficialis, fibrae
longitudinalis profundi, fibrae transversae, fibrae perpendiculares. |l permet de faire
sortir la langue de la bouche et de réaliser les mouvements complexes pour la

mastication, la déglutition, la vocalisation (Evans et Miller 2020).

L'organisation de ces muscles est illustrée dans la figure 1.

Syloglossus, three heads

Qecipitohyoideus
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Figure 1 : Schémas des muscles de la langue et du pharynx, plans superficiels selon leur aspect latéral et plans profonds selon
leurs aspects latéraux et dorsaux (Source : Evans et Miller 2020).
Légende : premiere figure : Muscles de la langue et du pharynx en vue latérale ; deuxieme figure : A : Muscles de la langue et

du pharynx, dissection profonde, vue latérale ; B : Muscles du pharynx, vue dorsale ; C : Muscles du pharynx, dissection

profonde, vue dorsale ; D : Muscles du pharynx et du palais, dissection profonde, vue ventrolatérale.

La lyssa est un corps allongé et flexible d’environ 4cm de long chez un chien
de taille moyenne, situé dans le plan médian et sur la partie ventrale de la partie libre
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de la langue. La partie rostrale est superficielle tandis que la partie caudale s’enfonce
dans les fibres musculaires des muscles striés. La lyssa est encapsulée dans une
gaine de tissu conjonctif remplie de tissu adipeux, de muscle strié et
occasionnellement d’ilots cartilagineux. Elle pourrait agir comme un récepteur a

I'étirement de la langue (Evans et Miller 2020).

Les glandes linguales comportent des glandes séreuses et des glandes
muqueuses. Les glandes associées avec les papilles circumvallées ou foliées sont
exclusivement séreuses : ce sont les glandes gustatives (glandulae gustatoriae). On
retrouve d’autres glandes séreuses dans le tiers caudal de la langue, ainsi que de
nombreuses glandes mucoséreuses situées dans la sous-muqueuse de la langue
(Evans et Miller 2020).

L'innervation motrice de la langue est réalisée par le nerf Xll (hypoglosse). I
innerve les muscles intrinséques et extrinseques (hyoglosse, génioglosse et

styloglosse) de la langue (Evans et Miller 2020).

L'innervation sensitive est réalisée par le nerf lingual (issu des branches du
nerf V) qui permet la nociception, le ressenti de la température et la sensation de
toucher, la chorda tympani (issue des branches du nerf VII) pour la sensibilité
gustative, la sécrétion des glandes ainsi que le ressenti de la température et du
toucher, le nerf glossopharyngien (IX) pour la sensibilité gustative du tiers caudal de
la langue, la sécrétion des glandes, le nerf vague (X) pour la sensibilité du tiers
caudal de la langue, et le nerf hypoglosse (XIl) pour la sensibilité¢ profonde et la
proprioception de la langue (Evans et Miller 2020). Ces nerfs sont illustrés en figure
2.
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Figure 2 : Schéma de l'innervation de la langue. (Source : Evans et Miller, 2020).

La langue recoit une vascularisation veineuse par la veine linguale, qui
provient de la veine linguofaciale elle-méme provenant de la veine jugulaire externe.
La veine linguale démarre a I'apex de la langue et suit un trajet cranio-caudal,
accompagnée par l'artére linguale et le nerf hypoglosse. Sa position est latérale au
muscle génioglosse et médiale au muscle hyoglosse. La langue regoit également
une vascularisation veineuse de la veine sublinguale, qui démarre en partie rostrale
du frein de la langue et qui suit un trajet cranio-caudal sur la surface dorsale du
muscle mylohyoidien (plancher de la bouche). Elle est donc située entre le frein et le
bord latéral du plica fimbriata, dans la sous-muqueuse. Rostralement, cette veine est
accompagnée par la branche linguale du nerf V (mandibulaire) et par une artére
satellite. Elle permet le transport du sang depuis le frein de la langue, les canaux
salivaires sublingual et mandibulaire et la glande linguale polystomatique (Evans et

Miller 2020). Cette vascularisation de la langue est visible sur la figure 3.
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Figure 3 : Schéma de la vascularisation de la téte du chien. (Source : Evans et Miller 2020)
1.2.2 Rappels d’histologie

L’épithélium qui recouvre la langue est squameux stratifié avec des variations
d’épaisseur du stratum corneum : il est plus épais sur la surface dorsale que sur la
surface ventrale, ou il peut étre non kératinisé. Histologiquement, on retrouve les
papilles évoquées précédemment (filiformes, coniques, fongiformes, circumvallées,

foliées), qui présentent des formes différentes (Dellmann et Brown 1976).

Le frein de la langue n’a quant a lui été décrit histologiquement que
réecemment ; on distingue la définition histologique du frein de la langue entouré des
autres tissus (plancher de la bouche et surface ventrale de la langue) et la définition

histologique du frein de la langue isolé (Mills et al. 2020).

Une étude réalisée par Mills et al. sur 10 individus humains embaumés a
permis les observations suivantes. Le plancher de la bouche est recouvert d’'un
épithélium sous lequel on retrouve des couches horizontales de tissu conjonctif.
L'aspect et la composition de ce tissu conjonctif sont compatibles avec du fascia,

dont I'épaisseur varie d’'un individu a I'autre. Il comporte une proportion importante de

20



fibores de collagéne de type Il (qui permettent la distension et la mobilité), en
particulier dans la région du frein lingual, et de fines couches d’élastine. On
n’observe pas de « bande » médiane sous-muqueuse qui constituerait un cordon. La
grande majorité (8/10) des individus ne présente pas d’épaississement des couches
de fascia dans la région du frein lingual. En périphérie, le fascia du plancher de la
bouche fusionne avec le périoste mandibulaire ; au centre, le fascia du plancher de
la gueule fusionne avec le tissu conjonctif sous-muqueux de la face ventrale de la
langue. Le muscle génioglosse est suspendu au fascia du plancher de la bouche par
une fine couche verticale de tissu conjonctif continue avec la couche épimysiale qui
entoure le muscle. De part et d’autre de la ligne médiane, le fascia du plancher de la
bouche enveloppe de nombreuses structures : les glandes sublinguales, les canaux
sous-mandibulaires, la vascularisation de la langue. Linnervation quant a elle est
située superficiellement sur la surface ventrale de la langue, directement sous la
couche de fascia (Mills et al. 2020).

Le frein de la langue a ensuite été isolé chez 3 individus (cadavres frais).
Anatomiquement, on observe un « pli » plus ou moins épais et opaque selon les
individus, qui histologiquement est constitué du fascia du plancher de la bouche
élevé sur toute la longueur du frein associé a un amincissement de la partie la plus
superficielle de la muqueuse orale. Le muscle génioglosse est suspendu a la couche
la plus externe du fascia musculaire, qui s'insére dans les couches profondes des
fascia du plancher de la bouche. On remarque que la morphologie du frein de la
langue évolue sur sa longueur; il est plus complexe en partie antérieure qu’au

niveau de la « section coronale », ou il est le mieux défini (Mills et al. 2020).

La définition anatomique et histologique du frein de la langue a néanmoins été
revue récemment (Mills et al. 2019). Dans son étude, il réalise une dissection fine de
la langue et des tissus environnants sur 9 cadavres humains adultes afin d’établir les
différentes attaches de la langue a la bouche. Le frein de la langue est alors défini
comme une structure dynamique qui se forme par élévation d’'un pli médian de la
muqueuse du plancher de la bouche, par opposition avec ses définitions antérieures
(par défaut) qui la percevaient comme une « corde » médiane constituée de tissu
conjonctif a orientation antéro-postérieure. Cette nouvelle perception de son
organisation est illustrée par la figure 4. Il établit également les longueurs qui
peuvent physiologiquement varier d’'un individu a l'autre : hauteur de l'attache entre

le pli médian et la surface ventrale de la langue, hauteur de l'attache entre le fascia

21



du plancher de la bouche et la surface ventrale de la langue, hauteur de I'attache
entre le fascia du plancher de la bouche et la mandibule, longueur du frein, hauteur

de la remontée du muscle génioglosse dans le pli médian.

1. Presumed popular model of lingual frenulum stucture: a submucosal band

_ A

A =2 B

2. New evidence based understanding of lingual frenulum structure:
A fascial layer with overlying mucosa - with explanation for morphological variablity

Figure 4 : Schéma fournissant une nouvelle définition du frein de la langue (Source : Mills et al. 2019).
Légende : (1) Compréhension présumée de la structure du frein de la langue : une bande submuqueuse : (a) : langue
reldchée ; (b) : langue élevée, étirant le frein de la langue. Ligne rouge : muqueuse buccale. Ovale vert : coupe sagittale de la
bande submuqueuse de tissu conjonctif.

(2) : Nouvelle compréhension du structure du frein de la langue : ligne rouge : muqueuse buccale. Ovale vert : fascia du
plancher de la bouche, avec le muscle génioglosse suspendu au fascia. (a) : Langue reldchée, le fascia du plancher de la
bouche est juste sous la muqueuse. (b-d) : variations dans la morphologie du frein de la langue avec son élévation. (b)

« Transparent » : un pli muqueux s’éléve tandis que le fascia reste a la base du pli. (c) « Opaque » : la muqueuse et le fascia
s’élevent ensemble pour former le pli. (d) : « Large » : la muqueuse et le fascia s’élevent ensemble avec le muscle génioglosse
tiré dans le pli.

Une étude a par la suite été réalisée sur quatre cadavres de nouveaux-nés
humains afin de confirmer les observations réalisées sur les adultes et établir des
normes de taille qui permettront de distinguer les freins de la langue

« pathologiques » (ankyloglossie) des freins de la langue « normaux » (Tableau 2).

Frenulum (mm)

Height of Height of midline Length of frenulum: between  Frenulum length
ventral tongue attachment mandibular and ventral vs. ant tongue Description of
Cadaver attachment on mandible tongue attachments length (%) appearance
1 4 Not elevated 4 44 “Mixed”
2 2 Slight elevation 6 100 “Mixed”
3 6 Slight elevation 5 50 Transparent
4 4 Moderate elevation 7 70 Opaque

Tableau 2 : Dimensions et apparence des freins de langue de 4 nouveaux-nés (Source : Mills et al. 2019).
Légende : colonnes : cadavre ; hauteur de I'attache ventrale de la langue ; hauteur de I'attache a la mandibule ; longueur du

frein entre la mandibule et les attaches ventrales de la langue ; ratio entre la longueur du frein et la longueur de la partie
antérieur de la langue ; description de l'apparence.

Il a ainsi été démontré que le frein de la langue chez un nouveau-né, comme

chez un adulte, est une structure complexe en couches dont la morphologie évolue
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de fagon dynamique avec les mouvements de la langue. Ainsi, la mobilité de la
langue n’est pas due qu’aux muscles de la langue mais également au fascia du
plancher de la bouche qui joue un réle déterminant dans les mouvements de la partie
antérieure de la langue. Le muscle génioglosse, quel que soit sa « hauteur » lors de
sa remontée dans le frein, ne semble pas limiter les mouvements de la langue (Mills
et al. 2019).

1.2.3 Rappels d’embryologie
1.2.3.1 Généralités

La cavité buccale se développe consécutivement a la formation du second
palais et du choane ; les cellules ectodermiques se mettent en place pour former les
laminae labio-gingivale supérieure et inférieure, qui fusionnent en zone intermédiaire
pour former les Iévres, les gencives et le vestibule buccal et en zone latérale pour
former les joues et ainsi fermer la bouche. Caudalement, on retrouve les arcs
palatoglossiens qui s’étendent de la limite entre palais dur et palais mou jusqu’a la

racine de la langue (Hyttel, 2010).

La langue des mammiféres a pour origines les arcs branchiaux (provenant des
3 tissus du développement embryonnaire que sont I'ectoderme, 'endoderme et le
mésoderme), les myoblastes issus des myotomes occipitaux et les cellules de la

créte neurale (Cobourne et al. 2019).

En premier lieu, une proéminence médiale appelée tuberculum impar émerge
du 1°" arc branchial. Deux bourgeons latéraux également issus du 1°" arc branchial
se forment rostralement et latéralement a cette proéminence. Les deux bourgeons
latéraux et le tuberculum impar fusionnent pour donner les deux-tiers rostraux de la
langue (apex et corps) ; la ligne médiane formée par la fusion des bourgeons

latéraux forme le septum lingual et la lyssa (Figure 5).

La racine de la langue se développe a partir d’'une autre proéminence
médiane appelée copula, issue du 2° arc branchial et de 'éminence hypobranchiale,

issue des 3° et 4° arcs branchiaux (Hyttel, 2010).

Les muscles de la langue proviennent des myotomes occipitaux tandis que le
tissu conjonctif qu’elle contient provient des cellules de la créte neurale (Cobourne et
al. 2019).
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L'épithélium squameux stratifié¢ a une origine trées majoritairement
endodermique ; l'apex est néanmoins recouvert d'un épithélium d’origine

ectodermique (Hyttel, 2010).

L'innervation de la langue se réalise dans l'ordre qui suit: formation des
papilles fongiformes par le biais du développement de la chorda tympani (nerf facial
VII), puis formation des papilles circumvallées et foliées par le biais du
développement du nerf glossopharyngien IX. Enfin les papilles « mécaniques » se
forment, avec les deux-tiers rostraux innervés par le nerf trijumeau V (avec pour
origine le 1°" arc branchial) et le tiers caudal innervé par le nerf glossopharyngien IX
(avec pour origine le 3° arc branchial) et le nerf vague X (avec pour origine le 4° arc
branchial) (Hyttel, 2010).

Figure 5: Schéma du développement embryonnaire de la langue et du pharynx. Les zones roses sont issues du premier arc
branchial (Source : Hyttel, 2010).

Légende : A : I-VI : arc branchiaux | a VI, 1 : tuberculum impar ; 2 : bourgeons latéraux ; 3 : primordium de la glande
thyroide ; 4 : copula ; 5 : éminence hypobranchiale ; 6 : renflement aryténoide. B : stade plus avancé des structures définies
en A. 7 : orifice laryngé. C : langue du chien : 1 : apex de la langue ; 2 : corps de la langue ; 3 : racine de la langue ; 4 :
épiglotte ; 5 : aryténoide ; a : papilles fongiformes ; b : papilles circumvallées ; c : papilles filiformes.
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Chronologiquement, on observe d’abord une émergence de la langue par les
bourgeons des arcs branchiaux : elle est alors totalement fixée au plancher de la
bouche par une membrane médiale. Puis I'extrémité craniale de cette membrane
disparait par apoptose et résorption des muscles squelettiques, ce qui libere

I'extrémité la plus créniale de la langue (Morita et al. 2004).

1.2.3.2 Mécanismes génétiques et moléculaires du développement

de la langue

Chez I'Homme, de nombreux facteurs moléculaires entrent en jeu pour
permettre linduction, la migration et la différenciation des cellules a l'origine du

développement embryonnaire des muscles de la langue.

Parmi eux, on retrouve notamment Pax3, qui est un facteur de transcription a
I'origine de l'induction des cellules progénitrices dans les somites ; ce dernier joue
également un rble dans la migration des cellules en régulant la transcription du

récepteur a la C-met tyrosine kinase (Cobourne et al. 2019).

Les C-met et HGF (hepatocyte growth factor) interagissent pour la formation
des muscles squelettiques; les HGF interviennent donc également dans la
prolifération et migration des cellules a I'origine des muscles de la langue (Cobourne
et al. 2019).

Gab1 (protéine de liaison associée a GRB) a également été identifiée comme
partenaire de C-met phosphorylé pour réguler I'activité de HGF donc la prolifération

et migration des cellules myogéniques (Cobourne et al. 2019).

En paralléle, un certain nombre de molécules interviennent dans la régulation
des molécules sus-citées ; on citera Lbx1 qui est co-exprimée avec Pax3, Cxcr4
(récepteur au ligand des chémokines SDF1) qui interagit avec Gab1 et Six1 et Eya1,
qui interviennent sur la proliféeration des cellules myogéniques (Cobourne et al.
2019).

Les précurseurs myogéniques évoqués ci-dessus sont en étroite collaboration
avec les cellules de la créte neurale et les cellules épithéliales, par le biais d’'un

réseau de signalisation qui permet I'organisation de ces cellules entre elles.

En premier lieu, on peut citer SHH (Sonic hedgehog), qui est une protéine de
signalisation vis-a-vis des cellules de la créte neurale, secrétée au début du

développement de la langue ; elle est exprimée par les cellules de I'épithélium dorsal
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de la langue et son inactivation résulte en une aglossie. Les souris pour lesquelles il
manque une protéine nommée Smo (qui sert de récepteur a SHH sur les cellules de
la créte neurale) présentent une aglossie et une rétrognathie mandibulaire, ce qui est
similaire aux symptémes obtenus pour des souris qui n’exprimeraient pas SHH dans
'endoderme pharyngé et 'ectoderme oral, ainsi que pour des souris pour lesquelles
la protéine Kif3a IFT (« intra-flagellar transport ») serait inactivée dans les cellules de
la créte neurale. Toutes ces possibilités entrainent une absence de signal
compromettant la survie des cellules de la créte neurale et des précurseurs
myogeéniques dans la langue, et empéchant la migration des précurseurs
myogéniques a la racine de la langue. Enfin, SHH est associée aux co-récepteurs
Gas1 et Boc sans lesquels on obtient une hypoglossie ou une scission médiane de la

langue.

