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Résumeé en francais

La scoliose idiopathique (SI) est une déformation tridimensionnelle de la colonne vertébrale
trés répandue qui touche 3 a 4 % de la population en I'absence d'anomalies congénitales
évidentes, et dont I'étiologie est mal comprise. Des études génétiques récentes chez le
poisson zébre ont montré que la perte de la fibre de Reissner (FR), un polymeére protéique de
sco-spondine sécrété par l'organe sous-commissural (SCO) et présent le long des cavités du
systéme nerveux central, déclenche une scoliose chez les juvéniles (correspondant a
"ladolescence"). L'altération de la motilité des cils dans les embryons, nécessaire a la
polymérisation du RF, entraine également des défauts de courbure de I'axe, en corrélation
avec une diminution de I'expression du géne du neuropeptide urp2 chez les mutants sco-
spondine. Il n'est pas encore déterminé si ce scénario, ou un défaut de circulation du LCR
entrainant la perte du FR et une diminution de la signalisation de I'URP s'applique a d'autres
mutants de poisson-zébre qui n'altérent pas directement la motilité des cils ou s'il peut étre
pertinent pour la SI humaine. Deux études ont également mis en évidence l'existence d'une
signature neuro-inflammatoire, en aval de la perte du FR, qui contribue a la sévérité et a la
pénétrance de la scoliose.

Nous avons généré un mutant de poisson zébre pour rpgrip1/, un géne codant pour une
protéine de la zone de transition ciliaire, qui ne présente aucune anomalie embryonnaire et
développe une scoliose avec une pénétrance presque compléte chez les juvéniles. Le but de
ma thése était de déterminer la cascade d'événements menant a la scoliose chez les rpgrip1F
. Nous avons tiré profit du développement asynchrone de la scoliose chez rpgrip1’”- pour
montrer que les mutants droits présentent déja des défauts ciliaires au niveau du tronc avec
une augmentation du nombre de cellules immunitaires dans le cerveau et une augmentation
du niveau d’expression d'urp1 et d'urp2. A I'apparition de la scoliose, les mutants rpgrip1/”
perdent la FR et les touffes multi-ciliées proches du SCO. La réintroduction de RPGRIP1L
dans les cellules ciliées motiles et les cellules progénitrices grace a une transgénése tissu-
spécifique prévient I'apparition de la scoliose. En réduisant le niveau d'URP chez les rpgrip1l
’ par des croisements génétiques, nous avons démontré que l'altération de la signalisation
URP ne contribue pas a la scoliose chez rpgrip1l”. De plus, un traitement anti-
inflammatoire/anti-oxydant a long terme a réduit la sévérité et la pénétrance de la scoliose de
50%, suggérant que ces processus sont impliqués dans 'apparition et I'évolution de la scoliose
chez rpgrip1l”. Enfin, grace a une analyse protéomique et & des immuno-marquages, nous
avons mis en évidence une astrogliose au sein du SCO et du ventricule rhombencéphalique
qui se développe de maniére asynchrone chez les mutants droits rpgrip 1/ et qui persiste chez
les mutants scoliotiques. Nous proposons que l'astrogliose au niveau du SCO associée au
recrutement de cellules inflammatoires induisent localement la perte de touffes multi-ciliées,
altérant la polymérisation du FR et conduisant finalement a la scoliose.

Nous espérons que cette étude permettra de mieux comprendre les défauts moléculaires et
cellulaires a I'origine de I'lS chez le poisson zébre et qu'elle mettra en évidence I'astrogliose
cérébrale en tant que défaut potentiel a I'origine de la Sl chez I'homme.

Mots clés : Scoliose idiopathique ; poisson-zébre ; multi-cils ; astrogliose ; inflammation.
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Résumeé en anglais

Idiopathic scoliosis (IS) is a highly prevalent three-dimensional spine deformity which affects
3-4% of the population in the absence of obvious congenital abnormalities, whose etiology is
poorly understood. Recent genetic studies in zebrafish have shown that loss of Reissner fiber
(RF), a sco-spondin protein polymer secreted by the subcomissural organ (SCO) and present
along the cavities of the central nervous system, triggers scoliosis in juveniles (the "adolescent-
like" stage). Impairment of cilia motility in embryos, necessary for RF polymerization, also leads
to axis curvature defects, that correlates with decreased urp2 neuropeptide gene expression
in sco-spondin mutants. It is yet not clear whether this scenario of CSF flow defect causing RF
loss and decreased URP signaling holds true in other zebrafish mutants that do not impair
directly cilia motility or may be relevant to human IS. Two studies also pointed to the existence
of a neuro-inflammatory signature, downstream of RF loss, which contributes to scoliosis
severity and penetrance.

We generated a zebrafish mutant for rpgrip1/, a gene encoding a ciliary transition zone protein,
which displays no embryonic anomaly and develops scoliosis with nearly full penetrance in
juveniles. The goal of my thesis was to decipher the cascade of events leading to scoliosis in
rpgrip1r-. We took advantage of the asynchronous scoliosis development in rpgrip1/” to show
that the straight mutants already presented ciliary defects at trunk level with increase number
of immune cells within the brain and urp1 and urp2 upregulation. At scoliosis onset, rpgrip1/”
mutants had lost the RF and specific multi-ciliated tufts just lateral to the SCO. Reintroduction
of RPGRIP1L into motile ciliated cells and progenitor cells thanks to tissue-specific
transgenesis prevents scoliosis onset. By reducing URP level in rpgrip 1" via genetic crosses,
we demonstrated that alteration of URP signaling does not contribute to the curvature
phenotype of rpgrip1f-. Moreover, long-term anti-inflammatory/anti-oxidant treatment reduced
the severity and penetrance of scoliosis by 50%, suggesting that inflammatory and/or oxidative
processes are involved in rpgrip1l scoliosis onset and evolution. Finally, thanks to a proteomic
analysis and immunostaining, we revealed an astrogliosis response within the SCO and
rhombencephalic ventricle that develops asynchronously in straight rpgrip7f- and persists in
scoliotic fish. We propose that the astrogliosis at SCO level associated with inflammatory cells
recruitment induces locally the loss of multi-ciliated tufts, impairing RF polymerization and
eventually leading to scoliosis.

We hope these studies will provide new insights into the understanding of molecular and
cellular defects leading to IS in zebrafish and highlight brain astrogliosis as a potential defect
leading to human IS.

Mots clés : Idiopathic scoliosis; zebrafish; multi-cilia ; astrogliosis ; inflammation.

13



14



Table des matieres

RésSUME en franGais ..........ooviiiiiiiiiiieerrr 1
Résumeé en anglais ..........cooviiiiiiiiineerr s —————————————— 13
Liste des fIQures ... 21
Liste des tableauX......... .o 23
Liste des abréviations ... 25
Introduction............ - 27
1.  Une antenne cellulaire...........ccoimmiiiiieeeeecscccsiss s 29
1.1, Structure Ciliaire ........vveeeiiiiieee e 29
R P O T o | T o 4 = 1= P 31

1.1.2. LeS ClS MOLIES ....evveeeiieee e 32

1.1.3. Les cellules MUlti-CIlIEES ..........ccoeiiiiiieecee e 34

1.2. Les différentes étapes de la ciliogénése...........cccooeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 35
1.2.0. CHlIOGENESE....eiiiiiiieeieeee ettt e e e e e e e 36
1.2.1.1. Assemblage du centriole............ooooiiiiiiiiiiiiiiii e 37

1.2.1.2. Maturation du centriole : assemblage des appendices distaux et
SUD-AISTAUX ... 39
1.2.1.3. Amarrage de vésicules pré-ciliaires sur les appendices distaux...40
1.2.1.4. Formation des vésicules ciliaires (VC) et extension de la VC....... 40
1.2.1.5. L’enlévement des protéines de la coiffe sur le centriole pére est un
prérequis pour I'allongement de 'axon€me.........ccccoeevveeeiiiiiiiieeceeeein 41
1.2.1.6. Elongation de 'aXOn@me............ccceeeueueeeeeeeeeeee e, 41
1.2.2. Construction d’'une barriére ciliaire fonctionnelle au niveau de la Zone de
Bl = 10 S]] o I 740 TP EUPPPPPPPPR 43
1.2.3. Contréle de la composition ciliaire : régulation de la signalisation
CEIUIAINE .. e e e e e e e et e e aeees 46
1.2.3.1. Mise en place de la barriere de diffusion par les protéines et les
0] (o [T P 47

15



1.2.3.2. Impact des mutations de protéines de la TZ sur la composition

ciliaire et le développement............coo o 51
1.2.4. Régulation transcriptionnelle des génes ciliaires ...............c.oooeviinnnee 54
1.2.4.1. La famille des facteurs de transcription RFX .........cccccceeiiiiiiiin. 55

1.2.4.2. Lefacteurde transcription FOXJ1 est un régulateur de la ciliogénese
MOl e 57
1.2.4.3. Relation fonctionnelle entre les facteurs de transcription régulant la
CIlIOGENESE... .t e e 59

1.2.4.4. Contréle transcriptionnel de la multiciliation par MCIDAS, Gmnc et

11 PP 60

1.3.  Lesfonctions deS CilS........coiiiiiiiiiiiiiieee e 61
1.3.1. Génération d'un flux orienté ............ooomrimiiiiiiii 62
1.3.1.1. Les différents flux dans 'organisme.............ccccueiiiiiiiiiiiiinnnnnnnn. 62
1.3.1.2. Circulation et réle du liquide cérébro-spinal chez la souris............ 65

1.3.1.3. Circulation et réle du liquide cérébro-spinal chez le poisson-

1.3.2. Rdle de la voie de la polarité planaire pour générer un flux orienté.....71

1.3.2.1. Battement coordonnée des cellules multi-ciliées au sein de divers

LSS0 1 P 73
1.3.2.2. Battement coordonnée des cellules mono-ciliées......................... 74
1.3.3. Rdle du cil primaire en tant que mécano-senseur..........ccccccccvvvvvevnnnnnn. 75

1.3.4. La transduction de voie de signalisations importantes pour le

développement et FThomeéostasie..........cooovviiiiiiiiiiiiiiie e 79
1.3.4.1. Voie Hedgehog et dépendance au Cil ...........cccooovvrrviiiciiiieeenenenn. 79
1.3.4.2. Photo transduction des signaux lUMiNEUX..............ceeeveeriiieeeeeennnnn. 83

1.4. Ciliopathies chez 'homme ..o 86

1.4.1. Généralités sur les ciliopathies...............ouviiiiiiiiiiii, 86

1.4.2. Rpgrip1l : fonctions et pathogenése..........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiii, 90
1.4.2.1. Pathogenése résultant de mutation(s) dans le géne Rpgrip1l ...... 90
1.4.2.2. Les différentes fonctions de la protéine RPGRIP1L...................... 91

2. Etiologie des différentes formes de Scoliose.........ccoveererreerernrceressesennns 95
2.1. Lacolonne vertébrale chez 'homme ............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiieen 95
2.1.1. Structure de la colonne vertébrale ............ccccceeeiiiiieiiiiiiiien 95

16



2.1.2. Formation de la colonne vertébrale.........cooceoieiieiii e, 96

2.2. Les différents types de SCOlOSE........euviiiiiiiiiiiiiiiiii e 98
2.2.1. La scoliose CoNgenitale ............c..uuuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 98
2.2.2. La scoliose NeuromMUSCUIAIre ...........coeeviieiiiiiiieie e e e e 99
2.2.3. La scoliose idiopathiqQue ..........ccooviiiiiiiiiiiccie e 100

2.2.3.1. EPIAEMIOIOGIE. .. .c.eiveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100
2.2.3.2. Mesure de la sévérité de 1a ScolioSe ........uuviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 101
2.2.3.3. Etude de la génétique humaine de la Sl ............cccooveveveerenne.n. 102
2.3. Modéles d’étude de la Sl ...........ouuiiiiiiiiiiiiiiiii e 104

2.3.1. Le poulet: la pinéalectomie responsable d’'une déformation de la
(o7 ] (o] o o = USRI 104
2.3.2. Lesrongeurs : un modéle trés utilisé en laboratoire mais peu adapté pour
la compréhension de I'étiologie de la Sl...........coiiiiiiiiiiiieee 105

2.3.2.1. Investigation d’un role endocrinien dans I'apparition de la Sl chez la

S0 3 10

5

2.3.2.2. Le rbdle du systéme de proprioception dans l'alignement de la

[ofo] (o] a T IRY T 4 (=T o] r= | R 108
2.3.3. Le xénope : perturbation du systéme vestibulaire...............cccevveennnn. 111

2.3.4. Le poisson zebre génétiquement modifié peut développer une scoliose
au stade juvénile avec une forte pénétrance ..., 112

2.3.4.1. Structure et formation de la colonne vertébrale chez le poisson-

2.3.4.2. Emergence du premier modéle génétique de Sl chez le poisson-

zébre scoliotique : le mutant Ptk7- ...........coeooeeceeeee e 116

3. Facteurs génétiques et environnementaux participant a la courbure de
I’axe chez le poiSSON ZEDre ... 119

3.1.  Reégulateurs embryonnaires de la courbure de l'axe chez le poisson

3.1.2. Défaut de courbure dorsale au stade embryonnaire........................... 119

3.1.3. Défaut de flux du liquide cérébro-spinal dans les mutants de motilité 120

17



3.1.4. Défaut de formation de la fibre de Reissner.......ccocoveeveeiiiiiiininnnnn.. 121

3.1.5. Réle des neurones en contact avec le LCS (CSF-cNs) dans la

[]ge] o] g o Tex=T o) (o] o [P 123
3.1.5.1. Description des CSF-CNS..........ouvumiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 123
3.1.5.2. Les CSF-cNs : des organes de proprioception ..............ccuennnnn. 124

3.1.6. Défaut d’expression des génes urp1 et urp2.........ccooevviiiiiiiiiiiiicennn. 125

3.1.7. Hypothése de modéle de maintenance de 'axe droit chez 'embryon de

POISSON-ZEDIE.......cii i i ie e e e e e e e e e e e e e e et e e ee et aa e e e e eeeaaeaeaeeeeeeennnees 127

3.2. La scoliose idiopathique chez le poisson zebre..........ccccccoeeeeviiiiieeeneni, 128

3.2.1. Défaut dans la circulation du LCR et la formation de la fibre de Reissner
dans I'apparition de la scoliose chez le poisson zébre ..............ccooevvveeeeee. 128
3.2.1.1. Roéle des cils motiles dans la maintenance d’'un axe droit pendant
7= To [o] 1= Yot =T o [o = S UEEPPPPPPPPN 128
3.2.1.2. Importance de la maintenance de la fibre de Reissner au stade
JUVBNIIE . e 131
3.2.2. Autre facteur participant a la scoliose chez le poisson-zébre au stade
JUVEINIIE ..t e e e e as 133
3.2.2.1. Implication de la signalisation des neuropeptides Urp1/Urp2 dans la
maintenance d’un axe droit ...........cceeiieiiiii e 133
3.2.2.2. Contribution partielle des CSF-cNs au développement de la
S0 ] 10 1= = 134
3.3. Meécanisme d’inflammation et scoliose: modéles émergents d’une

régulation de la courbure de la colonne médiée par la réponse immunitaire ... 135

3.3.1. Introduction générale a la réponse immunitaire innée ....................... 135
3.3.1.1. Les macrophages participent a la réponse inflammatoire........... 135
3.3.1.2. Le systéme du complément .............cceeviiiiiiiiiiiiiiiieee 136
3.3.1.3. La microglie : fonctions dans le systéme nerveux....................... 136

3.3.2. Induction de la scoliose par une infection bactérienne....................... 137

3.3.3. Une réponse inflammatoire anormale participe au développement d’une

Sl chez le poiSSON-ZEDre.........oiiiieii e 138
Objectifs de la thése........ccomrreciiriec s 141
REsUlats ......ccooeeeiirr e e 145