Par la suite, nous avons aussi TGF-B (« transforming growth factor ») qui
intervient dans la mise en place des précurseurs des muscles de la langue (issus du
mésoderme). Ce facteur régule la différenciation des cellules de la créte neurale et
favorise la communication intercellulaire lors de la mise en place des cellules
musculaires squelettiques. Chez les souris pour lesquelles TGF-3 a été inactivé, on
observe donc une microglossie et une désorganisation du tissu conjonctif et une
densité diminuée des fibres musculaires du septum lingual. Il est intéressant de
constater que TGF-3 sous sa forme dénaturée participe également a 'embryogeneése
en affectant la prolifération des myoblastes et leur différenciation, ainsi qu’en régulant
la prolifération des cellules de la créte neurale via Fgf10. Ce dernier permet
I'induction de TGF- sous toutes ses formes et joue ainsi un réle important dans la
prolifération des cellules myogéniques et des cellules de la créte neurale par
I'inhibition de Tak1. En contrepartie, Tak1 a un effet inhibiteur sur la prolifération des
cellules de la créte neurale par Fgf10. De plus, on peut citer Alk5 (récepteur de
TGF-B sur les cellules de la créte neurale), dont linactivation conduit a une
diminution de la prolifération des précurseurs myogéniques. Ceci est la conséquence
d’'une diminution de I'expression de Bmp4 dans les cellules de la créte neurale, qui

permet la différenciation des cellules myogéniques.

Enfin, Wnt est une protéine de signalement qui régule le développement de la
langue. Lorsque son activité est diminuée, on observe une microglossie associée a
un développement défectueux des cellules de la créte neurale. Des malformations

sont également associées a une inactivation de Wnt : on obtient un épithélium fin et
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non stratifié, une perte de la lamina propia et une hypoplasie associée a une
désorganisation des fibres musculaires ; on conclut donc que Wnt permet la
prolifération de I'épithélium de la langue et a la fois intervient dans la prolifération des
cellules myogéniques et des cellules de la créte neurale. Ces fonctions passent par
I'induction de Notch qui régule Pax7 et qui permet également I'autorégulation de Wnt
par son inhibition dans I'épithélium. Le ligand le plus représenté parmi les Wnt est
Wnt5a dans I'épithélium et le mésenchyme superficiel de la région antérieure, et son

inactivation peut conduire a I'ankyloglossie (Cobourne et al. 2019).

L’ensemble des molécules sus-citées et leurs interactions sont rassemblées
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Figure 6 : Organigramme regroupant les molécules impliquées dans le développement embryonnaire de la langue de la
souris (Source : Cobourne et al. 2019).
Légende : en gris : cellule épithéliale ; en bleu : cellule de la créte neurale ; en rose : cellule mésodermique. On regroupe ici

les interactions entre les molécules de signalisation TGF- 8 (vert), Wnt (violet), Notch (orange) et SHH (rouge).

1.2.4 L’ankyloglossie

1241 Chez 'Homme

1.2.4.1.1 Phénotype
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L’ankyloglossie, du grec « agkilos » pour « courbé » et « glossa» pour
« langue », est une affection congénitale a I'origine d’'un raccourcissement du frein de

la langue, provoquant une diminution de la mobilité linguale.

La définition de I'ankyloglossie est trés controversée : certains auteurs ne
considéerent que des facteurs anatomiques, tandis que d’autres prennent en

considération des facteurs fonctionnels en plus des facteurs anatomiques.

L’ankyloglossie peut-étre quantifiée anatomiquement avec la classification de
Kotlow, qui répartit en 4 groupes les cas d’ankyloglossie selon la longueur de la

partie libre de la langue (Kotlow 1999) :
Type | : ankyloglossie légére : 12-16 mm
Type Il : ankyloglossie modérée : 8-11 mm
Type Il : ankyloglossie sévére : 3-7 mm
Type IV : ankyloglossie compléte : moins de 3 mm

Une autre classification anatomique de l'ankyloglossie est proposée par
Coryllos (Coryllos et al. 2004), en 4 groupes en fonction de la zone d’insertion du

frein sur la langue et de la morphologie du frein de la langue :
Type 1 : Insertion du frein de la langue a son extrémité libre.
Type 2 : Insertion du frein de la langue a 2-4mm de son extrémité libre.

Type 3: Frein épais, inséré au milieu de la langue et du plancher de la

bouche, généralement plus court et moins élastique.

Type 4 : Frein épais, brillant et trés peu élastique qui s’insére a la racine de la

langue.

Type | Type 2 Type 3 Type 4

Figure 7 : Photographies des différents types d'ankyloglossie chez I’Homme selon Coryllos (Source : Coryllos et al.

2004).
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Les types 1 et 2 sont dits « ankyloglossie antérieure » tandis que les types 3

et 4 sont dits « ankyloglossie postérieure ».

L'échelle de Hazelbaker (HATLFF) est une méthode quantitative visant a
diagnostiquer l'ankyloglossie par le biais de 7 paramétres fonctionnels et 5
parametres anatomiques, référencés dans le tableau 3. Le clinicien attribue pour
chaque paramétre une note comprise entre 0 et 2, puis réalise la somme des notes
obtenues. Pour un score final égal a 14, il n’y a pas d’ankyloglossie ; pour un score
final compris entre 11 et 14, il N’y a pas d’ankyloglossie a la condition que le score
des parameétres anatomiques soit supérieur a 8 ; enfin, pour un score inférieur a 11,
on estime qu'’il y a ankyloglossie et qu’une prise en charge est nécessaire (Amir et al.

2006). Ces critéres sont regroupés dans le tableau 3.
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Parameétres anatomiques

Parameétres fonctionnels

Aspect de la langue soulevée :
2 : ronde ou carrée

1 : pointe avec une fissure médiane

Latéralisation :
2 : compléte

1: ne concerne que le corps de la langue et pas

0 : en forme d’un coeur ou d’'un V la pointe
0 : absente
Elasticité du frein : Elévation :

2 : trés élastique
1 : élasticité modérée

0 : peu ou pas du tout élastique

2 : pointe a mi-distance bouche ouverte
1 : seulement les bords a mi-distance
0 : pointe fixée au procés alvéolaire ou se trouve

a mi-distance bouche fermée

Longueur du frein, langue soulevée :
2 :>1cmou incrusté
1:1cm

0:<1cm

Protraction :

2 : pointe sur la lévre inférieure

1 : pointe seulement sur la gencive inférieure

0: absence de positionnement antérieur ou

formant une bosse enroulant sur le frein

Insertion linguale du frein :

2 : postérieurement au sommet de la pointe

1 : sur le sommet de la pointe

0 : en encoche

Etalement de la pointe :
2 : complet
1 : modéré ou partiel

0 : peu ou absent

Insertion alvéolaire du frein :
2 : dans le plancher ou basale
1: basse

0 : haute

Effet ventouse :

2 : bords entiers, bon effet ventouse

1 : uniquement les bords latéraux, effet ventouse
modéré

0 : peu ou pas d’effet ventouse

Péristaltisme :
2 : complet d’avant en arriére depuis la pointe
1 : partiel, commence en arriére de la pointe

0 : absent ou inversé

Relance de la prise :
2 : absente
1 : périodique

0 : fréquente ou a chaque tétée

Tableau 3 : Paramétres de I'échelle de Hazelbaker. Traduit de (Hazelbaker, 1993).

Un consensus clinique a été proposé par [|'Académie Ameéricaine
d’Otolaryngologie et de Chirurgie du Cou et de la Téte, lors d’'une étude fondée sur la
méthode de Delphes appliquée par des otolaryngologistes pédiatriques (Messner et
al. 2020). Une série de 89 affirmations a été présentée 3 fois aux experts pour établir

ce consensus clinique ; sur ces 89 affirmations, 41 ont fait consensus, 17 en étaient
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proches et 21 ne I'atteignaient pas. Parmi les affirmations faisant consensus, deux
permettaient d’établir des méthodes diagnostiques pour [I'ankyloglossie :
« L'ankyloglossie est une affection causant une diminution de mobilité de la langue a
cause d’un frein de la langue raccourci. » ; « L'ankyloglossie chez I'enfant doit étre
évaluée par l'anamnése (comprenant les commémoratifs sur la lactation) et un
examen clinique, comprenant inspection et palpation. ». Ici, on a donc une prise en
considération des commémoratifs notamment en matiére d’allaitement pour le

diagnostic d’ankyloglossie.

La plupart du temps, I'ankyloglossie est une affection « isolée », mais on la
retrouve parfois associée a d’autres dans le cadre de syndromes: syndrome
d’Ehlers-Danlos, syndrome de Beckwith-Wiedemann, syndrome de Simosa, fente
palatine liee a I'’X, syndrome orofaciodigital de type 1 (Belmehdi et al. 2018). On
décrira notamment des cas d’ankyloglossie familiale associées a des fentes
palatines et des anomalies concernant le nombre de dents (Forbes et al. 1996;
Lenormand et al. 2018).

Le diagnostic différentiel de I'ankyloglossie comprend toutes les anomalies
congeénitales ou non de la langue et de ses annexes qui peuvent en diminuer la
mobilité : langue bifide, lingua plicata, thyroide ectopique linguale, malformations

lymphatiques, ranula, macroglossie (Becker et Mendez 2021).

1.2.4.1.2 Epidémiologie

De fortes variations existent dans lincidence de I'ankyloglossie selon les

différentes études.

Dans une étude réalisée sur 1041 nouveau-nés choisis aléatoirement et
examinés (observation de I'épaisseur du frein de la langue et identification de la
présence d’'un sillon au bout de la langue), il a été constaté une incidence de 4,8%
(50 individus) de l'ankyloglossie avec une gravité variable de faible a modérée (pas

de cas sévere) (Messner et al. 2000).

Une autre étude réalisée aux Etats-Unis a évalué l'incidence de I'ankyloglossie
dans une population de nourrissons allaités au sein, sur 2763 patients hospitalisés et
273 patients non-hospitalisés et qui présentaient un trouble de l'allaitement. Le
diagnostic d’ankyloglossie était alors réalisé a I'aide du HATLFF et mis en parallele

avec les difficultés rencontrées lors de l'allaitement maternel. L'ankyloglossie a été
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diagnostiquée chez 88 individus hospitalisés, soit 3,2%, et 35 des patients non
hospitalisés, soit 12,8% (Ballard et al. 2002).

En paralléle, une étude rétrospective a été réalisée sur tous les nouveaux-nés
dans un hdpital espagnol entre le 1° janvier et le 31 décembre 2018 ; sur les 1392
nouveaux-nés considérés, 645 ont recu le diagnostic d’ankyloglossie (46,5%) par la
méthode de Hazelbaker. Parmi ceux-ci, 453 étaient symptomatiques (70,2%), donc
32,5% des nouveaux-nés présentaient une ankyloglossie clinique. Ces chiffres sont
trés supérieurs a ceux obtenus par ailleurs ; se pose la question du surdiagnostic lié
a une modification des criteres de définition d’ankyloglossie, et de la démarche de

recherche (démarche active ici) (Maya-Enero et al. 2021).

Enfin, une étude réalisée en Norvege et publiée en 2021 qui nous fournit les
chiffres issus du Registre des Patients Norvégiens annonce une incidence de 2,8%

chez les nouveaux-nés norvégiens en 2019 (Haug et al. 2021).

L'incidence est augmentée chez les individus masculins, avec un sex-ratio de
2.6:1.0 dans le cadre d’'une premiére étude contenant 1041 individus (Messner et al.
2000), de 2.04:1.0 dans le cadre d’'une autre comprenant 149 individus (Han et al.
2012), et enfin de 1.5:1.0 dans une troisieme étude comprenant 127 individus
(Ballard et al. 2002).

On a observé une augmentation du diagnostic d’ankyloglossie de 834% entre
1997 et 2012 aux Etats-Unis, a I'étude de la base de données qui regroupe les
informations sur tous les patients enfants américains (« KIDS database ») (Walsh et
al. 2019). Dans de nombreux pays, des études ont été réalisées ces 5 derniéres
années afin de mettre en évidence cette hausse de diagnostic d’ankyloglossie, car
elle a un impact fort sur la réalisation de procédures chirurgicales pour les enfants
concernés. Par exemple, en Norvége, 7 fois plus de diagnostics d’ankyloglossie ont
été posés en 2019 qu’en 2008, avec une augmentation progressive entre ces
années (Figure 8) (Haug et al. 2021). En paralléle, une étude menée au Canada
entre 2002 et 2014 sur I'ensemble des données du Canadian Institute for Health
Information a montré une hausse de plus de 15 points du taux de diagnostiques pour

1000 naissances entre ces années (Lisonek et al. 2017) (Figure 9).
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Figure 8 : Graphique présentant le nombre de diagnostics d'ankyloglossie et de frénotomies pour 1000 naissances au cours

du temps en Norvege (Source : Haug et al. 2021).
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Figure 9 : Graphique présentant le nombre de diagnostics d'ankyloglossie et de frénotomies réalisées pour 1000 naissances
au cours du temps au Canada (Source : Lisonek et al. 2017).

Indirectement, cette hausse se ressent dans le nombre d’interventions
chirurgicales (frénotomies) réalisées sur les enfants : dans cette méme étude au
Canada, le taux de frénotomies réalisées pour 1000 naissances a augmenté de prés
de 11 points (Lisonek et al. 2017) ; en Australie, une étude rétrospective entre 2006
et 2016 sur le nombre de frénotomies réalisées a montré une hausse de 420% du
taux d’enfants entre 0 et 4 ans opérés pour 1000 naissances (Tableau 4) (Kapoor et
al. 2018).
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2006 2016

Children Rate per 1000 Children Rate per 1000 Change in rate,

Region (0O—4 yrs) Frenotomies children (0—4 yrs) (O—4yrs) Frenotomies children (0O—4 yrs) 2006-2016
Australian Capital Territory 20 781 9 0.43 27 816 459 16.5 3710%*
Western Australia 129 770 267 2.06 175 292 2274 13.07 530%%
New South Wales 431534 411 095 495 452 27 5.59" 487%*
Queensland 263 024 265 1.01 319 561 1849 5797 4749%F
South Australia 89 004 104 117 101 567 558 5.497 3709%*
Northern Territory 17 561 5 0.28 1917 22 1157 303%*
Victoria 312 581 502 1.61 396 693 1999 5.047 214%*
Tasmania 30123 17 056 30 615 15 0.497 —13%
Australia 1294 378 1580 122 1566 167 9947 6.35 420%

* Medicare itemn codes: 30278, 30281, 52081, 52084. + Compared with rate for Australian Capital Territory: < 0.001. 1 Calculations used unrounded rates for 2006 and 2016.
For all states and territories, except Tasmania: P < 0.001. #

Tableau 4 : Comparaison des proportions de frénotomies réalisées pour 1000 enfants entre O et 4 ans dans les différentes

régions d’Australie, en 2006 et 2016 (Source : Kapoor et al. 2018).

1.2.4.1.3 Causes

Parmi les causes supposeées d’ankyloglossie qui est une maladie congénitale,

on retrouve les causes tératogénes et les causes héréditaires.
Tératogénes

La cause tératogéne documentée est la consommation de cocaine chez les
meéres de nouveaux-nés atteints ; ainsi, indépendamment des facteurs de sexe et
d’éthnie, I'ankyloglossie est 3,5 fois plus présente chez les enfants de méres
consommatrices de cocaine que chez les autres enfants (Harris et al. 1992). Une
diminution des mitoses et du taux de croissance pourrait expliquer I'apparition

d’ankyloglossie dans ce cadre.
Héréditaires

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) est une base de données chez
'Homme en ligne des cas référencés pour chaque affection dont la cause est
supposeée génétique et afin d’établir des hypothéses quant aux modes de
transmission génétiques par I'analyse des pedigrees. L'ankyloglossie est référencée
sous le numéro 106280 (303400 si ankyloglossie associée a une fente palatine) et
OMIM répertorie les cas cliniques décrits et les modes de transmission génétiques

SuUpposes.

A ce jour, cette affection congénitale est supposée héréditaire (Han et al. 2012)
mais son mode de transmission n'a pas été élucidé avec certitude. En outre, on
retrouve des cas sporadiques qui concernent trés majoritairement des hommes : lors

d'une étude réalisée via des questionnaires remplis par 166 patients atteints
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d’ankyloglossie (106 hommes et 60 femmes) afin d’établir les liens familiaux avec
d’autres atteints, on a obtenu un sex-ratio homme/femme de 1.2 :1.0 chez les
patients qui avaient un collatéral atteint contre un sex-ratio homme/femme de 2.9 :
1.0 chez les patients qui n’avaient pas de collatéral atteint (Klockars et Pitkaranta
2009).