18



Discussion et perspectives .......ccccvciiimeiiiimsiinmsnirsnnrnaeneas 209

4. Défauts du systéme nerveux du mutant rpgrip1l” ne contribuant pas

directement a la courbure de I’'axe ... ————- 213
4.1. Défauts de la porte sélective ciliaire et des mono-cCils ............ccccuunennnn. 213
4.2. Dilatation des cavités du systéme NerveuX...........ccccoeeeiiiiiiiiiiiniineeeee. 214

4.2.1. Hypothése de défaut de motilité des cils conduisant a une réduction de
L1832 11 0 PSS 215

4.2.2. Hypothése d’'un élargissement de la surface apicale des cellules

conduisant a un élargissement des Cavités .........cccceeeeeiiieieeiiiiiceeeeen 216
4.2.3. Hypothése d’une altération du contenu du LCS....................oocs 216
4.2.3.1. Augmentation de la production de LCS par le plexus choroide..216
4.2.3.2. Altération de la composition ionique du LCS ..........ccccoeeeeieenen. 217

5. Deéfauts du systéme nerveux contribuant a la scoliose...............cevveeees 219
5.1. Proposition de cascade d’événements participant a la scoliose............ 219
5.1.1. Phénomeéne d’astrogliose-liKe ..............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 219

5.1.2. Dysfonctionnement du métabolisme mitochondrial et de I'expression de

[@ Protéine GSK3M.......ccoiiieeeeeeeec e e e e e e e e e e e e e e eeeanaee 220
5.1.3. Recrutement de cellules immunitaires au sein du territoire du SCO..221
5.1.4. Perte ciblée des touffes multi-ciliées dans le SCO........cccccevvvvvennnnnnn. 222
5.1.5. Défaut de maintenance de la FR.............iiiiiiiiiiiiiiiii, 223
5.2. Validation de la cascade d'événements grace aux expériences de
ST WAV =T = PRSP 224
5.2.1. Expérience de traitement anti-inflammatoire/anti-oxydant ................. 224
5.2.2. Sauvetage tissu spécifique dans les cellules ciliées matiles.............. 225
5.3. Comparaison avec les autres modéles de Sl de poisson-zébre............ 226
5.3.1. Phénotypes similaires observés avec les modéles de Si................... 226

5.3.2. Implication d’'une autre cascade génétique contrdlant la courbure de

5.3.3. La perte de la polymérisation de la FR n’explique pas 'apparition de la

scoliose chez tous 1es MOdEIES A Sl ...oneeiiiiie e, 228

6. Pertinence du modéle pour déterminer les cascades d’événements

pouvant participer a la scoliose idiopathique chez ’homme ........................ 229

19



6.1. Absence de contribution de la matilité ciliaire dans la circulation du LCS
ChEZ PNOMIME... ..ot e e e e e e eeeens 229
6.2. Absence d’évidence de la présence de fibre de Reissner chez
P OMIMIE . e 230
6.3. Importance du processus inflammatoire dans I'émergence de la scoliose

(o] g T=Y4 M 210 ) 010101 1T TR TP RPRUPR 231

Bibliographie........cccciiiiiiiiiciisi s e 233

20



Liste des figures

Figure 1 : Représentation schématique de la structure ducil. .......................... 30

Figure 2: Localisation de populations de cils motiles et non motiles dans

différents organes chez I’embryon de poisson-zébre...............c..ccooooiiiiiiiiinninnn, 32
Figure 3 : Description des deux types de ciliogéneése ...................ccccoiiiiiiiineeen. 35
Figure 4 : Structure du centriole .................oeeiiiiii 37
Figure 5 : Différenciation de cellules multi-ciliées chez les mammiferes .......... 38
Figure 6 : Modéle schématique du réle de MPP9, TTBK2, Cep97-CP110 dans le
controle de la formation du Cil.................ccoooiiii i 41
Figure 7 : Structure de la zone de transition chez les mammiferes.................... 43

Figure 8 : Modeéle de réseau d’interaction des différents modules présents a la
zone de transition basé sur des études chez C. Elegans et cellules en culture44
Figure 9 : Différents processus de régulation de la composition ciliaire .......... 47

Figure 10 : Cibles directes et indirectes des facteurs de transcription RFX et

Figure 11 : Cascade de contréle transcriptionnel permettant la formation de
MUILI-CIIS .. et e e e et e e e e eeeanas 60
Figure 12 : Représentation schématique de la localisation des plexus choroides
dans les 4 ventricules dans le cerveau de souris adulte .................................... 65
Figure 13 : Localisation des populations ciliaires dans différentes régions du
cerveau adulte de poISSON-ZEDre .............ccooiiiiiiiiiiiiii e 69
Figure 14 : Différents positionnement des corps basaux dans la cellule
permettant d’établir un battement ciliaire dans la méme direction. ................... 71
Figure 15 : Polarité planaire et acteurs de la voie WNt-PCP..................cccccceeee. 72
Figure 16 : Modéle de mécano-sensation ciliaire médiée par le calcium dans la
vésicule de Kupffer pendant le développement de ’asymétrie droite/gauche chez
€@ POISSON-ZEDIE.........ccoeeeeeee e 76
Figure 17 : Réle du cil, et de la voie de signalisation Shh dans le développement
dutube neural ... e 80
Figure 18 : Représentation schématique d’un photorécepteur........................... 83
Figure 19 : Dysfonctionnement des cils motiles ou non-motiles conduit a des

ciliopathies affectants la plupart des organes chez ’homme............................ 87

21



Figure 20 : Chevauchement de différents modules qui sont responsables de
différentes ciliopathies................oooooi s 89
Figure 21 : Structure et formation de la colonne vertébrale................................ 95
Figure 22 : Différentes étapes conduisant a la formation des vertébres au cours
AU dEVEIOPPEMENL ... e 97
Figure 23 : Représentation schématique des différents types de malformations
observées dans les scolioses congénitales ...............ccccceeeeviiiiis 98
Figure 24 : Représentation schématique de la mesure de I’angle de Cobb suite a
une radio de face de la colonne vertébrale ....................ccoirriiiicciiii 101
Figure 25: Localisation rapprochée de la glande pinéale et du SCO chez
plusieurs Modeles aniMaUX.............ccoiiiiiiiiiiiiiee e e a e e 106

Figure 26 : Le systéeme proprioceptif est important pour maintenir un alignement

de la colonne vertébrale. ... 108
Figure 27 : Description du systéeme vestibulaire chez le xénope...................... 111
Figure 28 : Structure de la colonne vertébrale du poisson-zébre..................... 113

Figure 29 : Réle des cellules vacuolées de la notochorde dans I’élongation de
I’axe et la formation de la moelle épiniére..................ooiiiiiiccii e, 114
Figure 30 : Localisation de la fibre de Reissner dans le cerveau et le canal central
de la moelle épiniére au stade larvaire chez le poisson-zébre.......................... 121
Figure 31: Localisation des CSF-cNs autour du canal central de la moelle
épiniére chez le poiSSON-ZEDbre. ..............ccoiiiiiiiiiiii e 123
Figure 32 : Modéle actuel de maintenance de I’axe droit chez I’embryon de
POISSON-ZEDIE........cooiii et 127

Figure 33 : Schéma résumant les principaux résultats obtenus pendant la thése.

22



Liste des tableaux

Tableau 1 : Facteurs de transcription ciliaires nécessaire a la production de
différents types ciliaires dans différents organismes...........................coie 56
Tableau 2 : Génes surexprimés dans I’analyse transcriptomique impliqués dans
le transport antérograde. ... 214
Tableau 3 : Géne cftr surexprimé dans I’analyse transcriptomique impliqué dans
le transport d’ions chlorure et d’eau..................o 217
Tableau 4 : Protéines d’intéréts sélectionnées dans I’analyse protéomique. Ici
sont représentées des protéines diminuées appartenant au métabolisme du

PYTUVARE. ... e e 220

23



24



Liste des abréviations

ACIII : Adénylate cyclase llI

ACL : Amaurose congénitale de Leber
AR : Acide rétinoique

BBS : Syndrome de Bardet-Bied|

CC : Cil connecteur

CMC : Cellule multi-ciliées

COX-2 : Cyclo-oxygénase 2

CSF-cNs : Neurone en contact avec le
liquid cérébro-spinal

DC : Dystrophie du cbéne

Dpf : Jour post fertilisation

ERO : Espéces réactives de 'oxygéne
Foxj1 : Forkhead box J1

FR : Fibre de Reissner

GFP : Protéine fluorescente verte

GPCR: Récepteur couplé aux
protéines G
GWAS : Etude d'association & I'échelle
du génome

Hh : Hedgehog

Hpf : Heure post fertilisation
IFN : Interferon

IFT : Transport intraflagellaire
INPPS5E :
phosphatase E

Inositol  polyphosphate-5-
Irg1l : Géne d'immuno-réponse 1-like
JBTS : Syndrome de Joubert

KO : Knock-out

LCP1 : L-plastine 1

LCS : Liquide cérébro-spinal

LRO:

gauche/droite

Organe de latéralité
MCHR1 : Récepteur 1 de I'normone
concentrant la mélanine

MEC : Matrice extracellulaire

MEF : Fibroblaste embryonnaire murin
MET :
transmission

MKS : Syndrome de Meckel-Gruber
NAC : N-acetyl cystéine

Microscopie électronique a

NACET : N-acetyl cystéine ethyl ester
NF-kB : Facteur nucléaire kappa B
NPHP : Néphronophtise

OFD : Syndrome oral-facial-digital
OGT : Organe tendineux de Golgi
PC1 : polycystine-1
PC2 : polycystine-2
PCD: Syndrome de
ciliaire

PCh : Plexus choroide
PCP : Polarité cellulaire planaire
Pkd2I1 : Polykystose rénale 2 like 1
RFX : Facteur de regulation X
RHPT1 :
parathyroide 1

la dyskinésie

Récepteur a [I'hormone
RP : Retinitis Pigmentosa

RPE : Epithélium pigmentaire rétinien
Rpgrip1l :
GTPase Regulator Interaction Protein-
1-Like

Retininis Pigmentosa

25



Runx3: Facteur de transcription
apparenté a Runt 3

SC : Scoliose congénitale

SCO : Organe subcommissural

Sl : Scoliose idiopathique

SLS : Syndrome de Senior-Loken
Smo : Smoothened

SNC : Systéeme nerveux central

SNP : Polymorphisme d'un seul
nucléotide

Sspo : Sco-spondine

TLR : Récepteur toll-like

TNFa : Facteur de nécrose tumorale
Urp1/2 : Peptide relié a I'urotensine 1/2
Uts2r3 : Urotensin-2 receptor 3

ZT : Zone de transition

26



Introduction

27



28



1. Une antenne cellulaire

Chez les eucaryotes, les cils jouent un réle clé dans la signalisation
cellulaire, la motilité, ou la méchano-sensation. Durant la moitié du 20°™ siécle, le
développement de la Microcopie Electronique a Transmission (MET) a permis la
production d'images en deux dimensions et a une résolution suffisante pour observer
les structures ciliaires en détails. Cet outil a permis de découvrir que les cils de divers
organes et tissus présentent de nombreux points communs structurels avec parfois

quelques sous-structures différentes (Reiter et Leroux 2017).

1.1. Structure ciliaire

Les cils sont constitués d'un corps basal intra-cytoplasmique qui sert de point
d’ancrage a I'axonéme, qui pointe vers le milieu extracellulaire. Le corps basal est
formé par le centriole pére, le centriole le plus ancien hérité durant la mitose, et est
ancré a la membrane grace a des appendices (Figure 1). La plupart des corps basaux
sont constitués d’une structure de neuf triplets de microtubules, nommeés tubule-A ; B ;
C. L'extrémité distale des corps basaux est caractérisée par la présence de deux
sortes d’appendices, les appendices sub-distaux et les appendices distaux, neuf
structures associées d’un cété a un triplet de microtubules, et de l'autre a la membrane
plasmique a la base du cil. L’axe du cil est quant a lui formé par I'axonéme, neuf
doublets de microtubules qui prennent naissance depuis le centriole pére et en
continuité des tubules A et B (Jana, Marteil, et Bettencourt-Dias 2014). L’ensemble est
recouvert par une membrane ciliaire qui est continue a la membrane plasmique (Figure
1). L'extension de 'axonéme a partir de chaque corps basal, et son maintien ultérieur,
nécessitent un Transport IntraFlagellaire (IFT en anglais), un systéme de transport
bidirectionnel le long des microtubules, sauf rares exceptions lorsque 'assemblage du
flagelle a lieu dans le cytoplasme, comme celui des spermatozoides de drosophile ou
du flagelle de Plasmodium (Rosenbaum et Witman 2002; Han, Kwok, et Kernan 2003;
Sarpal et al. 2003; Briggs et al. 2004; Sinden et al. 2010). La présence des cils est
régulée dynamiquement au cours du cycle cellulaire : ils sont présents en phase
G1/G0, certains se maintiennent jusqu’en S/G2, mais tous sont désassemblés avant

I'entrée en mitose, pour réapparaitre aprés la cytokinése (Ford et al. 2018).
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Le cil joue un rdle clé dans la signalisation cellulaire. Sa composition, distincte de celle
du cytoplasme de la cellule est controlée par la Zone de Transition (ZT). La ZT est
formée par plusieurs complexes, qui seront détaillés dans le paragraphe « les étapes
de la ciliogenése » (1.2.). La ZT contréle les protéines qui peuvent entrer et sortir du
cil. Elle présente a sa base les fibres de transition et au-dessus des structures de
liaison en Y qui relient la membrane ciliaire a 'axonéme sous-jacent (Figure 1). La
composition lipidique de la membrane ciliaire, distincte du reste de la cellule, permet
une régulation de la localisation de certaines protéines (Garcia-Gonzalo et al. 2015;
Chavez et al. 2015). De plus, I'entrée et la sortie des protéines dans le cil en passant
par la ZT est régulée par des complexes impliquant les IFT-A/B et les BBsomes
(Nachury et Mick 2019).