Neuf études ont été menées sur des familles en vue d’établir le mode de
transmission de [l'ankyloglossie. Deux modes de transmissions probables se
détachent : d’'une part, un mode autosomique dominant a pénétrance incompléte ou
récessif (Klockars et Pitkaranta 2009; Devasya et Sarpangala 2017; Klockars, 2007;
Lenormand et al. 2018; Morowati et al. 2010; Acevedo et al. 2010; Keizer, 1952) ;
d’autre part, un mode dominant ou récessif lié a I’X (Gorski et al. 1994; Stanier et al.
1993; Han et al. 2012) dans le cadre d’ankyloglossie associée ou non a une fente
palatine (dite « CPX »).

Le mode autosomique dominant a pénétrance incompléte ou récessif est
supposé dans des familles dans lesquelles I'affection touche autant les femmes que
les hommes, avec des sauts de générations (qui peuvent étre dus a la pénétrance

incompléte ou a la récessivité) (Figure 10).
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Figure 10 : Pedigrees des familles atteintes d’ankyloglossie, desquels un mode de transmission autosomique dominant a
pénétrance incompleéte ou récessif a été déduit chez I’Homme (Sources : Keizer, 1952 ; Klockars, 2007 ; Klockars et Pitkaranta,
2009 ; Morowati et al. 2010; Acevedo et al. 2010 ; Devasya et Sarpangala, 2017 ; Lenormand et al. 2018).

Légende : la fleche noire indique le premier individu identifié comme porteur, les carrés représentent des hommes et les
ronds des femmes, un remplissage uni noir indique un individu atteint, blanc un individu sain et rayé un statut inconnu. Un
point signifie une hypodontie rapportée chez I'individu ; une bande noire verticale une hypodontie associée a des dents
surnuméraires ; un double trait de liaison signifie un mariage consanguin ; une étoile marque un individu examiné par un

meédecin.
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A : pedigree issu de (Acevedo et al. 2010) ; B : pedigree issu de (Klockars, 2007) ; C : pedigree issu de (Morowati et al. 2010) ;
D : pedigree issu de (Keizer, 1952) ; E : pedigree issu de (Devasya et Sarpangala, 2017) ; F : pedigree issu de (Lenormand et al.
2018) ; G : pedigree issu de (Klockars et Pitkaranta, 2009)

Le mode dominant ou récessif lié a I'X est supposé suite a I'étude de familles
dans lesquelles l'affection touche davantage les hommes que les femmes, avec pour
hypothése qu’une mutation récessive sur I’X entraine un phénotype malade chez les
hommes tandis qu’il faudrait une homozygotie de ce méme géne muté chez les

femmes pour entrainer un phénotype malade (Figure 11).
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Figure 11 : Arbre généalogique d'une famille atteinte de CPX (X linked cleft palate) (Source : Gorski et al. 1994).
Légende : la fléche noire indique le premier individu identifié comme porteur, les carrés représentent des hommes et les
ronds des femmes, un remplissage uni noir indique un individu atteint, mi-noir mi-blanc un individu porteur sain et rayé un
statut inconnu. La présence d’un point sous l'individu signifie qu’un diagnostic clinique a été réalisé et/ou du sang a été
prélevé.

A I'heure actuelle chez 'Homme, deux genes sont candidats pour étre porteurs
d’'une mutation responsable de I'ankyloglossie : TBX22 et LGR5 (Braybrook et al.

2001; Morita et al. 2004).

Le géne TBX22 est un géne de la famille T-box (génes du début du
développement embryonnaire), localisé sur le chromosome X au locus Xq21.1
(Gene: ToolBox22 (ENSG00000122145) - Summary - Homo sapiens - Ensembl
genome browser 106 2022). Il est impliqué dans l'organisation des structures
cranio-faciales dont notamment la palatogenése et la glossogenése (Herr et al.,
2003). Les protéines issues de la transcription des génes T-box sont des activateurs
de la transcription de certaines protéines : notamment la protocadhérine paraxiale
(PAPC), une protéine transmembranaire qui intervient dans I'adhésion sélective des

cellules et le mouvement des cellules lors du développement embryonnaire ; et la
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famille de protéines FGF (fibroblast growth factor) qui activent la migration et la
multiplication des cellules-cibles (Smith, 1999). Le géne TBX22 intervient dans le
cadre de l'ankyloglossie dite « CPX » (mode dominant ou récessif lié a I'’X ou
I'ankyloglossie est associée a une fente palatine) ; il a été identifié dans les familles
sus-citées (Gorski et al. 1994) par hybridation par fluorescence, localisé sur la partie
proximale du bras long du chromosome X, entre DXS159 et DXS3 ou entre PGK1 et
DXYS1X respectivement pour les familles Manitoba Mennonite et de
Colombie-Britannique (Gorski et al. 1994). A laide de YAC (« yeast artificial
chromosome » : chromosome artificiel issu de levure) créés spécifiquement pour
s’étendre sur les 3 Mb que représentent les marqueurs DXS1002 et DXYS1X, la

position exacte du géne a l'origine de CPX a pu étre précisée (Forbes et al. 1996).

Le géne LGRS, localisé sur le chromosome 12, au locus 12g21.1 (Gene:
Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 (ENSG00000139292) -
Summary - Homo sapiens - Ensembl genome browser 106 2022), code pour une
protéine transmembranaire majeure servant de récepteur notamment dans le cadre
du développement embryonnaire, dont le ligand précis n’est pas connu a ce jour
(pourrait intervenir dans l'interaction avec les hormones glycoprotéiques telles que
FSH, LH et TSH). La protéine LGRS est trés conservée chez les mammiféres, et
comporte 7 sections avec un grand domaine extracellulaire N-terminal. Chez des
souris chez qui LGRS a été inactivé, une ankyloglossie a été observée (cf 1.1.4.1)
(Morita et al., 2004).

Néanmoins, une autre étude a exclu ces deux genes dans le cadre d’'une analyse
de pedigrees combinée a une recherche de marqueurs microsatellites (Lenormand et
al. 2018). Les patients de cette famille présentaient une ankyloglossie associée ou
non a I'absence des incisives centrales de la machoire inférieure. Or, d’'une part une
transmission par mutation de TBX22 n’était pas possible car on observait dans les
pedigrees des transmissions pére-fils qui excluent donc une atteinte portée par I'X;
d’autre part, une analyse de liaison utilisant 4 marqueurs microsatellites (D12S2195,
D1251711, D12S80, D12S2206) situées a proximité du géene LGRS ont permis
d’exclure une liaison entre ce locus et le phénotype de I'ankyloglossie. On en conclut
donc que dautres mécanismes génétiques peuvent étre a lorigine d'une

ankyloglossie : il s’agit probablement d’'une maladie génétiquement hétérogéne.
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1.2.4.1.4 Conséquences

L'ankyloglossie a un impact important sur les enfants concernés, d’une part
par les difficultés que cela crée pour téter au sein, d’autre part il est supposé par
certains auteurs qu’une bonne mobilité linguale est nécessaire pour s’exprimer

oralement.

Les difficultés d’allaitement sont la problématique majeure pour les
nouveaux-nés atteints d’ankyloglossie car elles entrainent des douleurs au niveau
des tétons de la mere, une prise de poids diminuée de I'enfant et un sevrage précoce
(Messner et al. 2000). Une étude prospective réalisée dans une maternité entre 2014
et 2015 a recueilli les témoignages (score d’allaitement et questionnaire) de 776
meéres dont 345 exprimant des difficultés au niveau de I'allaitement de leur enfant ;
en paralléle, des HATLFF ont été réalisés sur les enfants. On observe une part
significative d’enfants atteints d’ankyloglossie parmi les couples meres-enfants
décrivant des problemes séveres d’allaitement (odds-ratio: 2,6; P = 0,014)
(Schlatter et al. 2019). Des résultats équivalents ont été obtenus pour les paramétres
suivants : faible poids de naissance, pas d’expérience précédente d’allaitement,
enfant prématuré. On en conclut que I'ankyloglossie a un impact significatif dans le

cadre des problémes sévéres d’allaitement chez I'enfant (Schlatter et al. 2019).

Les difficultés d’élocution, quant a elles, sont un sujet controversé quand on
parle des conséquences de I'ankyloglossie. Seuls 23% des pédiatres s’accordent a
dire qu'’il y a un impact de I'ankyloglossie pour I'’élocution de I'enfant. Une revue a été
réalisée au West China Hospital of Stomatology en proposant une relecture d’articles
scientifiques depuis aolt 2020, permettant la sélection de 3 études a analyser qui
comparaient lincidence de problémes d’articulation entre des enfants atteints
d’ankyloglossie et des enfants sains. Parmi ces 3 études, 2 utilisaient des tests
objectifs d’articulation pour évaluer les problémes d’élocution, comme le TPT (test de
phonologie) et le DEAP (sous-test d’évaluation diagnostique de l'articulation et de la
phonologie) ou une évaluation de la prononciation des «r». La derniére étude
utilisait a contrario une méthode subjective en demandant aux parents d’évaluer la
qualité de I'élocution de leur enfant avec I'échelle de Likert (Wang et al., 2022).
Tandis que les premiéres études concluaient a une absence de différence
significative entre les enfants atteints d’ankyloglossie et les enfants sains, la derniere

concluait a une différence significative dans la perception de la qualité d’élocution
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des enfants selon leurs parents. A ce jour, il n’est donc pas possible de conclure
avec certitude sur une fréquence supérieure de difficultés d’élocution chez les

enfants atteints d’ankyloglossie (Wang et al., 2022).

1.2.4.1.5 Prise en charge

La prise en charge de l'ankyloglossie chez le nouveau-né est un sujet
controversé. Avant d’envisager des prises en charge au niveau de I'enfant, il faudrait
proposer un soutien et une formation aux méres qui vont allaiter. Il est possible, en
fonction du diagnostic posé et de la sévérité de I'affection, de réaliser une chirurgie
dont les modalités sont variables (frénotomie, frénectomie) ou de choisir de ne pas
intervenir chirurgicalement et de mettre en place une thérapie orthophonique. A ce
jour, aucune étude n’a démontré l'efficacité de thérapies non-invasives comme de

I'orthophonie dans le cadre de I'ankyloglossie (Haug et al., 2021).

Les techniques chirurgicales pour traiter I'ankyloglossie sont nombreuses et |l
n’existe pas de consensus concernant la technique la plus adaptée en fonction de la
séveérité de [l'ankyloglossie ou de l'age du patient, qui est donc laissée a
I'appréciation du clinicien (Junqueira et al., 2014). On distingue trois types de
techniques : la frénotomie, qui est « conservative » ; la frénectomie, pour laquelle le
frein est totalement excisé ; et la frénuloplastie (Belmehdi et al., 2018). Celles-ci
peuvent étre réalisées a la lame froide ou au laser et nécessiter une suture ou pas

en fonction des saignements constatés (Ramoser et al. 2019).

L'efficacité des techniques chirurgicales décrites a été étudiée récemment,
notamment par une étude rétrospective qui cherche a évaluer l'utilité de la
frénotomie chez les nouveaux-nés et chez les enfants, avec un bilan a court-terme et
un bilan a long-terme. Sur les 141 parents ayant répondu au questionnaire de
court-terme pour leur enfant atteint et opéré, 86% rapportaient une amélioration des
symptdémes ; au long-terme, sur les 164 patients concernés, 82% des parents
rapportaient une amélioration clinique également. En outre, la frénotomie est un acte
peu invasif, rapide et considéré comme une procédure chirurgicale a risque per et
post-opératoire faible. On peut donc envisager que la frénotomie soit une méthode
fiable et améliorant rapidement les signes cliniques des enfants concernés. Il faut
néanmoins signaler qu’il n'y avait pas ici de groupe témoin, pour lequel une
ankyloglossie aurait été diagnostiquée et non traitée ; on ne peut donc pas conclure
avec certitude que la frénotomie soit la meilleure méthode pour le traitement de
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I'ankyloglossie (Ramoser et al. 2019). En paralléle, dans une autre étude, aucune
différence n’a été constatée sur I'élocution entre un groupe d’enfants atteints opérés
(frénectomie) et un groupe d’enfants atteints non-traités : ceci remet en cause non
seulement l'effet de I'ankyloglossie sur I'élocution mais aussi l'utilité des procédures

chirurgicales sur les effets de I'ankyloglossie sur I'élocution (Daggumati et al. 2019).

Enfin, la chirurgie quelle que soit la méthode présente des risques de
complications post-opératoires comme des saignements, infections, lésion des
canaux salivaires submandibulaires, sans parler du risque que la chirurgie ne corrige
pas le probléme initial (si lI'ankyloglossie n’était pas la cause du trouble de
I'allaitement ou du langage) (Haug et al. 2021). En outre, comme nous I'avons vu
précédemment, le diagnostic d’ankyloglossie n'est pas standardisé et une tendance
trés forte a la hausse du nombre de cas diagnostiqués et opérés a été constatée ces
derniéres années ; c’est pourquoi, le 26 avril 2022, I'’Académie Nationale de
Médecine francgaise a rédigé un communiqué intitulé « Coup de frein a la frénotomie
linguale chez les nouveaux-nés et les nourrissons ! », appelant les professionnels de
santé a la vigilance et proposant les recommandations suivantes : en I'absence de
probléme d’allaitement, ne pas opérer; en présence de probléme d’allaitement,
réaliser une démarche diagnostique méthodique et compléte et proposer en premier
lieu des mesures conservatrices ; en cas d’échec des mesures conservatrices enfin,
proposer la chirurgie en mettant en avant les inconvénients cités plus haut. En
parallele, des études doivent encore étre menées afin d’établir une démarche
diagnostique standardisée de l'ankyloglossie chez I'enfant (Académie nationale de
Médecine, 2022).

1.2.4.2 L’ankyloglossie chez les autres espéces

Des cas ont été décrits et étudiés ou pris en charge chez trois autres

especes : la souris, la vache et le dromadaire.

1.2.4.2.1 La souris

Chez la souris, des études ont été menées pour identifier les génes a l'origine
des malformations congénitales craniofaciales dans leur globalité, ce qui comprend

entre autres les malformations de la langue dont I'ankyloglossie fait partie.
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Comme nous I'avons vu dans la partie 1.2.4.1.3, le géne TBX22 a été étudié
dans le cadre de l'ankyloglossie. Afin de déterminer les similitudes entre les
séquences d’ADN du géne TBX22 de la souris et de 'Homme, I'outil BLAST (« Basic
Local Alignment Search Tools ») a d’abord été utilisé. Ce dernier est un programme
qui permet la comparaison de séquences nucléotidiques ou protéiques entre elles a
partir de bases de données et d’en calculer une différence statistique. Parmi les 4
séquences reconnues, a été identifi€¢ un marqueur du chromosome X qui permettait
d’émettre I'hypothése qu’il s’agissait d’'une séquence murine orthologue a la
séquence humaine. La comparaison des ADNc issus des sections codantes a
montré 82% d’identité entre les séquences nucléotidiques et 72% d’identité/80% de
similarité entre les séquences protéiques (Figure 12) . Les deux séquences codantes
étant similaires, il a été conclu que la souris constituerait un modéle satisfaisant pour

visualiser I'action du géne TBX22 (Braybrook et al., 2002).
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Figure 12 : Comparaison des séquences protéiques de TBX22 chez 'Homme et la souris (Source : Braybrook et al., 2002).

La suite de I'étude a été consacrée a observer I'expression de TBX22 au
cours du développement embryonnaire de la souris a I'aide de RT-PCR réalisées sur
’ARN total de 'embryon prélevé entre les jours embryonnaires E7,5 et E16,5. Des
faibles niveaux d’expression de TBX22 ont été détectés a E9,5, E10,5, E12,5, E15,5

et E16,5. Aucune expression de TBX22 n’a été détectée avant E8,5. Pour avoir une
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meilleure perception de son expression dans I'espace, la présence de TBX22 a été
révélée sur des coupes craniofaciales d’embryons. L'expression a été repérée en
premier lieu dans les étages palatins latéraux et médial (E12,5), puis dans le
mésenchyme palatin (E13,5). En particulier, I'expression est importante aux
localisations ou il y a une forte expression de TGFB3. Un autre site d’expression de
TBX22 est la partie antérieure de la langue, au niveau des cellules issues de la créte
neurale du premier arc branchial, et tout particulierement a la racine de la langue et
donc son frein. A E14,5 I'expression de TBX22 diminue dans les étages palatins et
reste importante au niveau du frein de la langue ; puis elle apparait graduellement au
niveau des cellules qui constitueront les structures nasales (Figure 13) (Braybrook et
al., 2002).

S
R .. MEE
{_ t e e ps
'.\_,‘ ps £ / \ 1 A
% t
g_ . _r — o

Figure 13 : Marquage de I'expression de TBX22 sur des coupes histologiques d'embryons de souris entre le jour embryonnaire
E12,5 et E17,5 (Source : Braybrook et al. 2002).
Légende : sections sagittales d’embryon de souris hybridé avec un marqueur de Tbx22 a (A) : E12,5; (B) : E13,5; (D) : E14,5 ;
(EetF):E15,5. (C): section sagittale d’embryon de souris a E13,5 hybridé avec un marqueur de Tgfb3 : le signal est
violet/marron. NS : septum nasal ; PS : étage palatal ; T : langue.

La perte de fonction de TBX22 entrainerait des anomalies au niveau du palais
(fente palatine) et/ou de la langue (ankyloglossie). On constate néanmoins que dans
d’autres organes, la perte de fonction d’une protéine T-box peut-étre compensée par
une autre protéine de la méme famille ; par exemple, TBX1 est aussi exprimée lors
du développement embryonnaire de la langue de la souris. Parmi les génes ciblés
par TBX22 en aval, on a la famille des protéines TGF- B, les EGF (« epidermal
growth factor »), PAPC (protocadhérine paraxiale), et BIX (« Brachyury-induced
homeobox ») (Braybrook et al. 2002).
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Une étude menée en 2003 a permis de creuser le réle de TBX22 lors de
'embryogenése de la langue chez la souris. L'expression de TBX22 a été détectée
par hybridation in situ au niveau de la bande de tissu reliant la surface de la langue
au plancher de la gueule ; en particulier, des transcripts de TBX22 ont été retrouvés
dans les cellules mésenchymateuses de la base de la langue, le frein de la langue et

la couche supérieure du plancher de la gueule (Herr et al., 2003).

Chez la souris, on décrit une autre cause d’ankyloglossie chez des individus
dont le géne LGRS a été invalidé (cf partie 1.1.3.3). Pour invalider LGRS, I'exon
numéro 18 (qui code pour les 7 sections transmembranaires de la protéine) a été
remplacé par un transgéne contenant une cassette de sélection. Suite a une RT-PCR
pour évaluer I'expression du géne (en comparant des individus « sauvages » et des
individus « invalidés »), les niveaux d’expression de LGRS obtenus chez les individus

sauvages étaient significativement supérieurs a ceux des individus invalidés.

Concernant le phénotype, les nouveaux-nés invalidés présentaient une
dilatation de I'abdomen avec un contenu aérien tandis que les nouveaux-nés
sauvages avaient un contenu liquide (lait). Les souriceaux invalidés sont en outre
décédés 24h aprés leur naissance alors que les sauvages ont survécu. Cette
mortalité associée a la dilatation anormale de 'abdomen a fait émettre I'’hypothése
d’'une aérophagie due a des difficultés d’allaitement, donc la gueule a été examinée :
il N’y avait pas de fente palatine mais une adhérence entre la surface ventrale de la
langue et le plancher de la gueule a été objectivée. Des sections sagittales
histologiques ont été examinées au microscope et la comparaison entre les individus
sauvages et invalidés a permis d’identifier une fusion ventrale de la langue propre

uniguement aux individus invalidés (Figure 14).
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Figure 14 : Sections sagittales histologiques de gueule de souris, sauvage (+/+) et invalidée (-/-) pour LGR5 (Source : Morita
et al. 2004). Légende : +/+ : souris génotype sauvage pour LGR5 ; -/- : souris génotype avec LGR5 invalidé. T : langue, M :
mandibule ; | : incisive, AB : os alvéolaire de I'incisive inférieure.
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Pour déterminer si cette fusion pouvait étre corrélée a I'absence du géne
LGRS, son expression a été évaluée dans I'espace par immunomarquage chez des
individus sauvages au cours du développement embryonnaire (E14,5) et observée
dans I'épithélium de la langue et les cellules mésenchymateuses du plancher de la

gueule.

Les souriceaux chez qui le géne LGR5 codant pour une protéine réceptrice
transmembranaire a été invalidé présentent une ankyloglossie phénotypiquement
similaire a celle observée chez 'Homme, et que la protéine LGR5 a une expression
située au niveau de I'épithélium lingual et du plancher de la gueule. Ces informations
permettent d’émettre I'hypothése d’un rble de signalisation de LGR5 dans le cadre

du développement embryonnaire de la langue (Morita et al. 2004).

Une autre étude sur des souris s’est intéressée au role de signalisation
moléculaire de trois protéines, Fgfr2b, Fgf10 (ligand de Fgfr2b) et SHH, dans le
cadre du développement embryonnaire craniofacial. Pour cela des souris pour
lesquelles un de ces trois génes a été invalidé ont été utilisées, et ont obtenu
systématiquement une fente palatine associée a une ankylose partielle de la langue
due a un défaut de d’épithélialisation entre la surface ventrale de la langue et le
plancher de la gueule, tandis que ¢a n’était pas le cas chez les souris sauvages
élevées en parallele. En outre, lorsqu'on observe I'expression de ces génes au
niveau craniofacial, on remarque que Fgfr2b est exprimé au niveau de I'épithélium du
plancher de la gueule et de la langue a partir de E13, Fgf10 au niveau du
mésenchyme du plancher de la gueule et de la langue de E12 a E14 ; ces deux
genes sont donc exprimés a proximité, ce qui suggere des interactions fortes
épithélium/mésenchyme. Dans ce cadre, SHH serait une cible de la signalisation par
le couple Fgfr2b/Fgf10, car sa production dans I'épithélium est inhibée lorsque
Fgfr2b ou Fgf10 est invalidé (Rice et al. 2004).

1.2.4.2.2 La vache

Un cas d’ankyloglossie a été rapporté a l'université de Shiraz en Turquie en
2011 sur un veau male Prim Holstein de 40 jours. Le signal d’appel était son
incapacité a mouvoir sa langue a l'intérieur et a I'extérieur de sa gueule, ainsi que
des difficultés lors de I'allaitement et de la prise de nourriture solide (dysphagie). Le
veau présentait du ptyalisme depuis 20 jours et ne parvenait pas a meugler. Lors de
I'examen clinique, le bout de la langue présentait une déviation ventrale et une forme
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anormale avec présence d’un sillon. Enfin, il y avait une fine bande de tissu entre la
surface ventrale de la langue et le plancher de la gueule, étendue du frein de la
langue jusqu’a la gencive des incisives mandibulaires (Figure 15). Le veau ne
présentait aucune autre anomalie associée et a retrouvé une fonction normale de la
langue aprés une frénuloplastie dite « de I'horizontal vers le vertical ». L’article ne

fournit pas d’informations sur les apparentés du veau concerné (Kilig, 2011).

Figure 15 : Photographies du phénotype "ankyloglosse" chez un veau, vues rostale et latérale (Source : Kili¢, 2011).

1.2.4.2.3 Le dromadaire

L'ankyloglossie a été diagnostiquée chez une femelle dromadaire de 7 mois
référée au centre vétérinaire d’Al Qattara aux Emirats Arabes Unis. L’animal
présentait des régurgitations lors de l'ingestion de nourriture séche. A I'examen
clinique, une incapacité a sortir la langue de la gueule a été objectivée. En paralléle,
la chamelle présentait du ptyalisme et un retard de croissance. Le bout de la langue
était dévié ventralement, et une fine bande de tissu attachait la surface ventrale de la
langue au plancher de la gueule (Figure 16). Aucune autre anomalie anatomique ni
fonctionnelle n’a été rapportée. Aprés une frénuloplastie dite « de I'horizontal vers le
vertical », la chamelle a été capable de s’alimenter normalement et a eu une reprise
normale de poids et de rumination. L'article ne fournit pas d’informations sur les
apparentés de I'animal concerné ; pas d’informations cliniques sur ses ascendants
non plus, seulement que la mere est morte aprés la mise-bas (Anwar et Purohit,
2012).
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Figure 16 : Photographie du phénotype "ankyloglosse" chez un dromadaire (Source : Anwar et Purohit, 2012).

1.3 L’ankyloglossie chez le chien

Chez le chien, les seuls individus atteints d’ankyloglossie décrits sont des
bergers Kangal. Ceux-ci sont des chiens de berger turcs utilisés pour garder les
troupeaux, issus du groupe 2 (Chiens de type Pinscher et Schnauzer — Molossoides
— Chiens de montagne et de bouviers suisses et autres races), section 2.2
(Molossoides, type montagne). Ces chiens fauves ou sables au masque noir sont
des géants musculeux et au poil épais (Chien de berger kangal 2018). Une

photographie est visible en figure 17.
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Figure 17 : photographie d’un berger Kangal (Source : site internet de la Société Centrale Canine)
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En France, le standard de la race a été revu en 2018, et le nom modifié ;
auparavant, on parlait de « bergers d’Anatolie », et cette dénomination rassemblait
un ensemble de chiens de berger turcs dont I'’Akbash, le Karabash et le Kangal. Il est
désormais avéré que ces races de chiens, apparentées les unes aux autres,
possédent pourtant une diversité génétique suffisante pour étre considérées comme

des races a part entiére individuellement (Altunok et al. 2005).

1.3.1 Etude phénotypique

Dans les cinqg études qui décrivent l'atteinte chez le berger Kangal, les
animaux atteints présentaient le phénotype suivant: la langue était attachée au
plancher de la gueule par une fine bande de tissu translucide, déviée ventralement,
et présentait une incision en son milieu a son extrémité (langue dite « en W »)
(Temizsoylu et Avki, 2003; Kilic et Sari, 2004). L'atteinte peut-étre compléte ou
partielle (Alkan et al. 2013). Les signes cliniques associés sont de I'hypersalivation,
une incapacité a sortir la langue de la gueule, une croissance diminuée, des
difficultés lors de la prise de boisson et la prise alimentaire (Grundmann et Hofmann,
2006). On n'observe pas d’associations des cas d’ankyloglossie avec des fentes
palatines ni des anomalies quant au nombre de dents des chiens concernés ; en
revanche, les ankyloglossies étaient parfois associées a une langue bifide (Alkan et
al. 2013).

L'ensemble des études décrivant des cas d’ankyloglossie chez le berger
Kangal recensent 29 chiens (Temizsoylu et Avki, 2003 ; Kilic et Sari, 2004 ;
Grundmann et Hofmann, 2006 ; Karahan et Cinar Kul , 2009 ; Alkan et al., 2013). Les
29 bergers Kangal atteints ont été diagnostiqués entre 2 mois et 23 mois de vie. Sur
les 29 chiens, 8 étaient des males et 21 des femelles ; on a donc un sex-ratio de
3,8: 1 (Tableau 5). Le sex-ratio est donc a linverse des valeurs obtenues pour

'Homme.

Le phénotype observé était une ankyloglossie complete (langue immobilisée
depuis I'extrémité de sa partie libre) (Figure 18), dans 90% des cas (26/29). Les cas
décrits étaient localisés pour leur grande majorité en Turquie, avec une exception
pour un cas (Grundmann et Hofmann, 2006) en provenance d’Allemagne.
L'incidence dans I'espéce canine et en particulier dans la race Kangal n’est pas

connue a ce jour.
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Numéro attribué Sexe Age (mois) Poids (kg) Signes cliniques Phénotype Source
présentés
1 Male 2 3,6 Faible gain de poids, Ankyloglossie Alkan et al. 2013
difficultés d’allaitement compléete
2 Femelle 2 29 Faible gain de poids, Ankyloglossie Alkan et al. 2013
difficultés d’allaitement complete
3 Femelle 2 3,3 Faible gain de poids, Ankyloglossie Alkan et al. 2013
difficultés d’allaitement compléte
4 Male 2 2,8 Faible gain de poids, Ankyloglossie Alkan et al. 2013
difficultés d’allaitement compléete
5 Femelle 2 34 Faible gain de poids, Ankyloglossie Alkan et al. 2013
difficultés d'allaitement complete
6 Male 5 Non renseigné Enroulement de la Ankyloglossie Grundmann et
langue, dysphagie compléete Hofmann, 2006
7 Femelle 6 Non renseigné Hypersalivation, faible Ankyloglossie Kilic et Sari, 2004
gain de poids, dysphagie compléete
8 Femelle 6 14,5 Faible gain de poids, Ankyloglossie partielle Alkan et al. 2013
dysphagie
9 Femelle 75 21,6 Hypersalivation, faible Ankyloglossie Temizsoylu et Avki,
gain de poids, dysphagie compléete 2003
10 Male 8 23,1 Hypersalivation, faible Ankyloglossie Temizsoylu et Avki,
gain de poids, dysphagie compléete 2003
1 Male 8 257 Hypersalivation, faible Ankyloglossie Temizsoylu et Avki,
gain de poids, dysphagie compléte 2003
12 Femelle 18 30,3 Faible gain de poids, Ankyloglossie partielle Alkan et al. 2013
dysphagie et lingua bifida
13 Femelle 23 38,5 Faible gain de poids, Ankyloglossie partielle Alkan et al. 2013
dysphagie et lingua bifida
14 Male Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
15 Male Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléete 2009
16 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
complete 2009
17 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléete 2009
18 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
complete 2009
19 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
20 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
21 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléete 2009
22 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
23 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
24 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
complete 2009
25 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
26 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléete 2009
27 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,
compléte 2009
28 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Ginar Kul,
compléete 2009
29 Femelle Non renseigné Non renseigné Non renseigné Ankyloglossie Karahan et Cinar Kul,

compléete

2009

Tableau 5 : Description des 29 cas renseignés d’ankyloglossie chez des bergers Kangal de 2003 a nos jours (Sources :
compilation des données issues de Temizsoylu et Avki, 2003 ; Kilic et Sari, 2004 ; Grundmann et Hofmann, 2006 ; Karahan et
Cinar Kul , 2009 ; Alkan et al., 2013).
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Figure 18 : Photographie d'une ankyloglossie compléte chez le berger Kangal (Source : Grundmann et Hofmann, 2006).

1.2.2 Etude génétique et moléculaire de I'ankyloglossie

D’une part, la présence de l'ankyloglossie au sein de familles de chiens sans
gu'on ait connaissance d’exposition a des substances tératogénes suggeéere que
I'ankyloglossie est, chez le berger Kangal, une affection héréditaire (Karahan et Cinar
Kul, 2009). D’autre part, la localisation géographique éparse (chiens turcs, allemand
et on le verra en partie 2, frangais), ’homogénéité clinique et la fréquence élevée au
sein de lignées de chiens est également en faveur d’une transmission héréditaire de
la maladie. Enfin, I'affection n’est décrite que chez le berger Kangal alors que celui-ci
cohabite avec d’autres races de chiens dans les régions ou laffection a été

diagnostiquée, ce qui signe une probable affection héréditaire.
Etude des pedigrees

Pour 3 des études qui traitent d’ankyloglossie chez le berger Kangal, il est fait
mention des ascendants et collatéraux des chiens atteints, ce qui permet de tracer
des arbres généalogiques pour mieux comprendre la transmission de la maladie

dans les familles de chiens (Figure 19).
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Réalisé avec Genopro 2020.

5o 6 b & b b dmoe b dd

Padigres issu de (Alkan et al., 2013),
L& glalul des parents sl des males ullists lors des Manages sonl inconnus.
Dieux sosurs atbeintes onl donng respeciivement 3 chicks swr B st 2 chiols sur § abeints
Réalisé avec Ganopro 2020,

e 4L bbb e L L

Prdigros issu de [Temisoyziu, Avki, 2003)
Les parents sont sains.
Lies couplas mlaiT la ol doresd it 1 chict at 2 chicls atainis par pords, powr un ensambla da 12 demi-frdms of soaumns.
Fdalisd avec Ganopro J020.

Figure 19: Pedigrees issus des familles de bergers Kangal atteints d'ankyloglossie. Réalisé d’aprés (Temisoyzlu et Avki, 2003 ;
Grundmann et Hofmann, 2006 ; Alkan et al., 2013) a I'aide de Genopro 2020.
Légende : carré pour mdle, rond pour femelle, losange pour sexe indéterminé ; croix pour atteint, vide pour sain, point
d’interrogation pour statut phénotypique indéterminé

Description :

Sur les quatre portées considérées, il y a 9 chiots atteints dont 5 males et 4
femelles : les proportions males/femelles atteints sont donc équivalentes. Deux types

de familles se détachent : soit des portées pour lesquelles les parents ne sont pas
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atteints et certains chiots le sont ; soit des portées pour lesquelles au moins la mére
est atteinte, en plus des chiots. Dans les deux portées pour lesquelles les deux
parents sont sains, respectivement 17% et 34% des chiots sont atteints. Dans les
deux portées pour lesquelles au moins la mére est atteinte, respectivement 37,5% et

40% des chiots sont atteints.

Problématiques :

A la lecture de ces pedigrees, on peut se poser les questions suivantes :

- L’atteinte est-elle héréditaire ?

- Le mode de transmission est-il monogénique lié au sexe ou autosomique ?

- Le mode de transmission est-il dominant ou récessif (si autosomique ou porté
par I'’X) ?

- Sinon, est-il autre (polygénique, maternel) ?

Interprétation :

On peut supposer que l'atteinte est héréditaire car plusieurs élevages dans
différents pays sont atteints et qu’il y a une forte prédisposition raciale, puisque les

seuls cas d’ankyloglossie recensés chez le chien le sont chez le berger Kangal.

On voit que des femelles sont atteintes (pedigree issu de (Alkan et al., 2013)) : la
mutation ne peut donc pas étre portée par le chromosome Y. On peut exclure la
transmission dominante par I'’X car les chiots atteints auraient leur mere atteinte
(pedigree issu de (Alkan et al., 2013)), sauf s’il y a pénétrance incompléte. On peut
également exclure une transmission récessive par I'’X car une fille est atteinte sans
que son pére ne le soit (pedigree issu de (Temisoyzlu et Avki, 2003)). Un mode de

transmission lié au sexe est donc peu probable.