(a) Transition
Basal body zone Axoneme (doublet MT zone) singlet MT zone

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

( { (f)‘

motile immotile

e« basal feet M transitional fibers »— Y-linkers
#® triplets @ doublets @@ central MT pair
axonemal spokes ) outer dynein arm 7 inner dynein arm
Current Opinion in Cell Biology

Figure 1 : Représentation schématique de la structure du cil. (Tirée de la revue
(Jana, Marteil, et Bettencourt-Dias 2014) (a) Vue longitudinale du squelette du
cil/flagelle qui se développe a partir de la partie distale du corps basal (b). Pendant la
différenciation du centriole en corps basal, certaines structures spécialisées, telles que
les appendices sub-distaux et les fibres de transition (c), servent de plateformes pour
I'amarrage des composants ciliaires et fournissent un support mécanique aux cils. (d)
La partie distale du corps basal est appelée zone de transition, et commence la ou le
tubule externe C du triplet cesse de croitre. Les structures de liaison en Y qui relient
les doublets de microtubules a la membrane ciliaire assurent une zone de filtration a
la base des cils. (e) Le cil motile comprend une structure 9+2 avec la présence d’'une
paire centrale de microtubules ainsi que des bras de dynéine qui coordonnent le
mouvement du cil (f). Les cils non motiles quant a eux ont généralement une structure
9+0. (g) A la fin du cil, le tubule B du doublet de microtubule cesse de croitre et les
tubules A se terminent progressivement.
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1.1.1. Les cils primaires

Les cils primaires, également appelés cils non-motiles ou sensoriels, sont
généralement courts et leur membrane est enrichie en récepteurs leur permettant de
sentir le flux, la lumiére, les odeurs ou d’autres signaux du milieu extracellulaire.
L’exemple le plus commun est la présence d’un cil unique sur des cellules post-
mitotiques et quiescentes chez les vertébrés, impliqué dans la transduction de voie(s)
de signalisation. Ces cils ont une configuration de microtubules en 9+0 et sont
importants pour réceptionner les signaux de I'extérieur, tel que le morphogéne de la
famille Hedgehog au cours du développement (Choksi et al. 2014) (Pour plus de
détails, voir la partie 1.3.). Au niveau des cellules épithéliales des tubules du rein de
mammiféres, des cils a la structure 9+0 projettent dans le lumen tubulaire, et sentent
le flux urinaire via des récepteurs mécano-sensoriels comme ceux constitués par les
complexes PC1/PC2 codés par les génes Pkd1 et Pkd2 (Praetorius et Leipziger 2013).
Enfin, il existe des cils sensoriels de type 9+0 trés spécialisés, plus longs que les cils
primaires, comme ceux des photorécepteurs rétiniens. Leurs segments externes
correspondent a des compartiments ciliaires dont la membrane est spécialement

enrichie en récepteurs de type opsine (Kennedy et Malicki 2009).
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1.1.2. Les cils motiles

OLFACTORY EYE EAR KIDNEY _LATERAL LINE
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N e SR, %
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Figure 2: Localisation de populations de cils motiles et nhon motiles dans
différents organes chez I’embryon de poisson-zébre (Leventea et al. 2016). A.
Photo latérale d’'un poisson a 5 jours post-fertilisation (dpf) avec la mise en évidence
de plusieurs organes contenant des cils. B. Images confocale de la placode olfactive,
C. et de l'oreille. D. La photo correspond a une cryosection transversale de la rétine a
3 dpf. E. Représentation d’une coupe transverse du rein a 4 dpf. F. et G. correspondent
a des images confocale des neuromastes, H. du canal central de la moelle épiniere, 1.
et de la vésicule de Kupffer. Les immunofluorescences représentent un marquage
ciliaire (par l'utilisation du marquage tubuline acetylée (=a-tub), et Ift88. Le corps basal
est immuno-marqué avec la gamma-tubuline. La phalloidine permet de marquer
l'actine. Les cils de I'immunofluorescence H. sont marqués gréce a I'expression d’'un
transgéne Arl13b-GFP.

La grande maijorité des cellules mono-ciliés motiles possédent un axonéme de type
« 9+2 », c’est-a-dire constitué de neuf doublets de microtubules avec des bras de
dynéine radialement arrangés et une paire centrale de microtubules. Chaque doublet
posséde également une série de projections, appelées rayons radiaires ou « radial

spokes » en anglais, qui servent de point d’ancrage pour maintenir les doublets en
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cercle autour de la paire centrale de microtubules pendant le battement ciliaire (Choksi
et al. 2014; Jana, Marteil, et Bettencourt-Dias 2014) (Figure 1e).

Il existe cependant différents types de mono-cils motiles comme ceux présents sur les
cellules des organes de latéralité, le « nceud » chez les mammiféres, la vésicule de
Kupffer chez les téléostéens (Figure 21), ou sur la plaque du toit du gastrocéle chez le
xénope (Sulik et al. 1994; Essner et al. 2005; Kramer-Zucker et al. 2005; Schweickert
et al. 2007). Les cils de cet organe ont une structure qui varie en fonction de la position
au sein de la structure et du stade de développement : ils sont de type « 9+0 » sur la
couronne du noeud murin et « 9+2 » au centre du nceud (McGrath et al. 2003) tandis
que chez le poisson-zeébre, ils ont une structure « 9+0 » entre 1 et 4 somites puis
majoritairement « 9+2 » (Tavares et al. 2017; Essner et al. 2005; Kramer-Zucker et al.
2005).

Chez le poisson-zébre, les cils motiles « 9+2 » sont présents sur les cellules
épendymaires embryonnaires puis larvaires qui tapissent les ventricules du cerveau
ou sur le plancher du canal central de la moelle épiniére de I'embryon (Figure 2H), ou
ils vont contribuer a la circulation du liquide cérébro-spinal (LCS) (Pour plus de détails,
voir la section 1.3.1.2). La plupart des cellules des parois latérales du canal central de
la moelle épiniére n’arborent pas de cil motile, mais un cil « 9+0 » non motile (Kramer-
Zucker et al. 2005; Cantaut-Belarif et al. 2018; Olstad et al. 2019; Orts-Del'lmmagine
et al. 2020; Hagenlocher et al. 2013). La présence de cellules ciliées motiles dans le
canal central a été observée chez le poisson-zébre mais n’est pas observée chez la
souris. La plupart des chordés possédent une population rare de neurones située
ventralement au niveau du central canal de la moelle appelé en anglais
« cerebrospinal fluid contacting neurons » (CSF-cNs). Ces cellules sont a l'interface
entre le LCS et le circuit neural. L'utilisation de la microscopie électronique et de la
vidéo-microscopie a mis en évidence qu’au stade embryonnaire, ces cellules arborent
au niveau apical des microvilli et un cil motile, en contact transitoire avec la Fibre de
Reissner (Son role sera décrit dans la partie 3.1.4.). Enfin, les flagelles, généralement
trés longs, correspondent a des mono-cils motiles spécialisés, présents sur les cellules

de spermes ou chez les protozoaires ciliés.
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1.1.3. Les cellules multi-ciliées

Les cellules multi-ciliées (CMC) peuvent arborer jusqu’a 300 cils motiles qui battent de
maniére coordonnée pour générer un flux directionnel. Ces cils motiles présents en
trés nombreux exemplaires sont retrouvés a la surface des organismes unicellulaires
(e.g paramecium, tetrahymena) comme au sein de tissus spécialisés de vertébrés
(Brooks et Wallingford 2014). Au cours des années 60, le développement de la
microscopie électronique a permis la visualisation de CMC sur plusieurs organes,
notamment sur les ventricules du cerveau ou ils générent un flux de LCS, ou au sein
du tractus respiratoire pour permettre I'expulsion du mucus hors des bronches chez
les mammiféres (Brightman et Palay 1963; Hagenlocher et al. 2013; Rhodin et
Dalhamn 1956; Steinman 1968). Les CMC tapissent aussi les canaux de I'oviducte et
permettent le transport des ovocytes. Chez les mammiféres et les téléostéens, les
CMC sont aussi présents au sein de régions particuliéres de I'épendyme cérébral,
appelés les plexus choroides qui synthétisent le fluide cérébrospinal (Brightman et
Palay 1963; Narita et al. 2012; D’Gama et al. 2021; Ho et al. 2023).

Chez le poisson-zébre, des CMC sont présentes le long du rein embryonnaire appelé
« pronéphros » afin de promouvoir la circulation de l'urine (Figure 2E). L’analyse par
microscopie électronique a montré que les cils présents le long du pronéphros
présentent une structure 9+2, contrairement a ceux présents sur les cellules rénales
de mammiféres (Kramer-Zucker et al. 2005; Webber et Lee 1975).

Cependant, il existe aussi des cils avec une structure « 9+2 » qui sont non-motiles,
par exemple les cils présents sur les CMC des neurones olfactifs de mammiféres qui
mesurent de 5 a 6 um, ou ceux présents sur les cellules neurosensorielles de 'oreille
du poisson zebre (Figure 2). Ceci est notamment d( a 'absence de bras de dynéine
nécessaire a la motilité (Hansen et Zeiske 1998; Bang, Sewell, et Malicki 2001;
Jenkins, McEwen, et Martens 2009).
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1.2. Les différentes étapes de la ciliogénése
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Figure 3 : Description des deux types de ciliogéneése. Les fleches en pointillées
représentent la ciliogénése associée a la membrane tandis que les fleches pleines
correspondent a la ciliogénése intracellulaire. Ces deux processus nécessitent le
recrutement de plusieurs protéines (qui sont détaillées ci-dessous) qui permettront la

formation d’un cil. (Modifiée de la revue (Breslow et Holland 2019))

Les travaux déterminants de microscopie électronique par S. Sorokin dans les années
1960 sur des fibroblastes ou des cellules de muscles lisses ont permis la mise en
évidence de deux types de ciliogénése : la ciliogénése intracellulaire ou la
ciliogénése associée a la membrane plasmique (S. Sorokin 1962) (Figure 3).

La ciliogénése intracellulaire débute par la fixation de petites vésicules aux appendices
distaux des centrioles, présents dans le cytoplasme, puis fusionnent pour former une
vésicule ciliaire, dont la taille va s’accroitre avec la formation de la ZT. L’élongation de
la vésicule ciliaire couvrant la base de I'axonéme conduira a sa fusion avec la
membrane plasmique et I'extrusion du cil. Au contraire, la ciliogénése associée a la
membrane repose sur I'amarrage du corps basal a la surface cellulaire, préalablement

a I'élongation de 'axoneéme dans I'espace extracellulaire. C’est le type de ciliogénése
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observée par exemple dans les cellules de I'épithélium pulmonaire de rat (S. P.
Sorokin 1968).

L’analyse de la ciliogénése intracellulaire, que I'on peut observer dans les fibroblastes,
les cellules de I'épithélium pigmentaire de la rétine (RPE en anglais) (S. Sorokin 1962;
Sedmak et Wolfrum 2011) ou les neurones a révélé la nécessité, en plus de la
présence du centriole pére, de I'arrimage des vésicules de transport aux bras distaux
du corps basal, et de I'intégrité du réseau de microtubules, de I'activité de moteurs de
type myosine et de protéines de remodelage des membranes. Ce processus complexe

comprend plusieurs étapes :

1.2.1. Ciliogéneése

L’assemblage du cil se réalise généralement aprés la sortie du cycle cellulaire et
'entrée en quiescence (G0) (Kobayashi et Dynlacht 2011). La formation du cil peut
étre déclenchée par une privation en nutriments des cellules en culture, comme dans
le cas des cellules de rétines pigmentaires RPE, un des modéles cellulaires le plus
étudié. L’assemblage du cil nécessite I'acquisition des appendices distaux sur le
centriole pére et 'amarrage de vésicules sur ce dernier. Les appendices distaux sont
essentiels a I'ancrage du corps basal a la membrane plasmique (les étapes sont

détaillées ci-dessous).
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1.2.1.1. Assemblage du centriole

Mother Centriole
Distal appendages
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Figure 4 : Structure du centriole. Les centrioles sont composés de 9 triplets de
microtubules organisés autour d’'une structure en roue de charrette. Les triplets sont
connectés a la roue de charrette via le tubule-A. SAS-6/Bld12p constitue le centre de
la roue de charrette et la partie centrale du rayon. Cep135/Bld10p constitue la téte
d'épingle et une partie distale de I'axe du rayon et connecte la roue de charrette aux
microtubules. Les localisations de ces protéines se chevauchent partiellement (Figure

provenant de (Jana, Marteil, et Bettencourt-Dias 2014; Hirono 2014).

Au cours de la mono-ciliation, 'assemblage du centriole et I'établissement de sa
symétrie en neuf débute par la formation d’une structure transitoire en forme de roue
de charrette, située a I'extrémité proximale du corps basal (Figure 4). L’analyse de
mutants de lalgue verte ciliée Chlamydomonas a révélé I'importance de deux
protéines : SAS-6/Bld12p et Cep135/Bld10p pour la formation de cette structure :
I'oligomérisation de la protéine SAS-6/Bld12p joue un rdle dans la formation du centre
de la roue de charrette et dans [I'établissement d’'une symétrie 9 tandis que
Cep135/BId10p intervient dans la formation du rayon extérieur et de la structure en
téte d'épingle (Nakazawa et al. 2007; Hiraki et al. 2007). La protéine SAS-5/Ana-2
(respectivement identifiée chez C.Elegans et |la Drosophile) coopére avec SAS-
6/Bld12p pour faciliter 'assemblage de la partie centrale de la roue de charrette (Qiao
et al. 2012; Stevens, Roque, et Raff 2010). Par la suite, 'assemblage des triplets de
microtubules se produit de maniére séquentielle (Tubule-A puis B, et C).

L’élongation du centriole est la seconde étape de I'assemblage du centriole. Elle

implique plusieurs mécanismes pour controler la croissance du centriole : (1) un
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équilibre dynamique entre polymérisation et dépolymérisation des microtubules avec
le recrutement de plusieurs stabilisateurs/nucléateurs de microtubules (CPAP,
CEP120, OFD1, Poc5) et (2) la présence de protéines de la coiffe qui inhibent la
croissance des microtubules (CP110, Cep97) (Spektor et al. 2007) (Figure 6). Le
contréle de la taille des centrioles dépend de l'activité des protéines OFD1, hPOC5

ainsi que de CFAP et CP110 (Jana, Marteil, et Bettencourt-Dias 2014).
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Figure 5 : Différenciation de cellules multi-ciliées chez les mammiféres. (Tirée de
la revue (Spassky et Meunier 2017) Etape 1 : Démonstration de I'amplification du
centriole durant la voie dépendante des centrioles parentaux, ou de la voie dépendante
des deutérosomes via la Protéine d'assemblage des DEUtérosomes (DEUP1). Etape
2 : Croissance du centriole. Lorsque le nombre final de centrioles est atteint aprés
plusieurs cycles de formation de deutérosomes, le processus de formation de
deutérosomes s'arréte et tous les procentrioles latents croissent et mdrissent
simultanément a partir des centrioles centrosomaux et des deutérosomes. Etape 3 :

Désengagement des centrioles, amarrage et formation du cil.

Une étape supplémentaire est nécessaire pour permettre la formation des multi-cils :
il s’agit de I'amplification préalable des centrioles au coeur de la cellule, qui migrent
ensuite pour s'arrimer a la surface apicale et se transformer en corps basaux (Meunier
et Azimzadeh 2016). Chez les vertébrés, la génération des multiples centrioles est

réalisée via deux processus (1) la voie dépendante des centrioles parentaux, qui
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est analogue a la voie de duplication active pendant le cycle cellulaire, et qui peut
produire 10 a 20 centrioles dans les CMC et (2) la voie dépendante des
deutérosomes, qui produit 90 % du total des centrioles des CMC (Spassky et Meunier
2017) (Figure 5). Les deutérosomes sont des structures denses en électrons, non
centriolaires, qui peuvent soutenir la croissance de pro-centrioles uniques ou multiples
en fonction de leur taille (Klos Dehring et al. 2013). L’utilisation de I'imagerie en temps
réel corrélée a une super-résolution apportée par la microscopie électronique (appelé
en anglais « live imaging combined with correlative super-resolution light and electron
microscopy ») a mis en évidence que seul le centriole fils contribue a la formation des
deutérosomes, et donc a plus de quatre-vingt-dix pour cent de la population finale de
centrioles (Al Jord et al. 2014). La superposition de deux processus différents de
production des centrioles reste cependant énigmatique. Récemment, Mercey et al. ont
démontré que les cellules en culture de trachée et des cellules épendymaires du
cerveau de souris dépourvues de deutérosomes (par déplétion de Deup1) présentent
un nombre correct de centrioles. Ce processus est permis grace a I'amplification
importante de centrioles a proximité du centriole pére. Ces résultats trés intéressants
suggerent alors que dans ces types cellulaires, les centrioles peuvent s’amplifier

indépendamment des deutérosomes (Mercey et al. 2019).