Il ne peut pas étre autosomique dominant car il y a des chiots atteints avec les
deux parents sains (pedigree issu de (Temisoyzlu et Avki, 2003), sauf a ce que la
pénétrance soit incompléte. En outre, les deux sexes sont affectés. On ignore
néanmoins si les deux sexes transmettent la maladie et si des sauts de générations
ont lieu ou si l'affection est généralement transmise d'un parent affecté vers ses
chiots : il nous faudrait pour cela étudier plus de familles. On ne peut donc pas
conclure quant a un mode autosomique dominant a pénétrance incompléte ou

récessif : les deux restent possibles.

52



Enfin on peut exclure une maladie mitochondriale car il y a des cas de chiots
atteints, fils de méres non atteintes (pedigree issu de (Grundmann et Hofmann,
2006)). Il n’est en revanche pas possible d’exclure d’autres hypothéses comme une

hérédité multifactorielle.

On peut également se demander si les différentes formes observées
d’ankyloglossie chez le Kangal (compléte ou partielle, associée ou non a une langue
bifide) sont la conséquence d’'une expressivité variable d'un méme génotype ou a
contrario la conséquence de génes différents, comme observé chez la souris (pour
rappel, TBX22 et LGRS cf partie 1.2.4.2.1).

Etude histologique et moléculaire

Une molécule potentiellement impliquée dans l'ankyloglossie chez le berger
Kangal a été isolée dans une étude de 2009 : les aB-crystallines (codées par le géne
CRYAB). Pour ce faire, parmi 16 bergers Kangal atteints d’ankyloglossie compléte
(pas d’autres anomalies rapportées) issus de deux familles de chiens, 5 ont regu une
frénectomie qui a permis l'obtention de freins « ankyloglosses » pour analyse
histologique et immunohistochimique. A [l'histologie, on observe un épithélium
stratifie squameux d’épaisseur variable en fonction des chiens, un tissu conjonctif
irrégulier lache a dense composé de lamina propria et des fibres musculaires
squelettiques a proximité de fibres de collagene épaisses. A [I'analyse
immunohistochimique, les aB-crystallines ont été retrouvées exclusivement dans les
fibres musculaires squelettiques, avec une localisation sarcoplasmique exclusive
(Karahan et Cinar Kul, 2009) (Figure 20). Néanmoins, aucun chien témoin n’a été

prélevé (par exemple, frein de langue d’un chien sain).

Les aB-crystallines appartiennent a la famille des sHsps. Cette famille rassemble
des protéines chaperonnes pouvant empécher I'agrégation irréversible, causée par
la chaleur ou le stress, de petites protéines dénaturées. Elles maintiennent I'activité
des protéines concernées (Dahiya et Buchner 2019). En particulier, les
aB-crystallines permettent le maintien de la stabilité cellulaire en s’associant avec
des éléments du cytosquelette tels que les microtubules, I'actine, la vimentine, et la
desmine. En outre, elles interviennent dans les mécanismes anti-apoptotiques en
inhibant l'activité de la caspase 3 (protéine du déclenchement de l'apoptose
cellulaire) et en empéchant la translocation des protéines mitochondriales P53

(protéines pro-apoptotiques).
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lls émettent donc I'hypothése que les aB-crystallines, localisées dans les
fibres musculaires squelettiques sont impliquées dans un retard ou une interférence
avec l'apoptose et en particulier la résorption de ces fibres musculaires, qui aurait di
avoir eu lieu a la fin du développement embryonnaire de la langue (Karahan et Cinar
Kul, 2009).
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Figure 20 : Marquage des aB-crystallines par immunoréactivité sur une coupe histologique de frein de langue de berger
Kangal (Source : Karahan et Cinar Kul, 2009).
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2. Partie expérimentale

Les mécanismes génétiques a l'origine de l'ankyloglossie chez le chien sont
inconnus a ce jour. Dans le cadre de notre étude, nous sommes partis du constat
d'une hausse de la fréquence de I'affection au sein de la race berger Kangal en
France, signalée par le club de race du berger Kangal. Une éleveuse en particulier
avait constaté une récurrence de cas dans ses lignées de chiens depuis 2013, et
souhaitait s’investir dans la recherche des causes génétiques a l'origine de cette

affection.

Notre objectif a donc été d’investiguer le plus largement possible la cause
génétique de l'ankyloglossie chez le berger Kangal, en collectant les données
phénotypiques et les pedigrees des chiens atteints et de leurs apparentés sur un
nombre important de chiens en France. Par ailleurs nous avons, dans la mesure du
possible, collecté du matériel biologique sur ces chiens afin d’extraire et de stocker
leur ADN.

Notre démarche a visé a rassembler dans un premier temps un maximum de
données sur les chiens affectés et leurs apparentés non atteints et sur des chiens
sains non apparentés, en se mettant en relation avec les éleveurs et propriétaires
afin de mieux comprendre le phénotype de I'ankyloglossie chez le berger Kangal.
Par la suite, nous avons pu établir des arbres généalogiques rassemblant ces
différentes familles de chiens dans le but d’étudier le mode de transmission de cette
maladie chez le berger Kangal. En paralléle de cela, nous avons réalisé des
prélevements (frottis buccaux) sur plusieurs chiens dont nous avons extrait TADN
afin de les stocker dans la biobanque canine nationale Cani-DNA. Les données
phénotypiques et génétiques pourront servir a réaliser des analyses génétiques dans

le futur.

2.1 Matériel et méthodes

2.1.1 Recrutement des cas

L'origine du recrutement des cas a été une éleveuse de berger Kangal, qui avait
les données phénotypiques sur plusieurs portées qu’elle avait élevé. Les chiens
avaient alors été phénotypés par le vétérinaire de cette éleveuse. En se fondant sur
ses données initiales ainsi que sur la bibliographie pré-existante en matiére

d’ankyloglossie chez le berger Kangal dans d’autres pays du monde (cf partie 1.2.5),
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nous avons pu créer un questionnaire informatisé a l'attention des éleveurs et

propriétaires de bergers Kangal.

Ce questionnaire, rédigé en frangais et en anglais sur Google Form, permettait de
recueillir les informations suivantes: coordonnées du propriétaire (facultatif),
établissement du profil du chien (sexe, age lors de la découverte de I'atteinte, signes
cliniques et anatomiques présentés), coordonnées du vétérinaire ayant réalisé le
diagnostic (facultatif), données généalogiques du chien concerné et consentement
éclairé. Notre objectif était d’'obtenir des réponses sur des chiens atteints et sur des
chiens sains apparentés a des chiens atteints. Les questionnaires complets sont

présentés en annexe. (annexes 1 et 2)

Le questionnaire a été trés majoritairement relayé par la secrétaire du club de
race du berger Kangal auprés des éleveurs du club de race en France, en Turquie,
aux Etats-Unis et en Australie, mais aussi par mes soins notamment lors de la
Nationale d’élevage du chien de berger Kangal qui a eu lieu en septembre 2021 a
Paulmy (Indre-et-Loire). Ma présence a cet événement a permis d’interroger les
éleveurs et propriétaires quant a leur connaissance de I'ankyloglossie, d’examiner
les chiens présents sur place ainsi que de réaliser des prélévements (frottis buccaux)
sur ces derniers et récupérer des prélevements (frottis buccaux) préalablement

demandés par échange téléphonique avec certains éleveurs.

Nous avons été amenés a communiquer avec 11 éleveurs frangais, 1 éleveur turc
et 3 éleveurs américains pour obtenir au total 29 questionnaires, avec en paralléle de
nombreuses informations fournies indirectement. Nous n’avons pas eu de nouvelles

du club de race australien qui avait également été contacté.

Des relances ont été réalisées regulierement de mars a novembre 2021, mais il
subsiste des erreurs (questionnaires remplis partiellement, absence de réponse
parfois, chien intéressant non prélevé, doute sur le statut phénotypique) qui ont

conduit a devoir retirer de notre analyse ces questionnaires incomplets.

Lors de la réception du questionnaire, il était proposé au répondant de lui envoyer
un kit de prélevement d’ADN pour le nombre de chiens souhaité. Si la personne était
d’accord, un courrier avec un kit comprenant plusieurs cytobrosses était envoyé,
ainsi qu'une fiche de renseignements (Annexe 3) a compléter et un formulaire
explicatif du protocole de prélevement de cellules buccales (Annexe 4). Des
prélevements ont été réalisés sur 23 chiens.
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En matiére d’échantillonnage, nous avons essayé d’obtenir des écouvillons de
chiens atteints, de chiens apparentés sains et non apparentés sains. Au final, nous
avons obtenu la répartition suivante : 4 chiens atteints, 9 chiens apparentés sains, 10
chiens non apparentés sains (sont considérés comme non apparentés les chiens
n’ayant ni ascendant ni descendant ni collatéral atteint). Parmi les non apparentés
prélevés, deux n’apparaissent pas dans les arbres généalogiques car ils sont trop
éloignés du reste de la famille (premier ancétre commun éloigné d’au moins 6

générations).

Le nom complet des chiens étant demandé, il était possible par la suite de
retrouver le pedigree complet avec ascendants, descendants et collatéraux par le

biais du site internet de la Société Centrale Canine, LOF select

(https://www.centrale-canine.fr/lofselect/recherche-chien).

Au besoin et quand cela était possible, les vétérinaires ayant phénotypé le chien
ont également été contactés ; cela a permis de préciser le phénotype (ankyloglossie
partielle ou compléte et signes cliniques associés) ainsi que la prise en charge des

chiens concernés.

2.1.1.1  Réalisation des arbres généalogiques

Les pedigrees (ou arbres généalogiques) ont été construits a I'aide de la version
gratuite du logiciel Genopro (version 2020). Les symboles utilisés étaient les

suivants :

- Carré pour un male
- Rond pour une femelle

- Losange pour un sexe indéterminé
- Une croix pour remplissage pour un animal atteint d’ankyloglossie
- Pas de remplissage pour un animal sain confirmé

- Un point d’interrogation pour un animal au statut phénotypique inconnu

- Une couleur verte pour les animaux prélevés
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Pour des raisons de confidentialité, les noms de tous les chiens identifiés dans

les pedigrees ont été effacés.

2.1.2 Constitution d’'une cohorte de chiens

2.1.2.1 Prélévements de matériel biologique

Les prélevements de matériel biologique en vue d’extraire de 'ADN étaient un

écouvillon buccal réalisé par le propriétaire ou par nos soins.

Le protocole du prélévement de cellules buccales par cytobrosse est présenté en
annexe 4. Les propriétaires étaient invités a utiliser 2 brossettes pour des chiens

sains et 3 pour des chiens atteints.

J'ai réalisé 9 des 23 écouvillonnages buccaux en Nationale d’élevage et le reste
nous a été transmis par courrier ou en main propre aprés réalisation par le
propriétaire directement. Les prélévements réalisés par les propriétaires eux-mémes
présentent toujours le risque d’avoir été inversés quand un méme propriétaire

posseédait plusieurs chiens.

2.1.2.2 Extraction dADN

L'ADN a été extrait a partir des frottis buccaux au laboratoire de génétique de
'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort (groupe 3, Unité de Biologie du systéme
neuro-musculaire). Ces extractions ont été financées par la biobanque canine
Cani-DNA faisant partie du CRB-Anim

(https://biosit.univ-rennes1.fr/centre-de-ressources-biologiques-crb-cani-dna).

Le protocole était fondé sur l'utilisation de l'automate Maxwell de la société
Promega®, qui peut extraire de 'ADN génomique a partir de prélévements de type
brossettes buccales ou coton-tiges buccaux secs. LADN est récolté aprés fixation
sur des billes magnétiques, une lyse mécanique et des lavages achevés par une
élution finale sans précipitation de I’ADN (Abitbol, 2015).

Les documents de référence ayant permis la mise en oeuvre du protocole sont
les suivants : manuels techniques de 'automate et du kit associé, fiches de sécurité
du thiocyanate de guanidine et de I'éthanol. Le protocole détaillé ainsi que la liste

exhaustive du matériel utilisé sont présentés en annexe 5.
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Les deux brossettes des animaux atteints ont été traitées séparément afin de ne

pas risquer de perdre ’ADN en cas de probléeme technique.

Une fois extrait, nous avons vérifié la pureté de 'ADN obtenu a l'aide de
'automate Nanodrop™ One/C. Le guide d’utilisation Ozyme est fourni en annexe 6.
Pour chaque échantillon, la concentration en ng/uL, les ratios A260/A280 et
A260/A230, qui sont des rapports entre valeurs d’absorbance a différentes longueurs
d’'onde et qui, conjointement, caractérisent la pureté d’'un échantillon d’ADN, ont été
notés. A260/A280 doit étre compris entre 1,8 et 2 pour valider la pureté de ’ADN, et
A260/A230 doit étre compris entre 2 et 2,2. En cas de variation de ces valeurs, une
contamination par des protéines ou des réactifs (par exemple le thiocyanate de
guanidine) est présente et peut étre distinguée par leur absorbance aux différentes

longueurs d’ondes.

Les échantillons obtenus ont été stockés (figure 21) a -20°C et les données
associées a chaque échantillon archivées dans le logiciel de la biobanque
LabCollector2. Pour chaque échantillon, sa position dans la boite, les
caractéristiques du chien concerné (race, age, statut phénotypique, numéro
d’identification etc), la concentration et le volume d’ADN extrait, les conditions

d’extraction, les caractéristiques de pureté, etc, ont été référencés.

Figure 21 : Photographie des échantillons archivés dans la biobanque (Source personnelle).

2.1.2.3 Test statistique

Les nombres de chiens atteints et sains ont été comparés aux nombres
attendus pour chaque mode de transmission discuté.

Les effectifs sont présentés dans des tableaux réalisés sur le modéle du tableau 6.
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Atteints Sains Total

Observé 0 0 N
A S

Attendu AA AS N

Tableau 6 : Modele de tableau pour le calcul d’un Chi2 de comparaison entre un effectif observé et un effectif attendu.

N = Nombre total d’individus observés
OA = Nombre de chiots atteints observés
05 = Nombre de chiots sains observés

AA= Nombre de chiots atteints attendus
AS = Nombre de chiots sains attendus
H H . —_ 2 2
On calcule le Chi2 avec la formule suivante : b = (OA—AA) /AA + (OS—AS) /AS.

On a deux degrés de liberté. Pour un niveau de confiance a 95% (risque

d’erreur a = 5%), on rejette '’hypothése du mode de transmission étudié si D, > 5.9.

S

2.2 Résultats

2.2.1 Analyse des questionnaires

Parmi les 29 questionnaires obtenus, 23 ont été conservés ; nous avons écarté
volontairement les questionnaires incomplets ou concernant des chiens sains sans
aucun lien généalogique avec des chiens atteints. Sur les 23 questionnaires
conservés, 21 proviennent de France et 2 des Etats-Unis. 19 questionnaires
concernent des chiens atteints, qui nous permettent d’établir un profil phénotypique,

epidémiologique et généalogique de I'affection.
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2211 Epidémiologie

Sexe

Sur les 19 questionnaires concernant des chiens atteints, 10 sont des femelles et

9 sont des males (sex-ratio selon les questionnaires : 0.9 :1.0) (Figure 22).

Mradles MFemelles

Figure 22 : Diagramme de la proportion mdles/femelles au sein du groupe « chien atteint d’ankyloglossie » (n=19). Source :
personnelle, issue de I'analyse des questionnaires conservés.

Sur ce nombre modéré de chiens étudiés, nous n’observons pas de déséquilibre

de sex-ratio.

~

Age

Sur les 19 questionnaires concernant des chiens atteints, 17 ont fourni
linformation de I'age au moment du diagnostic. Pour 13 d’entre eux, le diagnostic a
été réalisé a la naissance car I'éleveuse concernée connaissait bien I'affection ; une
a regu le diagnostic a deux mois; deux ont regcu le diagnostic a 6 mois,
consécutivement a I'apparition des signes cliniques ; une enfin a regu le diagnostic a

14 mois, de méme suite aux signes cliniques (Figure 23).

On observe donc deux groupes au sein des chiens atteints : ceux pour lesquels le
diagnostic (et le traitement associé) sont réalisés avant I'apparition des premiers
signes cliniques, et donc avant le départ du chiot de la portée (cela concerne alors

les éleveurs, peu nombreux aujourd’hui en France et les seuls a étre bien informés
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sur l'ankyloglossie) ; et ceux pour lesquels le diagnostic et le traitement sont

consécutifs a I'apparition des signes cliniques, au-dela de 6 mois.

Nombre de chiens ayant recu le diagnostic en fonction de leur
age (n=17)

15

10

Nombre de chiens ayant regu le diagnostic

Age (mois)

Figure 23 : histogramme présentant le nombre de chiens ayant regu le diagnostic d’ankyloglossie en fonction de leur dge

(n=17) (Source : personnelle).

2.21.2 Phénotype

Type d’ankyloglossie

Sur les 19 questionnaires concernant des chiens atteints, 4 indiquent que le chien
avait une ankyloglossie partielle et 15 indiquent que le chien avait une ankyloglossie
compléte (soit 79% d’ankyloglossie compléte). On a donc des résultats comparables
entre les données obtenues ici et la bibliographie en matiere de phénotype
d’ankyloglossie (valeurs de la bibliographie : 90% d’ankyloglossie compléte).

Une photographie avait été fournie pour distinguer une ankyloglossie partielle
d’'une totale ; néanmoins, comme nous l'avons vu dans la partie 1.2.3, le diagnostic
de l'ankyloglossie n’est pas standardisé a ce jour, donc la distinction des phénotypes
« ankyloglossie partielle » et « ankyloglossie compléte » a pu présenter des
difficultés.

On remarque tout de méme des phénotypes variés avec des freins de langue

plus ou moins étendus vers lI'extrémité libre de la langue : en figure 24, voici une
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photographie d’'un exemple d’ankyloglossie partielle fourni par le vétérinaire d’'un de

nos éleveurs.

On peut émettre I'hypothése que ces phénotypes différents sont la conséquence
soit d’'une origine génétique différente (pas les mémes génes en jeu), soit d’'une
expressivité variable d'un méme gene, soit le résultat de I'expression de plusieurs

alleles et de I'environnement, dans le cas d’une affection complexe.

e ol

Figure 24: Photographie illustrant une ankyloglossie partielle chez un chiot de 2 mois (Source : Dr Estelle Udry).

Malformations associées

Nous avions trouvé dans la bibliographie des malformations associées a
'ankyloglossie chez le chien et ’'Homme : déformations de la face, fente palatine,
langue bifide etc. Dans notre étude, aucune autre malformation associée n’a été
rapportée dans les 19 questionnaires de chiens atteints, hormis une « langue en W »

(conséquence d’une attache rostrale du frein).
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Signes cliniques

Chez 16 des 19 chiens atteints, aucun signe clinique n’a été rapporté. Ces chiens
constituent le groupe « diagnostiqué prématurément» que nous évoquions
précédemment. Chez les 3 chiens restants, les signes cliniques présentés étaient
des difficultés pour s’alimenter et s’abreuver, associés pour le cas diagnostiqué le

plus tardivement a un amaigrissement.

Contrairement a ce qu’on aurait pu penser avec la bibliographie, aucun retard de
croissance et aucune hypersalivation n’ont été décrits. De plus, aucune modification
de I'aboiement n'a été décrit (en paralléle aux difficultés d’élocution décrites chez

'Homme).

Il est intéressant de constater qu’un des chiots atteint d’ankyloglossie est décédé
a 4 mois d’'une occlusion intestinale ayant évolué en septicémie ; nous avons vu
dans la partie 1.2.4.2.1 que des souris atteintes d’ankyloglossie étaient mortes suite
a une dilatation abdominale dans le cadre d’'une mutation du gene LGRS ; ceci

pourrait soulever I'hypothése d’'une origine similaire a ces deux phénomenes.
Prise en charge

Nous avons contacté les vétérinaires ayant réalisé le diagnostic et la prise en
charge des chiens concernés ; nous avons obtenu des réponses pour deux d’entre
eux, tous deux atteints d’ankyloglossie partielle : pour les deux, le traitement a été
chirurgical avec pour I'un une incision réalisée au bistouri électrique et pour l'autre

une section du frein de la langue réalisée au ciseau.

2.2.2 Arbre généalogique

A l'aide des données de géneéalogie collectées via les 23 questionnaires, nous
avons pu construire un arbre généalogique rassemblant 167 chiens dont 119 ont été
phénotypés (Figure 23). A noter qu’un certain nombre de chiens proviennent de
I'étranger (Turquie notamment), et leurs pedigrees n’étaient pas accessibles sur LOF

select.

Sur les 354 inscriptions au LOF en 2017 pour la race « Chien de berger
d’Anatolie » (Société Centrale Canine), nous avons identifi€¢ 18 animaux atteints
issus de portées nées en 2017 dans notre arbre généalogique, soit une prévalence
minimale de 5 % cette année la. En comparaison, la prévalence minimale était de 1
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% en 2013 et 2% en 2015 (calculs réalisés de fagon similaire). Néanmoins ce chiffre
est a nuancer : I'ankyloglossie n’est pas une affection trés handicapante pour les
chiens concernés, elle est peu connue des vétérinaires praticiens et son phénotype
n‘est a ce jour pas défini; la prévalence obtenue est donc nécessairement une

valeur minimale et probablement sous-estimée.

Le pedigree global est présenté en figure 26.
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Figure 26 : Arbre généalogique d’une famille de bergers Kangal atteinte d’ankyloglossie. Réalisé avec Genopro a partir des pedigrees de LOF select et des éleveurs. Légende détaillée p57 (Source :
personnelle).



Parmi les 28 animaux atteints dont on connait le sexe, il y a 14 males et 14

femelles, soit un sex-ratio de 1.0 :1.0.

'y a 7 portées comprenant au moins un chiot atteint et pour lesquelles les
informations sont complétes ; parmi celles-ci, il y trois portées pour lesquelles seule
la meére était atteinte ; trois portées pour lesquelles aucun des parents n’était atteint ;

et une portée pour laquelle seul le pére était atteint.

Lorsque l'on considére les portées issues d’'un accouplement ayant donné au
moins un chiot atteint (soit un total de 81 chiots), on dénombre 32 chiots atteints,
soit 39,5% de chiots atteints.

La répartition des proportions de chiots atteints est la suivante :

- Respectivement 2/11 (18%), 3/11 (27%) et 10/13 (77%) pour les portées
issues de couples mére atteinte/péere sain (15/35 en tout, soit 43%)

- Respectivement 7/15 (47%), 1/16 (6%) et 4/6 (67%) pour les portées issues
de couples mére saine/pére sain (12/37 en tout, soit 32%)

- 5/9 (56%) pour la portée issue du couple mére saine/pére atteint

Parmi ces portées, 3 sont issues d’accouplements non consanguins et 4 sont

issues d’accouplements consanguins.

2.2.3 Obtention d’ADN

Nous avons obtenu des frottis buccaux dont de 'ADN a pu étre extrait pour 21
bergers Kangal dont 4 atteints. Ces ADN ont été stockés dans la biobanque
Cani-DNA (http://dog-genetics.genouest.org), archivés par un code compris entre
[A21-X001] et [A21-X021]. Pour chaque échantillon, on retrouve dans le tableau 7 la
concentration d’ADN obtenue en ng/uL, les ratios d’absorbance de A260/280 et

A260/230, et 'emplacement de stockage.

Les concentrations obtenues variaient de 4,7ng/uL a 110ng/uL. Les valeurs
obtenues pour le ratio A260/280 sont satisfaisantes et ne traduisent pas de
contamination majeure a 280nm. En revanche, les valeurs obtenues pour le ratio
A260/230 devraient étre supérieures et signent une contamination par de 'EDTA,
des sucres, du phénol ou du guanidinium thiocyanate (présent dans les lysis buffer

comme celui utilisé dans le kit d’extraction).
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,Nom c_ie Statut Concentration Emplacement de
I'échantillon (ng/uL) A260/280 A260/230 stockage
A21-X001-D1 Sain 49,1 1,88 1,12 C2
A21-X002-D1 Sain 53,3 1,5 0,42 C3
A21-X003-D1 Sain 110 1,75 0,69 C4
A21-X004-D1 Sain 79,6 1,65 0,62 C5
A21-X005-D1 Sain 17| 1,86 0,85 C6
A21-X006-D1 Sain 132 1,58 0,52 C7
A21-X007-D1 Sain 28,1 1,81 0,73 C8
A21-X008-D1 Sain 86,4 1,89 0,98 C9
A21-X009-D1 Sain 44,2 1,87 0,87 C10
A21-X010-D1 Atteint 69,4 1,28 0,32 C11
A21-X011-D1 Atteint 101,4 1,94 1,34 D1
A21-X012-D1 Atteint 31,8 1,87 0,9 D3
A21-X013-D1 Atteint 3,8 2,08 0,27 D5
A21-X010-D2 Atteint 5,8 1,42 0,31 C12
A21-X011-D2 Atteint 29,5 1,95 1,03 D2
A21-X012-D2 Atteint 46 1,94 1,15 D4
A21-X013-D2 Atteint 4,7 1,53 0,31 D6
A21-X014-D1 Sain 14,2 1,89 0,76 D7
A21-X015-D1 Sain 34,5 1,94 0,98 D8
A21-X016-D1 Sain 30,5 1,92 0,95 D9
A21-X017-D1 Sain 45,4 1,77 0,63 D10
A21-X018-D1 Sain 19,8 1,71 0,63 D11
A21-X019-D1 Sain 5,7 1,7 0,36 D12
A21-X020-D1 Sain 8,8 1,35 0,28 E1
A21-X021-D1 Sain 16,3 1,68 0,55 E2

Tableau 7 : Résultats de I'extraction des ADN. Obtenus avec le Nanodrop™ One/C.(Source : personnelle)

Nous disposons donc désormais d’'une premiere cohorte utilisable dans le futur
pour effectuer des analyses génétiques, et qui sera sans doute a compléter avec
d’autres prélévements pour réaliser une étude d’association ou du séquengage pour

rechercher le géne ou les genes a l'origine de I'ankyloglossie chez le berger Kangal.

2.3 Discussion des résultats

2.3.1 Mode de transmission

Considérations générales concernant le pedigree global

Concernant la proportion de chiots atteints selon les accouplements réalisés, il y
a en moyenne moins de chiots atteints lorsque les deux parents sont sains, et
davantage de chiots atteints lorsqu’un des deux parents est atteint (32% versus 43%
et 56% respectivement). Il faut cependant nuancer cette derniére donnée car il n’y a
gu’une seule portée issue d'un accouplement entre un pére atteint et une mere
saine, donc la proportion considérée est fondée sur peu d’individus. Si on envisage
un mode de transmission mendélien, ces observations sont en faveur d'un mode de

transmission récessif ou dominant a pénétrance incompléte.
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'y a également plus d’'une portée considérée sur deux qui est issue d'un
accouplement consanguin. Les chiens ont un coefficient de consanguinité compris
entre 0 et 6,7%, avec une moyenne de coefficient de consanguinité = 1,56 %, malgré
un manque de données sur certains reproducteurs (étrangers notamment). Or, en
situation de consanguinité, on observe une augmentation du risque d’apparition de
maladies héréditaires dues a des alléles récessifs par augmentation de la fréquence
des homozygotes par rapport aux hétérozygotes (la panmixie n’étant plus respectée,
la population n’est plus a I'équilibre de Hardy Weinberg) (Henry, Gouyon 2008). Le
fait que les individus atteints soient plus souvent issus d’accouplements consanguins

gue non consanguins est en faveur d’'un mode de transmission récessif.

Test des hypothéses :

Mode de transmission autosomique :

On réalise un test du Chi2 pour un mode de transmission autosomique dans le cadre

du sex-ratio :
Males atteints Femelles atteintes Total
Observé 14 14 28
Attendu 14 14 28

Dobs = 0 < 5.9 donc I'hypothése est retenue pour a = 0.05 : le sex-ratio obtenu est

compatible avec un mode de transmission autosomique, car parmi les individus

atteints, il y a autant de méles que de femelles.

-> dominant : En cas de mode de transmission autosomique dominant, lors

d’accouplement entre un individu sain et un individu atteint, il devrait y avoir 50% de
chiots atteints. Ici on a 20/44 chiots atteints soit 45% de chiots atteints. Avec un test
du Chi2, on obtient :

Atteints Sains Total
Observé 20 24 44
Attendu 22 22 44

Dobs = 0.36 < 5.9 donc I'hypothéese est retenue pour a = 0.05 : les proportions de

chiots atteints dans les portées avec un parent atteint sont compatibles avec un

mode de transmission autosomique dominant.
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-> récessif : En cas de mode de transmission autosomique récessif, lors

d’accouplements entre deux individus porteurs sains, il devrait y avoir 25% de chiots
atteints. Ici on a 12/37 chiots atteints soit 32% de chiots atteints. Avec un test du
Chi2, on obtient :

Atteints Sains Total
Observé 12 25 37
Attendu 9.25 27.75 37

Dobs = 1.09 < 5.9 donc I'hypothése est retenue pour a = 0.05 : les proportions de

chiots atteints dans les portées avec un pére sain et une meére saine sont

compatibles avec un mode de transmission autosomique récessif.

Mode de transmission lié a I’X :

-> dominant : En cas de mode de transmission lié a I’X dominant, lors de croisements
entre un pére sain et une mére atteinte, il devrait y avoir 50% de chiots atteints. Ici on

a 15/35 chiots atteints soit 43% de chiots atteints. Avec un test du Chi2, on obtient :

Atteints Sains Total
Observé 15 20 35
Attendu 17.5 17.5 35

D = 0.7 < 5.9 donc 'hypothése est retenue pour a = 0.05 : les proportions de

obs
chiots atteints dans les portées avec un pere sain et une meére atteinte sont

compatibles avec un mode de transmission lié a I'’X dominant.

Néanmoins, lors de croisements entre un pére atteint et une mére saine, il devrait y
avoir 100% de filles atteintes et aucun fils atteints. Ici on a 3 fils atteints et 2 filles
atteintes ; ainsi, ce mode de transmission peut étre exclu, sauf a envisager une

pénétrance incompléte.
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-> récessif : En cas de mode de transmission lié a I'X récessif, on ne devrait observer
que des males atteints (Xm/Y) avec des meéres saines mais conductrices (Xm/X+). Si
la fréquence de l'alléle muté était trés élevée, on pourrait observer des péres atteints
accouplés avec des méres conductrices qui donneraient des males et des femelles
atteints et des males et des femelles sains, mais cette situation est trés peu

probable. Ainsi nous pouvons exclure un mode de transmission lié a I'’X.
Mode de transmission lié a I'Y :

Des femelles sont atteintes donc on peut exclure I'hypothése.

Mode de transmission mitochondrial :

La maladie étant transmise par des males et des femelles, ce mode de transmission

peut donc étre exclu.

A ce stade, nous pouvons garder comme hypothéses un mode de transmission
autosomique récessif avec une fréquence importante de l'allele muté (et donc de
porteurs sains) ou plus probablement, un mode autosomique dominant avec une
pénétrance incompléte, ou une maladie polygénique avec intervention de facteurs

environnementaux.

Considérations sur des pedigrees individualisés

Nous avons sélectionné quelques familles, qui par les appariements considérés
(pére sain et mére atteinte, pére sain et mére saine, pére atteint et mére saine), nous
permettent d’obtenir un certain nombre d’informations sur les modes de transmission
potentiels. Nous avons alors fondé notre réflexion sur les lois de la génétique

mendélienne comme décrites dans le tableau 1.

] 0
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Figure 26 : Famille (1).
Ce premier pedigree nous permet d’étudier un accouplement entre une femelle
atteinte et deux méles sains. On a 3 sur 11 (27%) des chiots atteints pour une des
portées et 2 sur 11 (18%) pour l'autre. Sur les 5 chiots atteints, 2 sont des méles et 3

sont des femelles.
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Le fait qu’il y ait autant de males que de femelles atteints est plutdt en faveur d’un
mode de transmission autosomique. Le pourcentage de chiots atteints est plutét en

faveur d’'une transmission récessive ou dominante a pénétrance incompléte.

Test des hypothéses :

Si on prend I'hypothése d’'un mode de transmission autosomique récessif (auquel
cas on suppose que le pére est porteur sain d’'un alléle « malade », sinon il n’y aura
pas du tout de transmission de la maladie) avec la mere atteinte, chaque chiot a une
chance sur 2 d’étre atteint. Ici pour 22 chiots, on s’attendrait a avoir 11 chiots sains et
11 chiots atteints. Les conditions sont remplies pour réaliser un test du Chi2 (valeurs

supérieures a 5). Avec un test du Chi2, on obtient D, = 6.5 > 5.9. Donc on rejette

I'hypothése.
Atteints Sains Total
Observé 5 17 22
Attendu 11 11 22

Si on prend I'hypothése d’'un mode de transmission autosomique dominant, on a
50% de chance qu’un des chiots soit atteint si seule la mére est atteinte : on obtient

le méme résultat que précédemment.

Si on prend I'hypothése d’'un mode de transmission par X dominant, on a 50% de
chance qu’un des chiots soit atteint si seule la mére est atteinte : on obtient une fois

de plus le méme résultat que précédemment.

Si on prend I'hypothése d’'un mode de transmission par X récessif, on a 100% de
chance que les chiots males soient atteints si seule la mére est atteinte ; on obtient

seulement 2/11 chiots males atteints donc on peut exclure cette hypothése.

Le bilan de nos hypothéses pour ce pedigree est regroupé dans le tableau 8.

Hypothéses exclues Hypothéses possibles
e Transmission maternelle (sauf e Autosomique dominant
hétéroplasmie) e Autosomique récessif
e Transmission parY e X dominant
e X récessif

Tableau 8 : bilan des hypothéses pour la famille (1).
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Figure 27 : Famille (2).

Ce second pedigree nous permet d’étudier un appariement entre un male atteint
et une femelle saine. Il faut ici noter que la femelle saine a un frére atteint. On a 56%

(5/9) des chiots atteints, sans distinction marquée entre les males et les femelles.