1.2.1.2. Maturation du centriole : assemblage des appendices distaux et

sub-distaux

Un centriole est mature lorsqu’il est capable de former un cil ou un flagelle. Alors que
la formation et I'élongation d’'un nouveau centriole nécessitent la durée d’un cycle
cellulaire, sa maturation ne se produit qu'au cours du cycle cellulaire suivant (Pour plus
de détails, voir revue Jana, Marteil, et Bettencourt-Dias 2014). Cette étape est
caractérisée par l'acquisition des appendices sub-distaux et appendices distaux
(également appelés fibre de transition) sur le centriole pére (Figure 4). Les appendices
distaux émergent a partir du tubule-B et sont essentiels a la ciliogénése car ils
permettent le recrutement de vésicules ciliaires puis I'ancrage a la membrane
plasmique alors que les appendices sub-distaux sont des stabilisateurs et des

nucléateurs de microtubules intra-cytoplasmiques (Tateishi et al. 2013).
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1.2.1.3. Amarrage de vésicules pré-ciliaires sur les appendices distaux

Comme mentionné précédemment, les appendices distaux présents sur le centriole
pére sont essentiels pour recruter les vésicules pré-ciliaires. Les travaux de (C.-T. Wu,
Chen, et Tang 2018) suggérent que ces vésicules pré-ciliaires pourraient provenir du
Golgi. Cette étude réalisée sur des cellules RPE a mis en évidence que cest la
protéine Myosin-Va, capable de se déplacer le long des filaments d’actine, qui
transporte les vésicules pré-ciliaires jusqu’aux appendices distaux. Les protéines
Cep164 et Ccdc41, localisées aux appendices distaux, interagissent ensemble et
jouent un réle indispensable dans l'amarrage de ces vésicules. La réalisation
d’expériences fonctionnelles et biochimiques sur des cellules en culture a mis en
évidence que la machinerie de transport vésiculaire Rab8 et son activateur Rabin8
interagissent avec Cep164 et sont impliqués dans la fusion des vésicules pré-ciliaires
pour former la vésicule ciliaire du c6té distal du centriole pere (Schmidt et al. 2012;
Joo et al. 2013; C.-T. Wu, Chen, et Tang 2018).

1.2.1.4. Formation des vésicules ciliaires (VC) et extension de la VC

Durant la ciliogénése intracellulaire, la membrane ciliaire émerge a partir de vésicules
pré-ciliaires qui vont fusionner pour former une vésicule ciliaire qui s’étendra par la
suite pour donner naissance a la membrane ciliaire, recouvrant I'axonéme en
croissance. Deux études (Q. Lu et al. 2015; Insinna et al. 2019) ont montré que les
protéines PACSIN1, EHD1 et EHD4, réorganisent les pré-vésicules associées aux
appendices distaux. EDH1 et EDH4 recrutent Snap29 aux appendices distaux afin
d’induire une tubulation des pré-vésicules et une extension de ces derniéres (Q. Lu et
al. 2015). Pacsin 1 et EHD1 crée ensuite un tubule de membrane intra-cytoplasmique
entre 'axonéme en croissance et la membrane plasmique, afin de faciliter 'émergence

du cil en dehors de la cellule (Insinna et al. 2019).
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1.2.1.5. L’enlévement des protéines de la coiffe sur le centriole pére est un

prérequis pour I'allongement de ’'axonéme
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Figure 6 : Modéle schématique du réle de MPP9, TTBK2, Cep97-CP110 dans le

controdle de la formation du cil. (Figure provenant du papier (N. Huang et al. 2018))

Comme décrit précédemment, les protéines Cp110 et Cep97 localisées sur les
appendices distaux ont une activité de « coiffe » qui inhibe la croissance des
microtubules. Des travaux sur les cellules en culture RPE et U20S ont montré que la
Phosphoprotéine 9 de Phase M (MPP9), se localise sur le centriole pére ou elle va
former une structure circulaire et recruter le couple Cep97-Cp110 en se liant
directement a Cep97. Un des facteurs déclencheurs de la ciliogénése est la carence
nutritionnelle. Ce signal stimule le recrutement de la sérine-thréonine kinase « Tau
Tubulin Kinase 2 (TTBK2) » sur les appendices distaux qui va phosphoryler plusieurs
résidus « sérine » de la protéine MPP9. Cela va alors conduire a son ubiquitinylation
et sa dégradation ultérieure par le protéasome. La dégradation de MPP9 conduit a
'enlevement de Cep97-Cp110 du centriole pére et a I'initiation de la ciliogénése (S. C.
Goetz, Liem, et Anderson 2012; N. Huang et al. 2018) (Figure 6).

1.2.1.6. Elongation de I"axonéme
L’élongation de l'axonéme ciliaire et de la membrane implique un transport

bidirectionnel de complexes protéiques associés a des moteurs de microtubules : les

protéines d’IFT. La démonstration initiale d’un transport dans 'axonéme a été réalisée
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chez Chlamydomonas par le chercheur Kozminski. Son étude d’imagerie en temps
réel par microscopie a contraste interférentiel a mis en évidence le déplacement de
particules entre la membrane et les doublets de microtubules, soit de la base vers
l'extrémité du flagelle (transport antérograde), soit dans le sens inverse (transport
rétrograde) (Kozminski et al. 1993). La détermination de la composition moléculaire du
complexe a quant a elle été faite par I'équipe de J. Rosenbaum. La purification
biochimique du contenu des flagelles, isolés du corps cellulaire de Chlamydomonas,
a révélé la présence de 15 protéines qui s'organisent en deux sous-complexes:
appelés IFT-A et IFT-B (Cole et al. 1998). Par la suite, d’autres études réalisées chez
les vertébrés ont mis en évidence I'existence de 20 protéines IFT différentes. Le
transport antérograde nécessite des particules IFT-B ainsi que la Kinésine-2. Le
transport rétrograde est conduit par la Dynéine-2 et repose sur les protéines IFT-A.
Les IFT jouent ainsi un réle décisif dans la construction, le maintien et la fonctionnalité
des cils (Pour plus de détails, voir la revue (Bhogaraju, Engel, et Lorentzen 2013)).

Il est a noter que la délétion génétique d'une protéine IFT conduit souvent a un défaut
général d'assemblage des cils causé par la perturbation du complexe IFT
correspondant, ce qui rend difficile I'évaluation des fonctions spécifiques des protéines

IFT individuelles a partir du phénotype des mutants.

Les analyses réalisées chez Chlamydomonas, C.Elegans, ou des cellules RPE
(Lechtreck et al. 2009; Blacque et al. 2004; Nachury et al. 2007a) ont mis en évidence
que le BBSome co-localise avec certains IFT et pourrait agir comme co-facteur pour
le transport rétrograde de cargos au sein du cil. Le BBsome est un multimére protéique
conservé chez la plupart des espéces (Nachury et al. 2007b; Valentine et al. 2012;
Lechtreck et al. 2009; Langousis et al. 2016) que l'on retrouve concentré sur la
membrane ciliaire, ainsi que parmi les satellites centriolaires cytoplasmiques. Ce
complexe est composé de 8 protéines appelées BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7,
BBS8, BBS9, BBS18/BBIP10.
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1.2.2. Construction d’une barriére ciliaire fonctionnelle au niveau de la Zone
de Transition (ZT)
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Figure 7 : Structure de la zone de transition chez les mammiféres. (Adaptée de
la revue (Czarnecki et Shah 2012))

La zone de transition se trouve a la jonction entre deux structures du cil : la partie
distale du corps basal et 'axonéme. Elle peut étre subdivisée en deux régions visibles
par microscopie électronique a transmission : elle prend naissance au niveau des
fibres de transition, qui comme rappelé précédemment, émergent a partir du tubule-
B et s'insérent dans la membrane plasmique péri-ciliaire. Le corps principal quant a lui
est caractérisé par la présence de structures de liaison avec une forme de Y qui se
projettent a partir des doublets de microtubules et s'attachent a la membrane ciliaire.
Ces structures de liaison-Y forment des protrusions circulaires appelées perles qui

s’alignent en s’enroulant sous la membrane ciliaire pour former le "collier ciliaire'
(Gibbons et Grimstone 1960; Gilula et Satir 1972) (Figure 7).
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Organisation des différents modules composant la zone de transition

Module MKS/B9

m Tmem237 Tmem216 B9d1 Tetn-1

Module Nphp5-6 \

Module Nphp1-4-8

Rpgrip1l/Nphp8/MKS5 ﬂm—» Nphp1

Figure 8 : Modéle de réseau d’interaction des différents modules présents a la

zone de transition basé sur des études chez C. Elegans et cellules en culture.
Rpgrip1l/Nphp8/MKS5 est une protéine centrale dans le recrutement des différents
partenaires de la ZT. Elle fait partie du complexe Nphp1-4-8 en rouge. Elle recrute la
protéine Cep290 qui recrute ensuite la protéine Nphp5 (module bleu). Cep290 va a
son tour recruter les partenaires du module MKS/B9 (module orange). (Schéma réalisé

grace a Biorender)

La plupart des protéines localisées a la TZ ont été identifiées par des études menées
chez des patients atteints de ciliopathies ou grace a des modeéles animaux de perte de
fonction pour un géne ciliaire ou encore par des cribles utilisant des ARNi sur des
lignées cellulaires. Ces analyses ont été complétées par des études d’interactions
biochimiques et de voisinage immédiat par biotinylation ce qui a permis d’établir une
carte du réseau d’interaction entre les protéines de la zone de transition. Cette carte
peut varier d’un type cellulaire/espéce a un(e) autre mais comprend au moins trois
groupes différents de complexes multi-protéines : Nphp1-4-8, le module MKS/B9
(MKS1, MKS2/Tmem216, MKSR-1/B9D1, MKS10/B9D2, Tmem67, MKS6/Cc2d2a,
Tmem237), et le module NPHP5-6 (Sang et al. 2011; Garcia-Gonzalo et al. 2011;
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Williams et al. 2011; Czarnecki et Shah 2012) (Figure 8). La protéine Retininis
Pigmentosa GTPase Regulator Interaction Protein-1-Like (Rpgrip1l) aussi appelée
Nphp8/MKS5 joue un réle clé dans l'organisation et le recrutement des protéines
NPHP1 et NPHP4 pour former le complexe NPHP1-4-8 par le biais de ses domaines
C2N et C2 et recrute également le complexe MKS a la zone de transition des vertébrés
(Sang et al. 2011; Williams et al. 2011; Jensen et al. 2015; Wiegering et al. 2018) via
sa région « coiled-coil ». Le recrutement de Nphp1 se produit indirectement par liaison
avec Nphp4 et celui du module MKS/B9 via Cep290/Nphp6. Le module Inversin
(Nek8, Inversin, Nphp3, Anks6) est localisé dans la partie proximale de 'axonéme,
au-dessus de la zone de transition (Williams et al. 2011; Sang et al. 2011; Jensen et
al. 2015; Hoff et al. 2013).

La perte conjointe d’'un des membres du module NPHP1-4-8 et d’'un des membres du
module MKS/B9 chez C.Elegans conduit a un défaut sévére de ciliogénése et affecte
la structure de la zone de transition : la membrane ciliaire n’est plus attachée aux
doublets de microtubules via les structures de liaison-Y, et il y a un défaut de la
composition du compartiment ciliaire. Ces défauts ne sont pas observés chez un
simple mutant démontrant la nécessité de coopération entre les différents modules

pour construire une ZT fonctionnelle chez C.Elegans (Williams et al. 2011).

Outre les études sur la hiérarchie d'assemblage de la ZT chez C. elegans et dans les
cellules de mammiféres, des analyses ont également été effectuées chez Drosophila
melanogaster. Ici, la protéine Rpgrip1l n’a pas de réle central dans la construction de
la ZT. En effet, il N’y a pas d’orthologue de ce gene chez la Drosophile, ni des genes
nphp4 et nphp1, ce qui montre que cet organisme est capable de former une ZT
fonctionnelle sans le complexe NPHP. Plusieurs travaux ont montré que c’est la
protéine Cep290 qui sert d’échafaudage pour les autres protéines de la ZT chez la
drosophile, et est aussi indispensable a I'intégrité de 'axonéme (Basiri et al. 2014; Z.
Wu et al. 2020).

45



1.2.3. Controle de la composition ciliaire : régulation de la signalisation

cellulaire

Etant donné la complexité de la ZT, nous pouvons nous demander par quels
mécanismes elle contréle la composition ciliaire et comment les protéines sont
acheminées a travers l'assemblage complexe des structures de la base ciliaire ?

La présence des fibres de transition, des structures de liaisons-Y et des « colliers
ciliaires » constituent ensemble une barriére physique, ce qui suggere un mécanisme
de filtration ciliaire. De plus, la distance entre deux fibres de transition a été estimée a
environ 60 nm, excluant donc un trafic vésiculaire classique a travers ces fibres car la
taille des plus petites vésicules de transport dépasse 60 nm (Nachury, Seeley, et Jin
2010).
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1.2.3.1. Mise en place de la barriére de diffusion par les protéines et les

lipides
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Figure 9 : Différents processus de régulation de la composition ciliaire. A.
Mécanisme de diffusion a travers le lumen du cil avec 'exemple de la protéine EB1
qui se lie au microtubule a l'extrémité +. B. La phosphatidylinositol (Ptdins) 5-
phosphatase INPP5E dans la membrane ciliaire convertit PtdIns(4,5)P2 en
Ptdins(4)P. Les fleches en pointillés indiquent I'échange de lipides entre les cils et la
membrane plasmique (en supposant qu'il n'y a pas de barriere de diffusion pour les
lipides). C. Importation de certains récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) par le
complexe TULP3-IFT-A. L'IFT-A reconnait les signaux de ciblage ciliaire (CTS) au
sein des GPCR et décharge ses cargos lors de I'hydrolyse des Ptdins(4,5)P2 en
PtdIns(4)P dans le cil. D. Modéle schématique du réle du BBsome dans la sortie de
protéines GPCR du cil médié par Arl6-GTP, la R-arrestine 2 et les protéines IFT-B
liées a la dynéine 2. (Schémas A a C modifiés de la revue (Nachury et Mick 2019),

schéma D. tiré de la revue (Nachury 2018))
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Le transport de protéines ciliaires dans le cil peut se faire par 2 mécanismes a ce jour
identifiés : un mécanisme de diffusion a travers le lumen du cil ou grace a un systéme
d’'IFT entrainé par un moteur moléculaire.

En effet, il existe un mécanisme d’entrée dans le cil par diffusion au travers du lumen
du cil, ce qui permet I'entrée des molécules solubles jusqu’a 70-100 kDa (Breslow et
al. 2013; Kee et al. 2012). Le transport par diffusion de la protéine « End-binding
protein 1 » (EB1) est un trés bon exemple : Chez C.reinhardtii, EB1 reste a I'extrémité
proximale des flagelles a I'état stable ou elle se lie a I'extrémité + des microtubules et
méme suite a un raccourcissement et en absence de protéines IFT. Ce transport
ciliaire est indépendant des protéines IFT (Figure 9A) (Pedersen et al. 2003; J. A.
Harris et al. 2016). Tres récemment, une étude a montré que cette route intra-luminale
est aussi utilisée dans les fibroblastes par des vésicules rab8 transportant les
récepteurs SST3R et HTR6 pour 50% du transport, les autres vésicules passant entre
les fibres de transition puis entre les rails de IFT et la membrane plasmique (Ruba et
al. 2023).

Au contraire, le transport actif dans le cil est réalisé grace a la machinerie IFT-A et
notamment de la protéine TULP3 pour contribuer a I'entrée de toutes les protéines
GPCR connues a ce jour (Mukhopadhyay et al. 2010; Sun et al. 2012; Badgandi et al.
2017) Figure 9C). Les protéines IFT-A sont capables de reconnaitre un signal de
ciblage ciliaire VxP (appelé « ciliary targeting signal » CTS en anglais) qui se trouve
généralement en région C-terminale des protéines ciliaires (Malicki et Avidor-Reiss
2014). Par exemple, le récepteur couplé aux protéines G (Gpr161) de la signalisation
Hedgehog utilise la protéine Tulp3 comme adaptateur au complexe IFT-A et P1(4,5)P2
présent dans le cil pour se concentrer dans les cils (Mukhopadhyay et al. 2010).
D'autres GPCR, notamment Sstr3, Htr6 et le récepteur 1 de I'hormone concentrant la
mélanine (Mchr1) présentent une localisation ciliaire réduite ou absente chez les souris
déficientes en Bbs2 ou Bbs4 (Berbari et al. 2008), ou dans les cellules en culture
IMCD3 déficientes en Ift88 et les cellules RPE déficientes en Ift-A (ift140, ift122)
(Mukhopadhyay et al. 2010; Chih et al. 2012). La perte de TULP3 dans les cellules
RPE conduit a une réduction importante de la localisation ciliaire des protéines
Gpr161, Mchr1 et Sstr3 (Mukhopadhyay et al. 2010; Badgandi et al. 2017). Ces
résultats démontrent que les protéines IFT et BBS régulent le transport de ces

récepteurs dans le cil.

48



De la méme maniére, les protéines IFT-B liées au moteur Dynéine-2 et le BBSome
sont impliquées dans la sortie des protéines du cil (Ye, Nager, et Nachury 2018).
L’activation des GPCR (comme Sstr3 et Gpr161) par liaison de leur ligand induit un
signal de sortie du cil (Rohatgi, Milenkovic, et Scott 2007; Liew et al. 2014; Eguether
et al. 2014; Pal et al. 2016; Green et al. 2016; Ye, Nager, et Nachury 2018). Il est a
noter que le ligand du récepteur Gpr161 n’a pour l'instant pas été identifié. Sa sortie
du cil est stimulée par I'ajout du ligand Shh qui se fixe sur son récepteur Ptch1, un
inhibiteur de la voie de signalisation Shh. Suite a l'ajout du ligand, le BBsome est
enrichi a I'extrémité distale du cil, et la GTPase [ft27 se désengage de son complexe
IFT-B pour aller interagir avec la protéine Arl6-GFP (une autre GTPase) et va catalyser
localement l'inter-conversion de I'Arl6-GDP en Arl6-GTP. Ceci initie alors l'interaction
entre Arl6-GTP/BBsome a la membrane ciliaire. Le complexe Arl6/BBsome va alors
interagir avec le train Ift27 et directement avec la protéine GPCR par reconnaissance
de motifs spécifiques (par exemple Gpr161) et promouvoir sa sortie a travers la zone
de transition (Eguether et al. 2014; Liew et al. 2014; Ye, Nager, et Nachury 2018; Klink
et al. 2017). Cependant, ce mécanisme n’est pas suffisant pour permettre la sortie du
cil et suggére une seconde étape probablement médiée par la protéine R3-arrestin1/2,
un senseur de l'activation des GPCR (Ye, Nager, et Nachury 2018; Pal et al. 2016;
Green et al. 2016). En effet, la perte de la R-arrestin1/2 conduit a une accumulation de
GPR161 ou de SSTR3 dans le cil. De plus, la B-arrestine 2 reconnait directement la
forme activée de ces GPCR (par exemple la partie C-terminale de la protéine
GPR161). Ces travaux mettent alors en évidence que les protéines GPCR activées
vont dans un premier temps former un complexe avec les composants BBsome/Arl6-
GTP et Ift27 (et probablement d’autres protéines) puis se lier a la R-arrestine pour sortir
du cil (Figure 9D).

La membrane ciliaire et la membrane plasmique présentent une composition lipidique
distincte. La membrane ciliaire est enrichie en PtdIns-4 Phosphate (Ptdins(4)P) et
seulement une faible quantité de PtdIns(4,5)P- se trouvent a la base du cil, tandis que
la composition inverse est observée sur la membrane plasmique. (Figure 9B). Lorsque
la protéine ciliaire inositol polyphosphate-5-phosphatase E (INPP5E) est absente du

cil, PtdIns(4,5)P2 se localise ectopiquement dans tout le cil. Ces données montrent que
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le lipide PtdIns(4,5)P2 diffuse de la membrane plasmique jusque dans le cil puis est
hydrolysé par 'enzyme INPP5E pour former du Ptdins(4)P (Garcia-Gonzalo et al.
2015; Chavez et al. 2015). Dans ce contexte mutant, la composition lipidique de la
membrane ciliaire modifiée influence la localisation de protéines ciliaires, notamment
GPR161 lors de la signalisation Hedhehog (Hh). L’analyse de fibroblastes
embryonnaires murins (MEF) Inpp5e”- et de cellules souches neurales de souris
Inpp5e’- mettent en évidence que Tulp3 (qui lie le PtdIns(4,5)P2. mais pas le
PtdIns(4)P) (Mukhopadhyay et al. 2010; 2013) joue un rdle critique pour limiter
'accumulation de Gpr161 dans le cil. Tulp3 est nécessaire a l'interaction entre la
protéine Gpr161 et les protéines IFT-A pour son entrée dans le cil (Garcia-Gonzalo et
al. 2015; Chavez et al. 2015). La perte de Inpp5e conduit a une augmentation du
niveau de PtdIns(4,5)P2 dans le cil, et une augmentation du régulateur négatif de la
voie de signalisation Hh, Gpr161, ainsi que des protéines Tulp3 et IFT-A dans le cil,
ce qui restreint notamment la capacité du cil a transduire les signaux Hh. De la méme
maniére, Tulp3 et IFT-A co-régulent la localisation ciliaire des protéines GPCR Mchr1

et Sstr3 dans des cellules en culture RPE (Mukhopadhyay et al. 2010).

La localisation des protéines dans le cil est également contrélée par des protéines
situées dans la région péri-ciliaire autour du corps basal, de la famille « septine » qui
forment une barriére de diffusion. Les septines sont des GTPases associées a la
membrane qui s'assemblent en filaments ou en spirales qui peuvent limiter la diffusion
des protéines le long du plan de la membrane dans certains types cellulaires (Pour
plus de détails, voir ces deux revues qui décrivent les fonctions des septines (Fung,
Dai, et Trimble 2014; Bridges et Gladfelter 2015). Les septines sont capables de lier
le PI1(4,5)P2 permettant leur polymérisation (Mostowy et Cossart 2012). L’analyse de
la localisation de la protéine Septine 2 dans des MEF Inpp5e”- aprés stimulation de
SAG (agoniste de la voie Hedhehog) a mis en évidence une réduction de sa
localisation a la base du cil par rapport a la condition contréle ou sa quantité est
inchangée (Dyson et al. 2017). L'enzyme Inpp5e est donc nécessaire pour la
localisation a la base ciliaire de Sept2. De plus, Sept2 contrdle la localisation de
protéines de la ZT comme les protéines Cc2d2a, Tmem231 et B9D1 dans des cellules
IMCD3 (Chih et al. 2012). Comme les protéines de la ZT, Sept2 est capable de
contréler la localisation ciliaire de protéines telles que Sstr3, Htr6 (récepteur a la

sérotonine 6), la fibrocystine et Smo dans les cellules IMCD3. Une perte d’expression
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de Sept2 conduit a une diminution de la localisation de Smo dans le cil ainsi qu’a une
diminution de I'activité transcriptionnelle de Gli1 et Ptch1 suite a une stimulation par le
ligand Shh. Sept2 est donc requis pour la transduction de Hh dépendante du cil (Q.
Hu et al. 2010). Outre leur fonction en tant que barriére ciliaire, les Septines peuvent
réguler la ciliogénése. Chez le xénope, la Septine 7 forme un anneau a la base des
cils motiles dans I'épiderme, et sa perte entraine une diminution et un

raccourcissement des cils (Kim et al. 2010).

1.2.3.2. Impact des mutations de protéines de la TZ sur la composition

ciliaire et le développement

L’analyse des mutations dans des protéines des différents modules de la ZT a révélé
une altération grave de la composition du contenu axonémal, c’est-a-dire une fuite de
certaines protéines ciliaires en dehors du cil et une accumulation ectopique de
protéines qui en sont normalement exclues. Cela met en lumiére le réle de la ZT
comme barriere de diffusion pour des protéines cytoplasmiques et comme porte
d’entrée sélective ou comme zone de rétention pour les protéines ciliaires. Par
exemple, Garcia-Gonzalo et al. ont analysé la localisation ciliaire de plusieurs
récepteurs ou composant de voie de transduction dans des conditions ou certaines
protéines de la TZ sont absentes : il s’agit du récepteur a la somatostatine (SSTR3),
de I'’Adenylase cyclase Il (ACIIl), du récepteur de Sonic Hedgehog (Hh) Smoothened
(Smo), et de PC2 dans des MEF mutants pour certains génes du module MKS/B9
(Tetn1, Tetn2, Ccd2a, Tmem67) (Garcia-Gonzalo et al. 2011). Le récepteur Sstr3 se
localise correctement au cil dans chacun de ces mutants du complexe MKS, tandis
que la protéine ACIII est totalement absente des cils des mutants. La protéine PC2,
est quant a elle absente des cils des MEF Tctn1”, Tctn2”- ou Cc2d2a™, alors que sa
localisation ciliaire n’est pas altérée dans les cellules Tmem67--.

La fonction du cil dans la signalisation hedgehog a été mise en évidence par I'analyse
phénotypique des mutants de I'lFT qui alterent le développement de I'embryon de
souris en mimant la perte de fonction de la voie Hh pour certains phénotypes ou son
activation ectopique pour d’autres défauts (S. C. Goetz et Anderson 2010). L’activation
de la voie de signalisation requiert la translocation de la protéine Smo dans le cil, un
phénomeéne qui est dépendant de Tctn1, Tctn2 et Cc2d2a mais indépendant de

Tmem67 (Garcia-Gonzalo et al. 2011). La souris Tctn1”- présente notamment un doigt
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supplémentaire (= un exemple de polydactylie) sur les deux membres postérieurs, ce
qui mime la perte de fonction de certains composants de la voie Hh. Shh est impliqué
dans la spécification du nombre et l'identité des doigts des vertébrés en empéchant la
formation du répresseur Gli3 (Gli3-R) dépendant des cils. Les embryons de souris
Tctn1”- présentent des niveaux nettement plus élevés de la forme longue de Gli3
(« Gli3-FL »), ainsi qu’'une réduction de la forme courte ce qui montre un défaut de
clivage protéolytique de la protéine Gli3 et donc de la formation du répresseur GIi3R.
De plus, les souris Tctn1/2" et Cc2d2a’ présentent toutes des défauts de
développement dramatique avec situs inversus, des défauts de ciliogénése restreints
a certains tissus et une létalité embryonnaire (Garcia-Gonzalo et al. 2011). En effet,
ces mutants perdent les cils du nceud embryonnaire, et présentent une réduction du
nombre de cils dans le tube neural avec un défaut d’élongation de 'axonéme. Dans le
mésenchyme du bourgeon du membre, les cils sont moins nombreux, mais ceux qui
persistent présentent une longueur proche de celle des contréles, bien que non
quantifiée. Les MEF Tctn1/2"- et Cc2d2a™ sont également capables de générer un cil
de longueur correcte. Les souris Tmem677- présentent quant a elles un phénotype
moins sévére que les souris Tctn1/27- et Cc2d2a’- car elles survivent jusqu'a la
naissance. Cependant, elles présentent des kystes rénaux depuis le stade feetal et
une réduction du nombre de cils dans les tubules rénaux. Les MEF Tmem67-- cultivées
in vitro ne présentent aucun défaut de ciliogénése, révélant a nouveau des fonctions

type-cellulaire spécifiques pour les protéines de la ZT.

Plusieurs études ont également montré que la perte de Rpgrip1l/Nphp8 chez la souris
conduit a un défaut de ciliogénése tissu-dépendant ainsi qu’une altération de la voie
Hh (Delous et al. 2007; Vierkotten et al. 2007; Laclef et al. 2015; Gerhardt et al. 2015;
Andreu-Cervera et al. 2019). Au stade embryonnaire, les souris Rpgrip1I”- présentent
un allongement des cils dans les MEF, les bourgeons de membres, les poumons, et
le foie, et un raccourcissement dans le cceur. Dans le télencéphale, les cellules neuro-
épithéliales sont presque toutes dépourvues de cil (Gerhardt et al. 2015; Besse et al.
2011). Wiegering al. ont mis en évidence sur des cellules en culture (MEF) que
Rpgrip1l régule la quantité de plusieurs protéines dans le cil comme le récepteur Sstr3
et la GTPase ciliare Arl13b, en favorisant le recrutement a la ZT de Cep290 (Wiegering
et al. 2020).
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La perte des structures de liaison-Y chez Chlamydomonas cep290’ ou chez
C.Elegans dans des doubles mutants pour les complexes MKS/NPHP conduit a une
pénétration anormale de protéines cytoplasmiques dans le cil ainsi qu'une
accumulation de certains composants ciliaires qui devraient étre recyclés dans le
cytoplasme (Craige et al. 2010; Wiliams et al. 2011). Par exemple chez
Chlamydomonas, I'analyse par Western blot du contenu de flagelle isolé a mis en
évidence que le mutant cep2907- présente une accumulation de protéines de transport
antérograde IFT-B telles que IFT81, IFT46, IFT20 associée a une accumulation de la
protéine bbs4. L’analyse par spectrométrie de masse a révélé une accumulation
anormalement élevée des protéines facteurs élongation 3 (EF-3) et EF-1a dans le
flagelle. Cette accumulation anormale n’est pas observée pour I'ensemble des
protéines car, Craige et al. ont observé une diminution de la quantité de protéine IFT-
A IFT139 et de la protéine PC2 (Craige et al. 2010). Ces résultats de protéomique
quantitative a partir compartiments axonémaux isolés fournissent donc des preuves
expérimentales que la ZT contrdle de maniére sélective I'entrée des protéines et des
particules IFT dans le cil, et que CEP290 est importante pour cette fonction.

Des défauts similaires de localisation de protéines ciliaires ont été observés suite a la
perte de protéines du module NPHP1-4-8 chez Chlamydomonas (Lin, Guo, et Dutcher
2018; Awata et al. 2014). Le mutant rpg7’ (homologue de RPGRIP1L chez les
mammiféres) et le mutant nphp47- arrivent a former un flagelle mais leur composition
est différente du contrdle. Les compartiments axonémaux présentent notamment une
augmentation de la quantité de protéines non ciliaires dans le flagelle avec une taille
comprise entre 29 et 190 kDa pour le mutant rpg7”- et >50 kDa pour le mutant nphp4-
"-. Le défaut de la composition du flagelle est plus fort chez le mutant rpg 77~ par rapport
au mutant nphp4”’- qui présente 40 protéines non ciliaires. L’analyse par spectrométrie
de masse a révélé la présence de protéines de traduction (exemple : glutaminyl-tRNA
synthetase), des protéines chaperones (Hsp70G chez le mutant rpg1”- ou Hsp90 chez
le mutant nphp4), des protéines de production ATP. Cependant, le mutant rpg7”- ne
présente qu’une trés faible diminution du nombre de protéines ciliaires ce qui suggére
que RPGRIP1L joue un rdle mineur dans la rétention de protéines ciliaires chez
Chlamydomonas, mais contréle la diffusion des protéines dans le cil (Lin, Guo, et
Dutcher 2018). Le mutant nphp4”- présente quant a lui une diminution de protéines
associées a la membrane telle que la protéine FAP33. La localisation de PC-2 n’est

par contre pas affectée. Ainsi, une partie des protéines normalement associées a la
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membrane flagellaire ne sont pas transportées ou ne sont pas retenues dans les
flagelles en l'absence de NPHP4. (Awata et al. 2014) L’analyse par western blot
montre que la perte de NPHP4 conduit a une légere augmentation de la quantité de
certaines protéines IFT-B comme IFT52, IFT46 ainsi qu'une augmentation de la
protéine IFT139 (appartement au complexe IFT-A) mais de maniere générale, la
fréquence des particules IFT dans le cil n’est pas modifiée, et seule une légére
diminution de la vélocité des IFT est observée. Ceci démontre que la perte de NPHP4
n'affecte pas directement la machinerie de I'IFT. Par ailleurs, NPHP4 se localise de
maniére distale par rapport a CEP290 dans la ZT, et leur perte respective conduit a
des défauts de structures différentes. Les structures de liaisons Y sont maintenues
dans le mutant NPHP4 en opposition au mutant CEP290, cette protéine n’est donc
pas requise pour leur formation ou leur maintien (Craige et al. 2010). De plus, la perte
de Cep290 affecte davantage la machinerie des IFT mettant en évidence que NPHP4
et CEP290 définissent des domaines fonctionnels et structurels différents dans la zone

de transition.