Nous pouvons exclure un mode de transmission lié a I'’X récessif car dans la
portée de droite de la génération II, une femelle est atteinte sans que son pére ne
soit atteint ; or elle est nécessairement porteuse de deux alléles mutés, dont un
provient nécessairement de son pére. Il est également possible d’exclure une
transmission liée a I'’X dominant avec pére atteint et mére homozygote saine car cet
accouplement ne donnerait que des femelles atteintes, or on observe des males et

des femelles atteints.

Nous pouvons tester les autres hypothéses en faisant des tableaux de

croisements.

1ére _hypothése : Transmission selon un mode autosomigue dominant avec pére

atteint et mére _homozygote saine (A : allele muté dominant ; a : allele sauvage

récessif)

Male A a
Femelle

ala

Ala
a - ala

Dans le cadre d’'un croisement entre un méale atteint et une femelle homozygote
saine, si on considére que l'affection est transmise sur un mode autosomique

dominant, on a une probabilit¢ de 50% d’obtenir des chiots atteints, avec des
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proportions équivalentes males/femelles. Il y a trop peu de chiots dans la portée pour
faire un test du Chi2, mais il y a 5 chiots atteints pour 4 chiots sains : I’lhypothése

reste donc possible dans notre cas.

2éme hypothése : Transmission selon un mode autosomique récessif avec pére

atteint et mére homozygote saine (A: alléle sauvage ; a : alléle muté)

Male a a
Femelle
A Ala Ala
A Ala Ala

Dans le cadre d’un croisement entre un male atteint et une femelle homozygote
saine, si on considére que I'affection est portée par un mode autosomique récessif,

on ne peut pas obtenir de chiots atteints. On peut exclure cette hypothése.

3eme hypothése : Transmission selon un mode autosomique récessif avec peére

atteint et mere hétérozygote (A : alléle sauvage ; a : allele muté)

Male a a

Femelle

A Ala Ala

a ala ala

Dans le cadre d’'un croisement entre male atteint et femelle hétérozygote saine, si
on considére que l'affection est portée par un mode autosomique récessif, on obtient
des chiots atteints dans 50% des cas, avec une proportion équivalente de males et
de femelles. Il y a trop peu de chiots dans la portée pour faire un test du Chi2, mais il
y a 5 chiots atteints pour 4 chiots sains : I’hypothése reste donc possible dans

notre cas.

Si on s’intéresse aux générations | et Il, on s’apercoit que les chiens en
génération Il ont des parents sains, ce qui est compatible avec un mode de
transmission autosomique récessif ou autosomique dominant avec pénétrance

incompléte.

Le bilan de nos hypothéses pour ce pedigree est regroupé dans le tableau 9.

74



Hypotheses exclues Hypothéses possibles

e Transmission maternelle e Autosomique dominant avec mére
e Transmission parY homozygote saine

e Xrécessif e Autosomique récessif avec mere
e X dominant a pénétrance compléte hétérozygote

e Autosomique récessif avec mere

homozygote saine

Tableau 9 : Bilan des hypotheses retenues pour la famille (2).

Q JEI

I
bobbs oo adbb

Figure 28 : Famille (3).

Ce troisieme pedigree permet de voir un appariement entre un méale sain et une
femelle saine apparentée a un frére atteint (méme femelle que le second pedigree).
A noter qu’elle a été mise a la reproduction avec le grand-pére du chien avec lequel
elle avait été mise a la reproduction dans le second pedigree. On a 7 sur 13 chiots

atteints (54%), sans déséquilibre de sex-ratio male/femelle.

Nous avions déja établi que la femelle était soit de génotype Xm/X+ (si mode X
récessif), soit A/a (si mode autosomique récessif ou dominant a pénétrance
incompléete). Nous n’avons aucune information sur les ascendants du méale (pas de

pedigree) ; nous savons uniquement que celui-ci était sain.

Une transmission liée a I'X récessif est impossible car on sait que la femelle est
Xm/X+ et le pére sain donc nécessairement X+/Y : seuls les males pourraient étre

atteints dans cette configuration, or il y a des femelles atteintes.

Test des hypothéses restantes :
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Si on prend I'hypothése d’'un mode de transmission autosomique récessif, chaque
chiot a 1 chance sur 4 d’étre atteint. Ici pour 13 chiots, on a 4 males et 3 femelles
atteints ; or on s’attendrait a avoir 10 chiots sains et 3 chiots atteints. Avec un test du

Chi2 , on obtient Dobs = 5.8<5.9. Donc I'hypothése est retenue pour a = 0.05.

Atteints Sains Total
Observé 7 6 13
Attendu 3.25 9.75 13

Quant au sex-ratio, on s’attendrait a avoir autant de méles que de femelles
atteints : les effectifs sont trop faibles pour réaliser le test du Chi2, mais on a 4 males
pour 3 femelles atteints, un sex-ratio qui est cohérent dans le cadre d’une

transmission autosomique.

On ne peut pas exclure une transmission liee a I'’X dominant a pénétrance

incompléte ou autosomique dominante a pénétrance incompléte.

Les hypothéses possibles avec cette configuration sont: transmission
autosomique dominante avec pénétrance incompléte, transmission autosomique
récessive (auquel cas le pere est hétérozygote pour lallele concerné), et

transmission liée a I’X dominant a pénétrance incompléte.
Bilan

En bilan, I'analyse des pedigrees nous a permis d’exclure des hypothéses de
modes de transmission (porté par Y, mitochondrial, X récessif) mais pas d’établir
avec certitude un mode de transmission mendélien : le mode de transmission semble
plutét autosomique (car sex-ratio équilibré) et soit récessif, soit dominant a
pénétrance incompléte. Il est également tout a fait possible qu’il s’agisse d’'un mode

de transmission polygénique.

Si on croise les données de la bibliographie (partie 1.2.5) et les données que
nous avons recueilli, il nous est possible de calculer un sex-ratio global de I'affection
avec un plus grand échantillon de chiens : sur les 57 chiens atteints, 35 étaient des
femelles et 22 des males, soit un sex-ratio male/femelle global de 0.63 : 1.0. Dans la

bibliographie comme dans les données obtenues dans notre étude, nous avons pu
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exclure une transmission héréditaire portée par Y, par les mitochondries ainsi que lié
a I'’X récessif; et grace a notre étude, nous avons établi qu’'une transmission
autosomique dominant ou lié¢ a I'’X dominant ne sont possibles qu'en cas de
pénétrance incompléte. Enfin, un mode de transmission autosomique récessif est
possible mais non certain ; nous devons donc envisager la possibilité d'un mode de
transmission héréditaire qui ne suivrait pas les lois de la génétique mendélienne,
comme par exemple un mode polygénique. Il est possible qu’'un géne majeur agisse

en interaction avec d’autres génes a effet plus faible par exemple.
2.3.2 Caractéristiques phénotypiques, épidémiologiques et génétiques

L'ankyloglossie est une affection avec un impact limité sur la santé des chiens.
Lors de notre étude, nous sommes parvenus a la caractériser phénotypiquement
chez le berger Kangal : il s’agit en régle générale d’'une attache de la langue au
plancher de la gueule du chien qui est totale, qui entraine des signes cliniques de
gravitt modérée (dysphagie) chez le chiot et de gravité plus importante
(amaigrissement) chez l'adulte ; son traitement est chirurgical et de réalisation
simple. Les données en matiere de phénotype et de signes cliniques sont similaires
entre la bibliographie et les résultats obtenus dans les familles de bergers Kangal en
France pour lesquels nous avons obtenu des informations. Sa prévalence minimale
dans la race en 2017 était de 5% et le sex-ratio male/femelle des chiens atteints

selon notre étude de 1.0 :1.0.

L'absence de produits tératogénes décrits causant cette affection et la large
répartition géographique de chiens atteints par cette maladie congénitale suggére
une affection héréditaire. Le mode de transmission génétique de celle-ci n’est a ce
jour pas établi; néanmoins, nous avons pu exclure les modes de transmission
suivants : transmission liée a I'Y, transmission par les mitochondries, transmission
récessive liée a I'’X. Les modes de transmission autosomique dominant et lié a I'X
dominant ne sont possibles qu’en cas de pénétrance incompléte. Enfin, un mode de
transmission autosomique récessif est possible mais signifierait que la fréquence de
I'allele muté est tres éleveée, ainsi que le nombre de porteurs sains dans la race, ce
qui est une possibilité. Néanmoins, un mode de transmission génétique qui ne suive
pas les lois de la génétique mendélienne reste I'hypothése la plus probable ; comme
potentiellement une affection faisant intervenir plusieurs facteurs génétiques et des

facteurs environnementaux.
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En outre, la réalisation de préléevements d’ADN sur des chiens sains et des
chiens atteints nous a permis de démarrer la création d’'une banque de données
biologiques chez le berger Kangal, pour envisager dans le futur une recherche du ou
des génes concernés. La quantité et la qualité des échantillons d’ADN extraits est

satisfaisante et permettra de faire des analyses génétiques.
2.3.3 Limites du projet

Lors de notre étude, la principale difficulté rencontrée a été la collecte des
informations auprés des éleveurs. D’'une part, I'ankyloglossie est une affection peu
connue et son diagnostic n'est pas évident méme lorsque réalisé par un vétérinaire ;
d’autre part, de nombreux chiens ne souffrent pas spécialement de l'affection et
celle-ci peut donc passer inapergue. Enfin, au moment ou nous avons démarré notre
étude, de nombreux chiens d’intérét étaient déja décédés ou avaient été vendus, en

France ou a I'étranger, a des propriétaires qui ne nous ont pas répondu.

Concernant I'étude des pedigrees, nous avons pu établir les liens entre les
différents chiens par le biais de LOF select mais la certitude de leur statut (sain ou
atteint) a été la principale limite, car nous n’avons pas toujours eu confirmation du

vétérinaire pour le phénotypage établi par les propriétaires.

Enfin, nous avons été confrontés a la difficulté de travailler sur du matériel
biologique avec de nombreux intervenants, ce qui peut induire des erreurs (échange
de prélevements par exemple). Nous aurions également souhaité obtenir des
prélevements sur davantage de chiens pour atteindre des cohortes de plusieurs
dizaines d’animaux sains et atteints. Les effectifs de la race en France sont faibles
(environ 300 nouveaux inscrits par an selon la SCC) et donc de tels objectifs auraient

ete difficilement réalisables.
2.3.4 Perspectives d’avenir

Malgré ces limites, notre étude est encourageante car elle a permis de démarrer
la création d’une cohorte de chiens sains et atteints et de construire un arbre
geénéalogique assez large pour émettre des hypothéses sur le mode de transmission

de la maladie.

Aupres du club de race et donc des éleveurs frangais de berger Kangal ainsi que
des vétérinaires, nous souhaitons émettre I’nypothése d’'une hausse de la prévalence

de l'affection au sein des individus en France, informer quant a la maladie et ses

78



consequences et donc permettre un diagnostic et un traitement pour les chiens
concernés. En revanche, étant donné le peu de conséquences cliniques de
I'ankyloglossie chez les chiens atteints, il n’est pour I'’heure pas recommandé de
réaliser une sélection visant a écarter les chiens atteints de la reproduction ; le risque
eétant de diminuer la diversité génétique de la race et donc de sélectionner
involontairement des alléles bien plus délétéres. En paralléle, la réalisation de la
frénotomie chez les chiens atteints n’étant pas un critere d’exclusion de la
reproduction, il n’est donc pas étonnant de voir la fréquence de I'affection augmenter
dans la race. Peut-étre serait-il souhaitable d’éviter d’accoupler des chiens atteints
entre eux et d’éviter d’accoupler des chiens ayant déja eu un descendant atteint
entre eux ; mais une fois encore, il ne faudrait pas appauvrir le pool génétique de

cette race a petit effectif.

Conclusion

L'ankyloglossie est une affection congénitale héréditaire. Chez le chien, cette
affection n’est décrite que chez le berger Kangal, race dans laquelle la prévalence de
I'affection semble augmenter au cours du temps en France. Cliniquement, cette
affection n’a pas de conséquences lourdes sur les chiens atteints ; en outre, sa prise
en charge n’est pas difficile techniquement et devrait étre réalisée sur les chiens
atteints pour améliorer leur confort de vie. L'établissement des mécanismes
génétiques a l'origine de la transmission de l'ankyloglossie dans des familles de
chiens doit étre poursuivie avec I'étude de pedigrees supplémentaires. De plus, le
prélevement de nouveaux chiens dont 'ADN sera entré en biobanque permettra de
poursuivre les analyses génétiques. L’identification d’'un allele majeur - s'il existe -
impliqué dans cette affection chez le berger Kangal permettrait de développer un test
génétique qui pourrait étre utilisé par les éleveurs pour raisonner les accouplements
et éviter la naissance de chiots atteints, tout en conservant une diversité génétique

maximale dans la race.
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Annexe 1 : Questionnaire préliminaire en frangais.

Ankyloglossie chez le berger de Kangal
- étude préliminaire

Bonjour,

Je suis étudiante en 4e année a 'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse et dans le cadre
de ma thése d'exercice vétérinaire, "Ankyloglossie chez le berger de Kangal, aspects
cliniques et génétiques”, je cherche a établir les mécanismes génétiques a l'origine de
I'ankyloglossie (langue fixée partiellement ou totalement par le frein de la langue au plancher
de la gueule) chez les bergers de Kangal. Cette étude génétique est gratuite, confidentielle

et un rapport sera rendu au club de race (pas de résultats individuels).

Dans cette optique, nous souhaitons recenser les chiens sains, atteints ou apparentés a des
animaux atteints (parents, descendants, fréres et soeurs), leurs signes cliniques et leur
pedigree, afin de réaliser un arbre généalogique nous informant sur la transmission

génétique potentielle de cette affection.

En répondant a ce questionnaire, vous acceptez que les informations fournies soient

utilisées dans le cadre d’une thése d'exercice vétérinaire.

Un questionnaire correspond a un chien ; si vous avez plusieurs chiens, vous pouvez remplir
plusieurs questionnaires ou me contacter a l'adresse mail suivante :

ankyloglossieba@gmail.com
En vous remerciant par avance pour votre participation,

Fanny LAMBERT

Nom et prénom (facultatifs)

Adresse mail (facultatif)

Nom complet du chien concerné

Quel est le sexe du chien concerné ?

o Male
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o Femelle
Etablissement du profil du chien

Si votre chien n'est pas atteint, ne répondez pas aux questions sur I'affection.

La langue est-elle attachée par le frein : (la photo montre une attache totale de la langue au

plancher par le frein)

o Normalement

o Partiellement

o Totalement

Pourriez-vous nous fournir une photographie du frein de la langue de votre chien ?

Votre chien présentait-il en paralléle une ou plusieurs des affections suivantes :

o LangueenW

o Déformations de la face

o Lingua bifida

o Non, pas d’autres malformations

o Autre

Quels signes cliniques votre chien présentait-il ?

o Difficultés a manger
o Difficultés a boire

o Salivation augmentée
o Amaigrissement

o Retard de croissance
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o Difficultés a aboyer
o Aucun de ces signes

o Autre

A quel age ces signes cliniques sont-ils apparus ? (en mois)

Diagnostic

Si votre chien n'est pas atteint, ne répondez pas aux questions sur I'affection.

Cette affection a-t-elle été diagnostiquée chez un vétérinaire ?

o Oui

o Non

Coordonnées du vétérinaire qui a diagnostiqué I'ankyloglossie (si réalisé) :

Généalogie

Pourriez-vous fournir le pedigree de votre chien ?

A votre connaissance, le pére de votre chien était-il atteint par I'ankyloglossie ?

o Oui
o Non

o0 Ne sait pas

A votre connaissance, la mére de votre chien était-elle atteinte par I'ankyloglossie ?

o Oui
o Non

o0 Ne sait pas

A votre connaissance, les descendants de votre chien sont-ils atteints par I'ankyloglossie ?

Si oui, lesquels ? Préciser le statut du partenaire (sain ou atteint) pour chaque portée.
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Autorisations

Si vous souhaitez que I'on vous envoie un kit de prélévement (écouvillon buccal) afin de
réaliser une étude génétique sur I'ankyloglossie chez le berger de Kangal, veuillez nous

indiquer votre nom et votre adresse postale :

J'ai compris que cette étude est gratuite et confidentielle, qu'aucun résultat ne sera fourni
individuellement, seul un rapport sera rendu au club de race a la fin de I'étude. Aucun

résultat ne peut étre exigé.

o Oui
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Annexe 2 : Questionnaire préliminaire en anglais.

Ankyloglossia in Kangal shepherd dogs

My thesis as a vet student consists in establishing the genetic mecanisms that may be the
origin of ankyloglossia in Kangal shepherd dogs. This study is free, confidential and we will

inform the breed club at the end of the study (there will be no individual answers).

Our aim is to identify healthy dogs, affected ones or linked to affected ones (mother and
father, descendants, brothers and sisters), their clinical signs and pedigree, so that we can
regroup this information in a genealogical tree to understand the potential genetic

transmission of the disease.

By answering to this survey, you accept that the information given will be used for a

veterinary thesis.

You must answer to one survey per dog ; if you want to tell us about several dogs, you can fill

several surveys or you can contact me here : ankyloglossieba@gmail.com
Thank you for your time and contribution to my work !