Ces résultats indiquent que la simple fabrication d'un cil n'est pas suffisante et qu’il est
important de construire une barriére ciliaire fonctionnelle pour conserver une
composition du compartiment ciliaire correcte. La perturbation de la barriére ciliaire est
observée dans un ensemble de maladies appelées ciliopathies telles que les
syndromes de Meckel-Gruber et de Joubert (Cette partie sera détaillée dans 1.4.).

Pour résumer, plusieurs phénotypes peuvent émerger en fonction du géne de la ZT
muté et conduire a une variété de défauts de ciliogénése ainsi que de signalisation
cellulaire. Cela montre donc que la ZT joue le rble de barriére de filtration et régule la
composition ciliaire en protéines et notamment en récepteurs impliqués dans plusieurs

voies de signalisation.

1.2.4. Régulation transcriptionnelle des génes ciliaires
Le contrdle des génes codant pour des protéines nécessaires a la formation et a la

fonction des cils est principalement régulée par deux familles de facteurs de

transcription.
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1.2.4.1. La famille des facteurs de transcription RFX

La premiére famille identifiée correspond aux protéines RFX (Regulator Factor X) qui
sont des facteurs de transcription de type winged-helix requis pour I'expression de
composants essentiels de tous les types de cils. Ces facteurs possédent un domaine
de liaison a 'ADN conservé et se fixent sur le promoteur de leurs génes cibles au
niveau d’'une séquence consensus appelée boite X, retrouvée sur les régions
régulatrices de nombreux geénes ciliaires genes (Gajiwala et al. 2000). lls ont été
identifiés chez un grand nombre d’espéces eucaryotes. Jusqu’a présent, 8 facteurs
RFX ont été identifiés chez les mammiféres avec I'exception du poisson zébre qui en
contient 9 (Emery et al. 1996; Aftab et al. 2008). D.melanogaster et C.Elegans n’en
possedent qu’un appelé RFX et DAF-19 respectivement, alors que la levure, non ciliée,
en possede deux (CRT1 et SAK1), impliquées respectivement comme effecteur de la
voie de contréle des dommages a I'ADN et de la réplication tandis que SAK1 régule le
métabolisme du glucose (Dubruille et al. 2002; Swoboda, Adler, et Thomas 2000; M.
Huang, Zhou, et Elledge 1998; Bendrioua et al. 2014).

Les protéines RFX1-4 sont exprimées dans plusieurs organes et présentent parfois
des roles redondants dans la formation et la maintenance du cil. Rfx2 est par exemple
exprimé dans les tissus ciliés comme le cerveau, les reins ou I'organe de latéralité.
Une perte de rfx2 chez 'embryon de poisson-zébre conduit a une réduction du nombre
de cils primaires dans le tube neural et de cils motiles dans la vésicule de Kupffer (Yu
et al. 2008; Y. Liu et al. 2007; Bisgrove et al. 2012). Rfx2 est également requis pour la
croissance des cils primaires chez le xénope (Chung et al. 2012). Chez la souris, Rfx3
et Rfx4 sont tous deux exprimés dans certains territoires du cerveau, comme par
exemple I'organe sous-commissural (SCO) qui sécréte la sco-spondine, et sur laquelle
nous reviendrons plus tard dans I'introduction. La perte de Rfx3 ou Rfx4 chez la souris
conduit a une perte des cils sur les cellules épendymaires du SCO, a une
désorganisation de ces structures voire a leur absence, ainsi qu’a une hydrocéphalie
(Baas et al. 2006; Blackshear et al. 2003). De maniére générale, en fonction du
territoire d’expression et de I'espéce, les protéines RFX vont contrdler la ciliogénése

de différents types cellulaires en fonction de leur profil d’expression (Tableau 1).
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Tableau 1 : Facteurs de transcription ciliaires nécessaire a la production de
différents types ciliaires dans différents organismes. (Issu de la revue (Choksi
et al. 2014))

Cilia type Organism Transcription factor(s) required References
Airway motile muilticilia Mouse FOXJ1 (Brody et al., 2000; Chen et al., 1998)
Epidermal motile multicilia Xenopus FOXJ1 (Stubbs et al., 2008)
RFX2 (Chung et al., 2012)
Sperm flagellum Mouse FOXJ1 (Chen et al., 1998)
Oviduct motile multicilia Mouse FOXJ1 (Brody et al., 2000; Chen et al., 1998)
Brain ependymal multiple motile cilia Mouse RFX3 (El Zein et al., 2009)
FOXJ1 (Brody et al., 2000; Chen et al., 1998)
Brain ependymal monocilia/multicilia Xenopus FOXJ1 (Hagenlocher et al., 2013)
Spinal canal ependymal motile cilia Zebrafish FOXJ1A (Yu et al., 2008)
Nodal motile monocilia Mouse RFX3 (Bonnafe et al., 2004)
FOXJ1 (Alten et al., 2012)
Kupffer's vesicle motile monocilia Zebrafish RFX2 (Bisgrove et al., 2012)
FOXJ1A (Stubbs et al., 2008; Yu et al., 2008)
Gastrocoel roof-plate motile monocilia Xenopus RFX2 (Chung et al., 2012)
FOXJ1 (Stubbs et al., 2008)
Pronephric motile multicilia and monocilia Zebrafish RFX2 (Liu et al., 2007)
FOXJ1A (Yu et al., 2008)
FOXJ1B (Hellman et al., 2010)
Immotile signaling cilia Mouse RFX4 (Ashique et al., 2009)
Zebrafish RFX2 (Yu et al., 2008)
Xenopus RFX2 (Chung et al., 2012)
Otic vesicle kinocilia Zebrafish FOXJ1B (Yuetal., 2011)
Chordotonal organ sensory motile cilia Drosophila FD3F (Cachero et al., 2011; Newton et al., 2012)
Sensory neurons Drosophila RFX (Dubruille et al., 2002)
C. elegans DAF-19 (Swoboda et al., 2000)
Olfactory motile cilia Zebrafish FOXJ1A (Hellman et al., 2010)

Grace a des études in silico et des approches expérimentales réalisées
majoritairement sur D.melanogaster et C.Elegans, les chercheurs ont identifié certains
genes cibles directs de Rfx possédant un site de liaison « boite X » sur leur promoteur
(Swoboda, Adler, et Thomas 2000; Blacque et al. 2005; Efimenko et al. 2005;
Laurencon et al. 2007; Ashique et al. 2009; Phirke et al. 2011). Ceci a permis
I'identification de deux classes de génes cibles : la premiére code pour des protéines
ciliaires essentielles, impliquées dans les aspects fondamentaux de la formation et de
la fonction des cils (Figure 10). Par exemple, les protéines Rfx contrdlent I'expression
de toutes les protéines associées au complexe B des IFT, de toutes les protéines du
BBsome ainsi que la protéine motrice Dync2li1 associée au complexe A des IFT. Les
protéines Rfx contrélent aussi I'expression des protéines de la zone de transition tels
que les protéines a domaine B9 du complexe MKS. La deuxiéme classe comprend les
genes contenant des « boites X » qui sont nécessaires pour des fonctions ciliaires
spécialisées. Ce groupe comprend notamment des représentants de différentes
familles de récepteurs candidats et de facteurs associés aux récepteurs (Efimenko et
al. 2005).

56



e D ,
)| €2 _
g g

=

- =)
v & D €5
&
- €D €D |

(anterograde)

| Tmem67 B}
«©ID =

9U0Z UORISUB|

Figure 10 : Cibles directes et indirectes des facteurs de transcription RFX et
Foxj1. Ces geénes cibles ont été obtenues grace a des analyses chez la Drosophile,
C.Elegans ou les vertébrés. Les génes sont classés par fonction en respectant la
structure ciliaire ou ils sont localisés. Les génes en bleus sont contrélés par RFX, les
genes en rouge sont contrblés par FOXJ1 et ceux en violet sont contrdlés par les deux

facteurs de transcription. (Provient de la revue (Choksi et al. 2014))

1.2.4.2. Le facteur de transcription FOXJ1 est un régulateur de Ila

ciliogénése motile

Le second type de facteur de transcription de ciliogénése est FOXJ1 (forkhead box
J1), qui appartient a la famille des facteurs de transcription FOX, caractérisés par la
présence d’'un domaine de liaison a 'ADN de type forkhead (FKH). Ce facteur est
présent chez de trées nombreux eucaryotes mais aucun orthologue n’est présent ni

chez C.elegans, ni chez Drosophila melanogaster, deux espéces qui ne présentent
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pas de cils motiles (a I'exception du flagelle des spermatozoides de drosophile
construit de maniére IFT-indépendante). Des analyses d’hybridation in situ et par
« southern-blot » ont mis en évidence que Foxj1 est exprimé chez la souris dans un
certain nombre de tissus portant des cils motiles incluant I'épithélium pulmonaire
proximal en développement, les testicules et 'oviducte, et enfin I'épithélium de plexus
choroide différencié (Hackett et al. 1995; Lim, Zhou, et Costa 1997). Les souris
déficientes pour Foxj1 perdent les cils motiles de I'épithélium respiratoire avec une
structure 9+2 et présentent un situs inversus (disposition en miroir des organes par
rapport a leur positionnement normal), alors que dans d’autres organes, les cils
primaires 9+0 comme ceux présents sur les neurones olfactifs sont bien présents. Une
analyse par MET a mis en évidence que les souris Foxj1”- présentent un défaut de
ciliogéneése : les centrioles et les corps basaux sont bien formés mais la migration du
centriole et/ou 'amarrage a la membrane sont anormaux. Cependant, I'analyse par
MET n’a révélé aucun défaut des cils du nceud chez la souris Foxj1’- au stade
embryonnaire suggérant que seule leur motilité est affectée puisque des défauts
d’asymétrie droite/gauche ont été observés (Brody et al. 2000). Le géne Foxj1 murin
apparait donc comme un facteur de transcription nécessaire a la biogénése des cils
motiles.

D’autres études réalisées chez le poisson-zébre confirment le réle de Foxj1 comme
un régulateur majeur du programme de ciliogénése motile. Le géne foxj1 a été
dupliqué chez le poisson-zébre, ses paralogues sont appelés foxj1a et foxj1b (Yu et
al. 2008; Aamar et Dawid 2008). La perte d’expression de foxj7a par injection de
morpholino conduit a une réduction importante du développement des cils motiles sur
les cellules de la vésicule de Kupffer, sur les cellules du plancher du tube neural, et
dans les canaux pronéphriques au stade embryonnaire, tandis que Foxj1b contrdle la
formation des cils motiles de la vésicule otique (Yu et al. 2008; 2011).

L’expression ectopique de Foxj1 dans plusieurs espéces est capable d’induire la
différenciation de mono-cils motiles fonctionnels dans différents tissus comme par
exemple I'apparition de marqueurs de cils motiles sur les cellules musculaires, les
cellules de la rétine et de la lentille chez 'embryon de poisson zébre (Yu et al. 2008).
Pris ensemble, ces études démontrent que Foxj1 joue un réle clé dans la biogénése
du cil motile (Tableau 1).

Des études réalisées chez les vertébrés ont permis I'identification d’'un certain nombre

de génes qui sont directement régulés par Foxj1 (Yu et al. 2008; Jacquet et al. 2009;
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El Zein et al. 2009; Didon et al. 2013). On peut retrouver des génes qui appartiennent
a des structures ciliaires différentes, notamment les protéines associées au complexe
B des IFT, des génes qui sont requis pour différentes structures et fonctions du cil
motile : les génes qui codent pour des protéines permettant d'assembler, de
transporter et d'amarrer les bras de dynéine interne et externe, les rayons radiaux et

la paire centrale (Figure 10).

1.2.4.3. Relation fonctionnelle entre les facteurs de transcription régulant la

ciliogénese

Les expériences de perte de fonction de facteurs RFX dans plusieurs modéles mettent
en évidence qu’ils sont requis pour former des cils motiles et non-motiles. Au contraire,
FOXJ1 est requis spécifiquement pour former les cils motiles. En fonction de I'espéce
et du type cellulaire, ces deux facteurs de transcription peuvent coopérer pour réguler
des génes cibles. Des études réalisées chez les cellules de voies respiratoires
humaines en culture, de 'embryon de poisson-zébre et de souris montrent que Foxj1
régule I'expression de Rfx2 et Rfx3 durant la biogenése du cil motile (Didon et al. 2013;
Yu et al. 2008; Alten et al. 2012). De maniere symétrique, Rfx3 contréle I'expression
de Foxj1 dans des cultures de cellules épendymaires de cerveau de souris (El Zein et
al. 2009). Ces observations suggérent des relations complexes entre les facteurs RFX
et FOXJ1, qui varient d’un tissu et d’'un organisme a l'autre. De nouvelles études
devront étre réalisées afin de préciser les territoires d’expression des différents génes
ciliaires et déterminer s’ils sont contrélés de maniéere redondante par FOXJ1 et/ou des
facteurs RFX.
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1.2.4.4. Controdle transcriptionnel de la multiciliation par MCIDAS, Gmnc et

Myb
Gmnc l
MCIi)AS > Myb > Foxj1
Sortie du cycle Duplication des Amarrage des corps Elongation des
cellulaire centrioles basaux a la membrane axonémes ”l "l" |
PN & Y3 I (OO
[~ &, =\ * ¢ ﬁ@: SIS
( | — 4 — —
\ "
Ce'llyl.e en Cellule multi-
division ciliées

Figure 11 : Cascade de contréle transcriptionnel permettant la formation de
multi-cils. Chacun des facteurs de transcription interviennent a des étapes différentes
permettant de contréler la formation des multi-cils sur des cellules post-mitotiques.
Gmnc est capable d’activer Foxj1 dans certaines CMC. (Figure réalisée avec

Biorender)

Les travaux de Stubbs et al. ont mis en évidence que la protéine Multicilin/MCIDAS
est requise pour la formation des cellules multi-ciliées dans I'épiderme de xénope et
dans les voies aérienne de souris (Stubbs et al. 2012). Il est intéressant de noter que
MCIDAS semble spécifique a la génération de cellules multi-ciliées, car les mono-cils
motiles de la plaque du toit du gastrocoel de xénope ne sont pas affectés par la perte
de cette protéine. De plus, I'expression ectopique de MCIDAS est capable d'induire la
multiciliation d'autres types de cellules, en les amenant a devenir post-mitotiques, une
caractéristique importante des cellules multi-ciliées. Par conséquent, MCIDAS est un
régulateur majeur et spécifique du destin des cellules multi-ciliées chez les vertébrés.
MCIDAS peut activer plusieurs facteurs de transcription requis pour la ciliogénése
comme MYB et FOXJ1 (Figure 11). MYB peut par exemple agir en aval de MCIDAS
pour promouvoir la duplication des centrioles et participer a la multi-ciliation des
cellules épithéliales du poumon (Tan et al. 2013). Myb est aussi requis pour la
formation des cellules multi-ciliées du rein chez le poisson-zébre (L. Wang et al. 2013).

Foxj1 peut également agir en aval de MCIDAS pour promouvoir 'amarrage des corps
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basaux a la membrane et I'élongation de 'axonéme dans la peau du xénope (Stubbs
et al. 2012) (Figure 11).

Geminin/GEMC1/GMNC est un autre régulateur clé du destin des CMC chez la souris
et le poisson-zébre (Zhou et al. 2015; Terré et al. 2016; Arbi et al. 2016; Kyrousi et al.
2015; D’Gama et al. 2021). Au stade embryonnaire chez le poisson-zébre, Gmnc
contrble I'expression de Mcidas afin de promouvoir la spécification des CMC dans le
pronéphros. La perte d’expression de gmnc conduit a une perte des CMC sur
I'épiderme d’embryon de xénope alors que sa surexpression est suffisante pour induire
un nombre surnuméraire de CMC (Zhou et al. 2015). Les souris Gmnc™- présentent
quant a elles une perte des CMC dans le cerveau, le tractus respiratoire et dans
l'oviducte. Ces défauts conduisent a une hydrocéphalie, un défaut d’élimination du
mucus dans le tractus respiratoire, et une infertilité. Gmnc contrdle donc la
différenciation des CMC en activant MCIDAS et Foxj1, ainsi que d’autres génes
impliqués dans la différenciation des CMC (Terré et al. 2016; Arbi et al. 2016; Kyrousi
et al. 2015). De maniére trés intéressante, D’Gama et al. ont documenté que les
ventricules du cerveau du le poisson zebre vont subir une modification structurelle au
cours de la période de maturation sexuelle, et effectuer une transition de cellules
monociliées a multiciliées sous le controle de Gmnc (D’Gama et al. 2021). Dans le
cerveau, les cils situés le long des ventricules du cerveau antérieur, postérieur et du
plexus choroide sont motiles et gerent un flux directionnel du liquide cérébro-spinal.
Au sein du plexus choroide (PCh), on observe deux populations de cellules, chacune
spécifiée par un facteur de transcription différent : foxj7a et foxj1b contrélent le destin
des cellules mono-ciliées du PCh, alors que gmnc est important pour spécifier les
cellules multi-ciliées du PCh. En son absence, les cellules n’effectuent pas de
transition vers la multi-ciliation et demeurent mono-ciliées. Ces résultats mettent en
avant la complexité de spécification des cellules multi-ciliées dans différents tissus et

especes.
1.3. Les fonctions des cils
Les cils sont présents sur une vaste majorité des cellules dans différents organismes.

lls vont jouer un réle clé dans de nombreux processus biologiques durant le

développement et pendant la vie d’'une espéce. Au cours de cette introduction, je me
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concentrerai sur des fonctions ciliaires qui permettront de mieux comprendre les

phénotypes liés @ mon modéle d’étude : le mutant de poisson-zébre rpgrip1H-.

1.3.1. Génération d’un flux orienté

1.3.1.1. Les différents flux dans I'organisme

De nombreuses expériences ont mis en évidence le réle des cils motiles dans

différents tissus.

= Voies respiratoires

Chez les vertébrés, le battement orienté des touffes multi-ciliées participent a la
circulation du mucus produit par les cellules sécrétrices dans les poumons, permettant
alors I'élimination des pathogeénes et des toxines (Fahy 2010). Par exemple, la perte
du geéne Ttll1 ou de Odf2/Cenexine chez la souris conduisent a un phénotype de
toux/éternuement avec une accumulation importante de mucus dans les cavités para-
nasales et 'oreille moyenne dans le cas de la souris mutante Odf228x6.7/4ex6.7 (Kynimoto
et al. 2012; Ikegami et al. 2010). Ces génes codent pour des protéines qui sont
respectivement une enzyme de modifications post-traductionnelles de I'axonéme ou
une protéine localisée au niveau des corps basaux. Les souris mutantes sont viables,
arrivent a former des cils, mais I'analyse par microscopie en temps réelle du battement
ciliaire sur des explants de trachée a mis en évidence une perturbation du battement
coordonnée des touffes multi-ciliées. L'injection de billes fluorescentes met en
évidence un transport muco-ciliaire réduit. Ces protéines ciliaires sont donc des
composants essentiels régulant le battement coordonné des cils dans la trachée afin

de réguler le transport du mucus.

= L’épithélium nasal

L’épithélium nasal est également composé de CMC qui permettent le mouvement du
mucus ou du liquide dans la cavité nasale (Getchell, Margolis, et Getchell 1984). Les
neurones récepteurs olfactifs présents dans cette cavité captent les signaux olfactifs
qui sont dissouts par le mucus. Chez le poisson-zébre au stade larvaire, les CMC du

nez sont organisés de maniére circulaire et battent avec des mouvements
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asymétriques permettant la génération d’'un flux et la détection des odeurs par le
systéme olfactif les cavités nasales (Reiten et al. 2017). La perte de motilité ciliaire
chez le mutant de poisson-zébre smh” conduit a un défaut de génération de flux au
niveau de I'épithélium olfactif et cela conduit a un défaut d’attraction des odeurs et a
une absence de réponse olfactive détectable dans les neurones olfactifs. De plus, le
battement ciliaire améliore la résolution temporelle du systéme olfactif pour détecter
les changements d’odeurs différents dans des environnements dynamiques. Ainsi, le
flux médié par les cils motiles dans la cavité nasale améliore la sensibilité et la

résolution temporelle des cils sensoriels des neurones olfactifs.

= Le pronéphros chez le poisson-zébre

Au stade embryonnaire, le pronéphros est le premier rein qui se forme chez les
vertébrés, et va ensuite régresser et étre remplacé par un rein mature (Vize et al.
1997). Le pronéphros du poisson-zébre permet le maintien de I'’homéostasie
osmotique (Drummond et al. 1998). Il est composé de cellules mono-ciliées motiles et
multi-ciliées motiles qui apparaissent a 2 dpf et qui participent au déplacement du
liquide dans les tubules rénaux, contrairement aux cils rénaux des mammiféres qui
sont immotiles (Kramer-Zucker et al. 2005; Sullivan-Brown et al. 2008). La perte des
protéines dnaaf1, cfap298, et ccdc40 impliquées dans I'assemblage des bras de
dynéine dans les microtubules des cils chez le poisson-zébre (Loges et al. 2009;
Austin-Tse et al. 2013; Becker-Heck et al. 2011) conduit a un défaut de matilité ciliaire
et a des kystes rénaux a 3 dpf (Sullivan-Brown et al. 2008). Plus précisément, les
kystes rénaux apparaissent dés 2 dpf dans les tubules moyens chez les trois mutants
swt/dnaaf1”’- kurly/cfap2987, lok/ccdc40’- et progressent avec une dilatation des
tubules rénaux. Le défaut de motilité ciliaire chez ces mutants précede la dilatation des
tubules et apparait dés 26-30 hpf : le mutant Jok/ccdc407- posséde des cils plus courts
et un battement ciliaire réduit tandis que le mutant swt/dnaaf1’- posséde des cils
immotiles, et le mutant kurly/cfap2987- posséde des cils aussi bien motiles
gu’'immotiles qui battent de maniére irréguliére. Malgré des variations dans les
phénotypes ciliaires, ces derniers conduisent a des phénotypes similaires de dilatation
des tubules rénaux de kystes dans les glomérules rénaux (Sullivan-Brown et al. 2008).
Le battement des cils dans les tubules rénaux sont donc essentiels pour la circulation

de l'urine.
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*= L’organe de latéralité

Par ailleurs au stade embryonnaire, 'asymétrie gauche/droite des organes chez la
plupart des vertébrés est contrélée par la présence de cellules mono-ciliées motiles
présents dans I'organe de latéralité, appelé nceud chez la souris, vésicule de Kupffer
chez le poisson-zébre ou toit du gastrocéle chez le xénope (Nonaka et al., s. d,;
Schweickert et al. 2007; Essner et al. 2005; Kramer-Zucker et al. 2005). Chez le
poisson-zébre, une sous-population de mono-cils présente sur cellules épithéliales ont
des mouvements de rotation a partir du stade 4 somites, qui produisent un écoulement
de liquide vers la gauche dans la vésicule de Kupffer (Kramer-Zucker et al. 2005;
Essner et al. 2005; Okabe, Xu, et Burdine 2008; Sampaio et al. 2014). La famille des
protéines PIH a été identifié¢e comme étant impliquée dans le préassemblage de
différents sous-ensembles de dynéines axonémales, et contient 4 membres chez les
vertébrés : Pih1d1, Pih1d2, Ktu/Dnaaf2, et Pih1d3/Twister (Yamamoto, Hirono, et
Kamiya 2010; Omran et al. 2008; Dong et al. 2014). La perte de ces génes chez le
poisson-zébre conduit a un défaut de motilité ciliaire avec des degrés différents dans
la vésicule de Kupffer : le mutant pih1d1”- présente une réduction importante de la
fréquence de rotation des cils, mais presque tous les cils sont motiles et le ratio
d’inversion de la boucle cardiaque (une caractéristique permettant d’'informer sur
I'asymétrie gauche/droite) n’est en général pas affecté (H. Yamaguchi et al. 2018). Au
contraire, les mutants pih1d2”, ktu”- possédent une réduction du nombre de cils
motiles associé a une diminution de la fréquence de battement des cils. Le mutant
pih1d3’" quant a Iui perd complétement ces cils motiles et cela conduit a un
positionnement de la boucle cardiaque de maniére aléatoire. Ainsi, la perte de
protéines requises pour la moaotilité ciliaire conduit a un défaut de latéralité
gauche/droite chez le poisson-zébre. La mécano-sensibilité du cil dans I'organe de
latéralité joue également un role essentiel dans I'asymétrie gauche/droite et sera

abordée dans la partie 1.3.3.
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1.3.1.2. Circulation et réle du liquide cérébro-spinal chez la souris

A

Plexus choroide

Ventricule
1V x
3V dorsal/
3V ventral—
/\ 4V

Plexus choroide

Figure 12 : Représentation schématique de la localisation des plexus choroides
dans les 4 ventricules dans le cerveau de souris adulte. A. VVue latérale du cerveau
de souris avec les 4 ventricules (1V : 1°" ventricule ; 3V : 3°™® ventricule ; 4V : 4éme
ventricule) avec les plexus choroides représentés en rouge. B. Coupe dorsale d’'une
coupe de cerveau de souris au niveau du cortex. Les plexus choroides sont des
structures qui baignent dans les ventricules. (Le petit A. est inspiré du papier (Eichele
et al. 2020) et le B. est dessiné)

Le liquide cérébro-spinal (LCS) est produit et sécrété par les cellules épendymaires
des plexus choroides présents chacun dans les 4 ventricules du cerveau chez tous les
vertébrés (Lun, Monuki, et Lehtinen 2015) (Figure 12). Le LCS joue un réle essentiel
dans le fonctionnement de l'organisme et au cours du développement car il est
composé de divers facteurs qui participent a la prolifération de progéniteurs
neuronaux, notamment Fgf2 pour les progéniteurs du mésencéphale dans 'embryon
de poulet, ou Shh dans les progéniteurs du cervelet chez 'embryon de souris (Martin
et al. 2006; X. Huang et al. 2010; Lehtinen et al. 2011). Ce liquide agit comme un
systéme de filtration pour éliminer les déchets métaboliques du systéme nerveux
central (SNC).

Il existe plusieurs modéles de souris déficientes pour des protéines ciliaires qui
présentent une hydrocéphalie, c’est-a-dire une dilatation des ventricules suite a une
accumulation du LCS (lIbafiez-Tallon et al. 2004; Cho et al. 2018; Abdelhamed et al.
2018; Zou et al. 2020). Par exemple, la perte de la protéine du bras externe de la
dynéine (Mdnah5) chez la souris conduit a un défaut de motilité ciliaire des cellules

épendymaires qui tapissent les ventricules du cerveau (Ibafiez-Tallon et al. 2004). Les
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CMC des cellules épendymaires sont effet nécessaires pour générer un battement
coordonné qui permet la circulation du LCS dans les ventricules (Worthington et
Cathcart 1963; 2006) et 'aqueduc de Sylvius. La perte de motilité des cils des cellules
épendymaires chez le mutant Mdnah5” conduit a une fermeture de I'aqueduc de
Sylvius au stade précoce post-natal et par conséquent a une accumulation du LCS.
Ainsi, la circulation du LCS est nécessaire pour la maintenance des structures du
cerveau (Ibafiez-Tallon et al. 2004).

Cependant dans de nombreux cas, I'hydrocéphalie n’est pas liée a I'absence de cils
motiles, mais plutdt a un défaut de battement coordonné, altéré notamment dans les
mutants de polarité cellulaire planaire (Tissir et al. 2010; Ohata et al. 2014; Takagishi
et al. 2017). Le réle de cette voie de signalisation dans le contrdle du battement

coordonné des cils sera abordé dans la partie 1.3.2.

1.3.1.3. Circulation et réle du liquide cérébro-spinal chez le poisson-zébre

= Au stade embryonnaire

Au stade précoce du développement, le LCS est majoritairement produit par les
cellules neuro-épithéliales qui bordent les ventricules et le canal central dans la moelle
épiniere (Fame et Lehtinen 2020; Fame, Cortés-Campos, et Sive 2020), puis ensuite
par le plexus choroide. Le poisson-zébre posséde uniquement deux plexus choroides
qui deviennent fonctionnels a partir de 2-3dpf. lls sont localisés le long des parois
médianes dorsales des ventricules du télencéphale postérieur et du rhombencéphale
antérieur (Garcia-Lecea et al. 2008; Bill et al. 2008; van Leeuwen et al. 2018). Au stade
embryonnaire, les CMC du systéme nerveux ne sont pas encore présents et seuls les
mono-cils motiles participent a la circulation du LCS. Dans le canal central de la moelle
épiniére chez I'embryon, les cils motiles sont présents au niveau des cellules de la
ligne médiane ventrale (plancher) du tube neural et sont polarisés c’est a dire ancrés
a la jonction apicale postérieure. lls produisent un flux bidirectionnel du LCS qui facilite
le mouvement des particules par un processus de transport couplé de convection-
diffusion (Thouvenin et al. 2020). A 30 hpf, les cils ventraux battent 4 fois plus vite que
les cils dorsaux a une vitesse moyenne de 38,1 Hz. La perte de motilité chez le mutant
de moatilité ciliaire zmynd10 ou de cils chez les mutants ciliaires ift88 ou kif3b chez le

poisson zebre conduit a une courbure de l'axe au stade embryonnaire, plus
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précisément une queue courbée vers le bas. Ces mutants ne survivent pas apres le
stade larvaire. Ces mutants présentent un défaut de flux de LCS dans le canal central,
observé par injection de billes fluorescentes dans les ventricules (Xiaoli Zhang et al.
2018). Grace a la petite taille et a la transparence du cerveau au stade larvaire, des
chercheurs ont pu mesurer la vitesse de circulation du liquide cérébro-spinal dans les
ventricules du cerveau par microscopie en temps réelle : en moyenne les cils battent
a une fréquence de 29,6 Hz a 2 dpf et 24,3 Hz a 4 dpf. Plus précisément, la fréquence
de battements des cils varie d’une région du cerveau a l'autre, a 2 dpf: les cils des
ventricules du télencéphale battent moins vite (~28 Hz) que les cils des ventricules du
diencéphale (~31 Hz). De plus, ils ont mis en évidence que le flux du LCS est modulé
par plusieurs parameétres : le battement des cils, le battement du coeur, et les

contractions du corps. (Olstad et al. 2019). Ce sont notamment les contractions

corporelles qui permettent le passage du LCS d’une cavité du cerveau a 'autre.