Fanny LAMBERT

First and last name (optional)

Email adress (optional)

Full name of the dog

Gender of the dog

o Male

o Female

Profiling

If your dog is healthy, please do not answer these questions.
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How much is the tongue fixed to the floor of the oral cavity : (the photo shows a tongue

completely fixed to the floor of the oral cavity)

o Normally

o Partly
o Completely

Could you send us a photo showing the tongue of your dog ?

Did your dog have one or several of these malformations ?

o Tip of the tongue notched
o Face malformations

o Lingua bifida

o No, no other malformations
o Others

What were your dog's clinical signs ?

o Difficulties to eat

o Difficulties to drink
o Excessive drooling
o Weight loss

o Growth retardation
o Difficulties to bark

o None of these signs
o Others

How old was your dog when the clinical signs appeared ? (answer in months)

92



Diagnosis

If your dog is healthy, please do not answer these questions.

Was the affection diagnosed by your vet ?

o Yes

o No

Contact information of the vet that diagnosed the affection (if diagnosed) :

Généalogie

Could you send us the pedigree of your dog ?

As far as you know, was the father of your dog affected by ankyloglossia ?

o Yes
o No

o |don’t know

As far as you know, was the mother of your dog affected by ankyloglossia ?

o Yes
o No

o |don’t know

As far as you know, were the descendants of your dog affected by ankyloglossia ? If some
were affected, which ones ? Please specify if the partner was affected or not by

ankyloglossia.

Consent
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Please tell us your address if your want us to send you a sampling kit (mouth swab) so that

we can do a genetic study on Kangal shepherd dogs :

| understand that this study is free and confidential, that no individual result will be given to

me, and that only a report will be sent to the breed club at the end of the study.

o Yes
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Annexe 3 : Fiche de renseignements a compléter pour la biobanque.

RECHERCHE GENETIQUE CHEZ LE CHIEN ET LE CHAT

CRB-Anim EnvA

(:_,1 d I"_[l - 7 avenue du Général de Gaulle —
DN A 94700 Maisons-Alfort ml I'lv

|u|:iE.|:hEl,‘;E"ier@'.'le-__aﬁnrt.fr dl Ecelo nationas wilirinain o Ao

Dzns le cadre de recherches génétiques dans les différentes races canines =t félines viz le projet
nationzl de biobangue Czni-DMA, nous collectons des échantillons sanguins et buccawx de chizns et de chats
appartenant 2 toutes les races.

Comment procéder ?

- Remplir |2 formulaire,

- loindre une photocopie du pedigree (szuf si disponible sur LOF select pour les chizns francais),

- Joindre un prélévement sznzuin (5 mlL de sang sur tube EDTA, conserve et envoye 3 température ambiantea,
danz une enveloppe protégzée, en tarif lettre simple ou colissimo) ow 3 defzut 2 3 3 brossettes buccales
[erwoyeées en lettre simple) portant le nom de Fanimal et |3 date de préléveament,

Les docteurs veterinaires de I'Emv& ainsi que tous les memibras du CRE-Anim et du projet Cani-DNA s’engagent a
respecter une totale confidentialité sur les informations transmises.

Identité de I'animal [N° de dossier Enva, s'ilyalieu-___ ]
Momo:__ Date de naissance - __ Espéce:
Sexe o Mo F oostérilizélz) Race : M® d'identification :

Coordonnées du vétérinaire

Affection(s) :

Toute photocopie d'examens complémentaires est lg bisnvenue pour lo compréhension et Fonclyse du cos.
Remargue(s) -

Adresse &lectronigue :

le conzens au stockage et & utilisation de 'ADN de man animal (décrit ci-dessus) a des fins de
recherche génétique. Les informations et les prélévements etant stockés de facon strictement
confidentielle, je comprends que je ne pourrais pas recevair de résultats individuels.

Date : Signature du propriétaire,
precedee de lo mention = lu et spprouve » -
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Annexe 4 : Protocole de prélevement de 'ADN.

Instructions pour l'utilisation des
brossettes buccales chez le chien

w23 ENVA

Ecole nationale wéténnaire d'Alfort

IMPORTANT : il ne doit pas y avoir de nourriture dans la bouche du chien lors du prélévement. Si
nécessaire, attendre 30 minutes aprés que le chien ait mangé avant de réaliser le prélévement.

MNoter le nom du chien sur I'emballage de chague brossette.
Utiliser 2 ou 3 brossettes par chien (2 pour les chiens sains et 3 pour les atteints).

Prélavement

Retirer la brossette de son emballage sans toucher 'extrémité. Relever le bord de la babine du chien
puis placer la brossette entre la babine et la gencive. Plaquer une main sur la joue du chien pour
maintenir la brossette entre |la babine et la gencive si nécessaire. Frotter vigoureusement en
tournant la brossette, avec la mé&me pression que vous utiliseriez pour vous brosser les dents,
pendant 20 & 30 secondes.

Envoi

Laisser les brossettes sécher 3 I'air libre 10 secondes avant de les replacer dans leurs emballages,
sans les fermer. Envoyer & température ambiante, en lettre simple.

Accompagner les prélévements de |a fiche de renseignement fournie.
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Annexe 5 : Protocole d'extraction de I'ADN a l'aide de I'automate Maxwell Promega.

MODE OPERATOIRE 131 Réf : MO-EXP-BM- 131

= - )
"’”ﬂ’ P I1\'A Extraction d’ADN génomique a partir de Version 2
A 2D/l Date : 08/06/2015

PN
o Page 1/4

A Ecole naticnale vétérinaire c'Alfort | brossettes ou cotons tiges buccaux avec
I’'automate Maxwell Promega

1. Objet et domaine d’application

Ce mode opératoire décrit le principe d’utilisation de I'extracteur d’acides nucléiques et de
protéines de type « Maxwell » de |la société Promega®, pour extraire de 'ADN génomigque a
partir d’'un préléevement de type brossettes buccales ou cotons-tiges buccaux secs.

2. Documents de référence

Manuel technique de I'automate Maxwell : réf TM295.

Manuel technique du Kit Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit and Maxwell 16 Buccal Swab LEV DNA
Purification Kit : réef TM333.

Fiche de sécurité du Thiocyanate de guanidine N°CAS : 593-84-0.
Fiche de sécurité de I'Ethanol N°CAS : 67-65-0.
3. Liste de diffusion et si nécessaire niveau de confidentialité

Toute personne du groupe 3, équipe 10 de I'U955 Imrb ainsi que toute personne appartenant a
un laboratoire partenaire ou collaborateur de la biobanque Cani-DNA, en vue de réaliser une
extraction d’ADN a partir de brossettes buccales ou cotons-tiges buccaux.

4. Hygiéne et sécurité

Porter une blouse.
Porter des gants.

Eliminer les déchets solides contaminés par les cellules buccales (brossettes et cotons-tiges aprés
extraction) et tous les consommables dans une poubelle DASRI.

5. Principe de la méthode

Le principe de cette méthode consiste a récolter I’ADN fixé sur des billes magnétiques aprés une
lyse mécanique et des lavages, achevés par une élution finale sans précipitation de I'ADN.

6. Matériels nécessaires

- Blouse et gants a usage unique.

- Automate Maxwell.

- Centrifugeuse a microtubes tournant @ minimum 10.000 tr/min.

- Kit Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit and Maxwell 16 Buccal Swab LEV DNA Purification Kit
(avec LEV Plungers, tubes d’élution (0,5 ml) et Clearing Columns).

- Bain-marie a sec agitant (a 56 °C).

- Pince coupante (type bricolage) si brossettes buccales.

- Une paire de ciseaux si cotons tiges buccaux.

- Vortex de paillasse.

- Poubelle DASRI.

- Pipetman 1000 pl et 200 pl.

- Cones 1000 pl et 20-200 pl.

- Tubes type Eppendorf de 1,5 ml.

Reédacteur Veérificateur Approbateur
Nom : Marie Abitbol Lucie Chevallier Laurent Tiret
Fonction : EC IR Directeur d'unité

Visa :
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I'automate Maxwell Promega

7. Réactifs (chimiques et biologiques)

Protéinase K en solution (incluse dans le kit, a conserver a température ambiante).
Cartouches Maxwell de réactifs (Maxwell 16 LEV Cartridges, incluses dans le kit).
Solution de lyse (Lysis buffer, inclus dans le kit).

Solution d’élution (Elution buffer, inclus dans le kit).

8. Contrainte de la méthode

Etre présent a la fin du cycle d’extraction (26 minutes) afin de sortir les tubes d’élution et
éviter leur évaporation.

9. Contenu du mode opératoire

01.
02.

03.
04,
05.

06.
07.

08

09.
10.
11
12,
13.

14.
15,

Allumer le bain marie agitant a sec a 56 °C.

Numéroter (annoter) des tubes 1,5 ml type Eppendorf avec la référence de chaque
prélévement. Seize prélévements peuvent étre traités en méme temps.

Placer une Clearing Column (colonne) dans chaque tube de 1,5 ml.

Couper chaque coton tige ou chague brossette a sa base.

Placer un coton tige ou une brossette dans chaque Clearing Column. Pour les brossettes,
les plier en deux. Remarque : si la brossette est conservée dans de l'alcool, il faudra au

préalable la sécher.

Ajouter 30 pl de protéinase K (du kit) sur chague brossette ou coton tige.
Ajouter 300 pl de Lysis Buffer (du kit) sur chaque brossette ou coton tige.

. Fermer les tubes 1,5 ml contenant les colonnes et les brossettes/cotons tiges, au besoin

en coupant l'attache du bouchon sur le tube, souvent trop courte.

Vortexer 10 secondes.

Placer dans le bain marie a sec a 56 °C durant 1 a 2 heures, agitation 1400 tr/min.

Retirer du bain marie a sec, éteindre le bain marie.

Centrifuger les tubes 3 minimum 10.000 tr/min durant 2 minutes.

Retirer les tubes de |la centrifugeuse et jeter la colonne contenant la brossette ou le coton
tige dans une poubelle DASRI.

Annoter des tubes 0,5 ml (du kit) avec les références de chaque prélevement.

Préparer le rack support LEV (noir et métallique) contenant autant de cartouches que
d’échantillons a traiter (16 au maximum). Les cartouches doivent étre réparties sur la
largeur sile nombre d’échantillon est inférieur a 16.

Rédacteur Vérificateur Approbateur
Nom : Marie Abitbol Lucie Chevallier Laurent Tiret
Fonction : EC IR Directeur d'unité
Visa :
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16

17,
18.

19.
20.

21
22.
23.

24,
25,
26.
27,
28.

29,

30.

. Enlever le film métallique qui ferme les cartouches (vérifier qu’il ne reste pas de film
plastique).

Placer les tubes 0,5 ml en regard de chaque cartouche.

Déposer 50 pl d’Elution Buffer dans chaque tube 0,5 ml. Laisser les tubes ouverts,
couvercle vers soi (voir dessin).

Ajouter un Plunger dans chaque alvéole n°8 (alvéole la plus proche de soi).

Déposer le lysat obtenu par centrifugation des colonnes (et contenu dans le tube 2 ml),
dans chaque alvéole n°1 (la plus éloignée de soi).

. Lysat
Elution Buffer

Plunger

Allumer I'automate Maxwell.

Vérifier que « LEV » et « Rsch » sont affichés a I'écran.

Dans les écrans suivants, naviguer a I'aide des boutons fleches et valider avec le bouton
Run/Stop.

...... Menu.......FFPE/Cells

Sile menu est correct, valider en pressant Run.

Ouvrir la porte du Maxwell et presser Run pour faire sortir le plateau.

Veérifier que le support a tiges métalliques fines et peint en noir (LEV) est en place.

Placer le rack support LEV avec les cartouches et les tubes 0,5 ml sur le plateau.

Presser Run pour que le plateau se rétracte et fermer la porte. L’extraction commence
automatiquement.

A la fin du processus, la machine émet 5 bips. Il est souhaitable d’ouvrir la porte et de
récupérer les tubes 0,5 ml contenant 'ADN élué rapidement afin d'éviter son
évaporation.

Ouvrir la porte et vérifier que des Plungers ne sont pas encore accrochés aux tiges
meétalliques. Si le tiroir est sorti alors qu’ils sont encore sur les tiges, il y a un fort risque
d’endommager de I'automate. Détacher alors les Plungers restants sur les tiges avant de
presser Run pour faire sortir le plateau.

Rédacteur Vérificateur Approbateur
Nom : Marie Abitbol Lucie Chevallier Laurent Tiret
Fonction : EC IR Directeur d'unité
Visa :
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31. Presser Run pour faire sortir le plateau.
32. Récupérer les tubes 0,5 ml contenant I’/ADN.

33. Jeter les cartouches avec les Plungers dans une poubelle DASRI.

34. Fermer la porte de 'automate et I'éteindre.

35. Ranger les tubes 0,5 ml dans une boite, annoter la boite.
36. Conserver les ADNs a +4 °C ou -20 °C.

Rédacteur Vérificateur Approbateur
Nom : Marie Abitbol Lucie Chevallier Laurent Tiret
Fonction : EC IR Directeur d'unité
Visa :
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Annexe 6 : Guide d'utilisation du Nanodrop™ One/C.

= FADA/201E
-@nﬁme UTILISATION DU NANODROP™ ONE/C ozvMe
’ paga '3

L'appareil indigue sur le bandeou hout « Blank OK ». Vous pouver passer aux échantilions. Dans le cas
contraire, refaire le blanc.,
- Commencez ks mesures,
MNammez votre échantillon & Faide de I'écran tactile puis déposer 1 pl du materiel a
mesurar
- Abaisser be bras ; la mesure s& fait automatiquement
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- Un graphe s"affiche 4 gauche ainsi que la concentration en matériel en haut 4 draite de
I'écran (révélateur ou non de centamination phénolée ou protéique)
Mettoyes les deux surfaces de mesure avant chague nouvelle mesure.
Procéder de lo méme maniére pour les autres echantillons
Lime fois toutes les mesures effectuses, faire « FIN DE L'EXPERIENCE »
Une femétre 5'owwre dans laguelle on peut enregistrer -
Iz date
= e mom de Fanakysa
oy assooer ke nom dun utilisateur
# est possible d'ewporter les résultats sur wne clé USB [elle peut &tre enfichée au début ou fin
o experience]
- (liqueer sur = EXPORTER LES D:OMMNEES =
La fenétre de chargement des donnses sur la oé et du choix de type dexportation s'affiche : faire
« 0K » pour valider.
Vous avez la possibilité d’exporter sous trois formats en cochant ceux voulus :
o & .csw s format 3 ouwrir sous Excel contenant les valeurs de concentration et
ratio ainsi gue les informations liges a Acclaro !
o & .tsw = : format a ouwrir sous Excel contenant les valeurs d'absorbbances pour
chague longueur d'onde
>« 5l » : format qui s"ouvre aved le legiclel NanoDrop™ Qne PC Viewer
directement sur vatre ordinateur. Ainsi vous revoyez vos résultats et spectres
comme sur le NanoDrop™,
La clé peut étre enlevée lorsque le message indique que Penregistrement est fini
Bien pettoyer les deux surfoces de mesure avec le papler d'essuyage et abaisser le bras
E- L'appareil revient 3 la page d’accueil et est prét 3 Atre réutilisg ou éteint avec le bouton ONYOFE 3
Farrsbre de Fapparell,
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Toulouse 2022 THESE : 2022—- TOU 3 - 4085
Titre : Ankyloglossie chez le berger Kangal, une étude clinique et génétique

Directrice de thése : Dr Lucie Chevallier, Maitre de conférences en Génétique moléculaire
et médicale a 'TENVA

Nom : LAMBERT Prénom : Fanny

Résumé : L'ankyloglossie est une affection congénitale héréditaire qui consiste en un
raccourcissement du frein de la langue entrainant une diminution de mobilité linguale. La
premiére partie bibliographie de cette thése rappelle le développement embryonnaire de la
langue puis fait un état des lieux concernant les génes impliqués dans les voies de
signalisation de ce développement. Ensuite, en rassemblant des pedigrees de chiens
atteints ou apparentés a des chiens atteints, cette étude a permis d’étudier le ou les modes
de transmission de I'ankyloglossie chez le berger Kangal. Des prélévements biologiques
(frottis buccal) ont également été réalisés dans I'optique de constituer une cohorte de
bergers Kangal sains et atteints et de poursuivre les analyses génétiques a I'avenir.

Mots clefs : ankyloglossie, berger Kangal, mode de transmission héréditaire
Title: Ankyloglossia in Kangal shepherd dogs, a clinical and genetic study

Abstract: Ankyloglossia is a hereditary congenital disorder in which the lingual frenulum is
shortened and the tongue mobility is reduced. The first part of our work reminds the tongue
embryonic development and the genes involved in the signaling pathway of that
development.Then, this study rules out the transmission mode(s) for ankyloglossia in dogs
by collecting pedigrees of affected dogs and pedigrees of dogs linked to the affected ones.
Biological samples (mouth swab) were also collected in order to constitute a healthy and
affected bank of Kangal shepherd and to pursue genetic analysis in the future.

Key words: ankyloglossia, Kangal shepherd, mode of inheritance
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