Mais quand est-il du roéle du LCS durant le développement chez le poisson-zébre ?
Pour comprendre cela, Chang.et al ont drainé a plusieurs reprises les ventricules
cérébraux du poisson zébre au stade embryonnaire (dés 22hpf) peu aprés leur
gonflement (suite a la formation du LCS) (J. T. Chang, Lehtinen, et Sive 2016). La
perte du LCS conduit a la mort de certaines cellules neuro-épithéliales majoritairement
localisées dans le diencéphale et a une courbure ventrale de la queue, démontrant un
réle du LCS dans la survie cellulaire au stade embryonnaire et le maintien d’'un axe
droit. L’'injection du LCS ponctionné d’'une souris au stade E10.5 dans le cerveau d’un
embryon de poisson-zébre ponctionné permet de diminuer significativement la mort
cellulaire, en opposition a l'injection d’'une solution saline. Ceci signifie que le LCS
murin contient des facteurs de survie actifs chez le poisson-zébre et donc que la
fonction du LCS au cours du développement est conservée entre différentes espéces
de vertébrés. La spectrométrie de masse sur le LCS d’embryon de poisson-z&bre (25-
30 hpf) a révélé la présence de 378 protéines dont 163 qui sont conservées chez
’lhomme, et parmi lesquelles on retrouve la protéine Rbp4, est une protéine
plasmatique qui transporte le rétinol, précurseur de I'acide rétinoique (AR). L’inhibition
de RBP4 ou de la synthése de 'AR augmente la mort cellulaire dans le diencéphale
du poisson-zébre. De maniére symétrique, I'injection de la protéine humaine RBP4 et

du rétinol, ou d’AR prévient la mort cellulaire causée par le drainage du LCS chez le
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poisson-zébre. La protéine RBP4 est présente de maniere abondante dans le vitellus
suggérant que cette protéine pourrait étre transportée du vitellus vers le LCS pour agir
comme facteur de survie des cellules neuro-épithéliales (J. T. Chang, Lehtinen, et Sive
2016). A ce jour, seul ces travaux ont permis de mettre en lumiére le réle du LCS et
sa composition dans la survie neuronale au stade embryonnaire chez le poisson-
zébre. lls suggérent également qu’un facteur différent du LCS est important pour
maintenir la droiture de I'axe et nous verrons plus tard qu’il s’agit vraisemblablement

de la sco-spondine dont le rOle n’avait pas encore été décrit au moment de ces travaux.
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= Au stade juvénile

Dorsal view

Lateral view

Figure 13 : Localisation des populations ciliaires dans différentes régions du
cerveau adulte de poisson-zébre. Le télencéphale est composé de cellules multi-
ciliées au niveau de la région centrale et des cellules mono-ciliées dans la partie
périphérique (Vue dorsale, modifiée de (Xie et al. 2023)). Le plexus choroide du
cerveau antérieur adulte est constitué de multiples cavités interconnectées et contient
des mono- et des multi-cils (Vue dorsale, modifiée de (D’Gama et al. 2021)). Au niveau
du ventricule de la ligne médiane du tectum optique se trouve des cellules multi-ciliées
(immuno-marquage réalisé avec les anticorps anti-tubuline acetylée et tubuline
glutamylée, Djebar unpub.). Le ventricule du rhombéncéphale se situe ventralement
au cervelet et est composé de cellules multi-ciliées uniquement sur la partie ventrale
(Immuno-marquage avec les anticorps anti-tubuline acetylée et tubuline glutamylée,
Djebar unpub.) Je décrirai la ciliogénése au niveau du SCO dans la partie résultat de
ma thése. OB : Bulbe olfatif ; Tel : Telencéphale ; fChP : Plexus choroide du cerveau
antérieur ; SCO : Organe subcomissural ; TeO : Tectum optique; V : ventricule ; CCe :

Corpus cerebelli ; CC : Crista cerebrallis ; RhV : Ventricule du rhombencéphale.
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Au stade juvénile (28-32 dpf), le poisson-zébre acquiert plusieurs populations de CMC
dans différentes régions du cerveau : au niveau de la ligne médiane du télencéphale
(alors que latéralement se trouvent des mono-cils), dans le plexus choroide du cerveau
antérieur (qui est aussi composé de cellules mono-ciliées) (D'Gama et al. 2021)
(Figure 13), le long du ventricule diencéphalique, latéralement au SCO (mon travail de
thése, partie résultat) et du ventricule rhombencéphalique (Grimes et al. 2016, Meyer-
Miner, 2022). Le tragcage de la trajectoire de billes fluorescentes injectées dans les
cavités du cerveau antérieur ou des explants de cervelet disséqués a permis
d’identifier que les cils du télencéphale, du choroide plexus et du cervelet sont motiles
et génerent un flux qui permet la circulation du LCS (Grimes et al. 2016; D’Gama et al.
2021). La perte de foxj1b, de gmnc ou d’une copie de foxj7a*- dans un mutant foxj1b-
I~ chez le poisson zébre conduit au stade adulte a un élargissement des ventricules du
télencéphale. Ce défaut peut étre interprété comme une réduction de la motilité des
cils épendymaires, mais pas uniquement car cette interprétation n’a pas été étayée
par I'’étude du mouvement du LCS ou des cils chez ces mutants au stade tardif.

Aucune étude n’a jusqu’a présent abordé directement le réle de la composition du LCS
dans le fonctionnement de 'organisme chez le poisson-zébre au stade juvénile/adulte,
en dehors de I'analyse des mutants hypomorphes pour un des composants du LCS,
la Sco-spondine dont je parlerai plus précisément dans la partie 3.2.1.2. Nous verrons
que des défauts de circulation du LCS au stade larvaire tardif et juvénile observé chez

un mutant de motilité thermosensible cfap298 entraine une scoliose chez les juvéniles.
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1.3.2. Roéle de la voie de la polarité planaire pour générer un flux orienté

A B

‘ Polarité rotationnelle cellulaire Polarité planaire translationnelle

%

55
st

Figure 14 : Différents positionnement des corps basaux dans la cellule
permettant d’établir un battement ciliaire dans la méme direction. A. Exemple
d’'une polarité rotationnelle cellulaire dans des cellules multi-ciliées. B. Exemple de

polarité planaire translationnelle dans une cellule multi-ciliée.

La génération d’un flux orienté par un épithélium cilié requiert que les cils qui pointent
vers la cavité soient motiles d’'une part et d’autre part qu’ils battent de maniere
coordonnée, c’est a dire relativement synchrone et dans la méme direction. Ces
épithéliums ciliés présentent donc une propriété appelée polarité planaire cellulaire
qui oriente les battements ciliaires dans la méme direction en contrélant d’une part
I'orientation uniforme des pieds basaux de multiples cils au sein de la cellule, aussi
appelée polarité rotationnelle cellulaire et également leur orientation identique dans le
plan du tissu, d’'une cellule a l'autre, appelée polarité rotationnelle tissulaire (Carvajal-
Gonzalez, Mulero-Navarro, et Mlodzik 2016; Wallingford 2010). Dans certains tissus
(organe de latéralité, épendymes), il existe aussi une polarité planaire translationnelle
qui positionne le ou les cils sur un coté de la surface apicale et qui s’établit avant la

polarité rotationnelle (Figure 14).
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Voie de signalisation Wnt-PCP Protéines centrales de la PCP

Co-récepteur  Récepteur frizzled

Flamingo (Fmi)
/Celsr1
Van Gogh (Vang)
Prickle (Pk)

Axial asymmetry Vectorial asymmetry
Current Opinion in Cell Biology

Réarrengement du cytosquelette

Figure 15: Polarité planaire et acteurs de la voie WNt-PCP. A. La voie Wnt/PCP
est induite par l'interaction du ligand Wnt avec le récepteur frizzled et un co-récepteur.
L'activation des effecteurs en aval conduit a des réarrangements du cytosquelette.
(Schéma réalisé avec Biorender et adapté de la revue (D.-L. Shi 2023)) B.
Distribution asymétrique des protéines centrales de la PCP. Fmi/Celsr1 (bleu) présente
une asymeétrie axiale ou elle se localise uniquement aux deux jonctions intercellulaires
opposeées sur la cellule. En revanche, les complexes Vang-Pk (en vert) et Fz-Dsh-Dgo
(en orange) adoptent des asymétries vectorielles ou chaque complexe se localise a un
seul des pdles opposeés de la cellule. (Figure A. réalisée avec Biorender ; Figure B tirée

de la revue (Aw et Devenport 2017))

C’est le modeéle de drosophile qui a permis d’identifier les acteurs moléculaires de la
polarité planaire : la PCP a été mise en évidence dans l'aile de la drosophile pour le
contrbéle de l'orientation uniforme des soies et repose dans cet organisme sur deux
voies de signalisation la polarité cellulaire planaire (PCP) "centrale" et les modules
"Fat-Dachsous-Four jointed" (Ft-Ds-Fj) (Butler et Wallingford 2017). Dans cette
introduction, je me focaliserai sur la PCP « centrale » appelée également Wnt-PCP
(Figure 15) car aucune donnée n’implique les acteurs Ft-Ds-Fj dans l'orientation des

flux.
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Les voies de signalisation Wnt sont trés complexes et trés loin d’étre comprises
entierement mais sont trés importantes pour le développement correct des
métazoaires (Polakis 2012). La fixation du ligand Wnt sur un de ses récepteurs peut
conduire a diverses voies de signalisation, qui dépendent de la nature du ligand et du
co-récepteur associé : la signalisation Wnt peut étre divisée en « voie canonique »
(dépendant de la [-caténine pour la réponse transcriptionnelle) ou « non
canoniques » car indépendante de la R-caténine et active la voie de la polarité

cellulaire planaire, indispensable au battement orienté des cils ou la voie Wnt-Ca?*.

Parmi les protéines de PCP « centrale », on retrouve deux protéines communes avec
la voie canonique, les protéines transmembranaires Frizzled ((Fz) ou Fzd chez les
vertébrés), et les protéines cytoplasmiques Dishevelled ((Dsh) ou Dvl chez les
vertébrés) (Figure 15A) et des protéines spécifiques de cette voie comme Van Gogh
((Vang) ou Vangl chez les vertébrés), Flamingo ((Fmi) ou Celsr chez les vertébrés
pour « Cadherin EGF LAG seven-passG-type receptor »), Prickle (Pk), et Diego ((Dgo)
ou Ankrd6 chez les vertébrés). Un des éléments clés de I'établissement de la PCP
est la distribution cellulaire asymétrique des différentes composants de PCP de tel
sorte que les complexes Fz, Dsh et Dgo s'accumulent typiquement d'un cété de
chaque cellule, et Vang et Pk enrichis de l'autre, Fmi est présent des deux cotés (Butler
et Wallingford 2017) (Figure 15B). Chez les vertébrés, les génes de PCP présentent
des orthologues, parmi lesquels on retrouve : Vangl1-2, Celsr1-3, Fzd3 et 6, DvI1-3,
et Pk1-2. La voie de signalisation de PCP est activée par la liaison de ligands Wnt non
canoniques comme Wnt5a et Wnt11 (Cha et al. 2008; Tada et Smith, s. d.; Heisenberg
et al. 2000; Kilian et al. 2003). La délétion génétique des différents génes de PCP a
permis l'identification d’une pléiotropie de réles en fonction du tissu dans laquelle on
la retrouve. Nous décrirons uniquement I'implication des génes de PCP ayant un réle

direct dans l'orientation des mono et multi-cils et leur battement coordonné.

1.3.2.1. Battement coordonnée des cellules multi-ciliées au sein de divers

tissus

La découverte du réle de protéines de PCP dans la coordination des battements des
CMC a été faite dans I'épiderme d’embryon de Xénope (Park et al. 2008). L'épiderme

des embryons d'amphibiens est un épithélium muco-ciliaire, un mélange de cellules
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sécrétant du mucus et de cellules multi-ciliées. Ici, les protéines Dishevelled sont
nécessaires pour I'amarrage et le maintien des corps basaux a la surface apicale des
cellules multi-ciliées chez le Xénope. On sait maintenant que la signalisation PCP
contrdle le battement polarisé dans toutes les CMC examinées a ce jour, y compris
dans le cerveau (Guirao et al. 2010; Tissir et al. 2010; Ohata et al. 2014; Boutin et al.
2014; Takagishi et al. 2017), les voies respiratoires (Vladar et al. 2012), et l'oviducte
(Shi et al. 2014; 2016) des mammiféres. Par exemple chez la souris, le mutant Celsr2-
I et le double mutant Celsr27;37 présentent une réduction importante du nombre de
cils sur les cellules multi-ciliées de I'épendyme, avec des défauts de positionnement
et d’'organisation planaire des cils dans la cellule (Tissir et al. 2010). Ces défauts
conduisent a un défaut de circulation de flux et a une dilatation des ventricules et donc
a une hydrocéphalie, qui est Iétale chez le double mutant. La localisation des protéines
Vangl2 et Fz3 est notamment altérée dans les cellules épendymaires chez le mutant
Celsr2’- et le double mutant Celsr2”-; 37, ce qui suggére que les protéines Celsr2 et 3
régulent la polarité des corps basaux dans I'épendyme de souris a travers la
localisation des protéines de PCP. Des défauts similaires de polarité du corps basal
ont été observés dans le mutant de souris avec une délétion de 5 alléles de Dv/ sur 6
dans les cellules épendymaires (Dvi17-;2flx/lox -3*) ce qui conduit & un défaut de
circulation du liquide dans les cavités du cerveau (Ohata et al. 2014) (Pour plus de

détails, se référer a la revue (Spassky et Meunier 2017)).

1.3.2.2. Battement coordonnée des cellules mono-ciliées

Dans le modéle poisson-zébre, Borovina et al. ont généré par transfert de cellules
germinales un mutant maternel zygotique pour la protéine de PCP Vangl2 appelé
MZvangl2/trilobite, c’est a dire dépourvu de son stock d’ARN et de protéines
maternelles, permettant d’obtenir un phénotype embryonnaire plus sévere que les
mutants zygotiques (Borovina et al. 2010). Ces mutants présentent un défaut de
latéralité, expliqué par un défaut de polarité rotationnelle, mis en évidence en filmant
les battements ciliaires des cils de la vésicule de Kupffer grace a la création de la
lignée transgénique Tg(b-actin:arl13b-GFP). lls ont également mis en évidence que
vangl2 est requis pour la localisation asymétrique des cils a la membrane apicale
postérieure des cellules neuro-épithéliales du plancher (Borovina et al. 2010; Donati

et al. 2021). Vangl2 contrdle aussi I'inclinaison uniforme et cordonnée des mono-cil
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motiles dans les cellules du plancher. Ainsi Vangl2, une protéine de la PCP, est
nécessaire pour la localisation asymétrique (polarité translationnelle) et I'orientation du
cil motile (polarité rotationnelle), qui permettra la génération d’'un flux orienté de la

région antérieure vers I'extrémité postérieure de 'embryon.

Dans I'ensemble, ces résultats mettent en évidence I'importance de la voie Wnt/PCP

dans le battement coordonné des cils et la circulation du liquide cérébro-spinal.

1.3.3. Réle du cil primaire en tant que mécano-senseur

Le cil primaire est situé sur la plupart des cellules eucaryotes ou il peut étre impliqué
dans la transmission de signaux mécaniques provenant de I'extérieur. Chez la souris,
les exemples les plus étudiés pour cette fonction concernent les cils des tubules
rénaux et du nceud. Les protéines Polycystine-1 (PC-1) et Polycystine-2 (PC-2) codées
respectivement par les génes Pkd1 et Pkd2 se localisent au niveau du cil primaire des
cellules épithéliales des tubules rénaux et sont impliquées dans la mécano-
transduction du flux urinaire (Nauli et al. 2003). Des analyses génétiques ont révélé
que des mutations dans les genes PKD1 et PKD2 sont responsables des maladies
kystiques du rein chez 'homme a 85% et 15% respectivement (Peters et Sandkuijl
1992; Dobin et al. 1993). Les patients porteurs de mutations dans le géne PKD1 ont
des maladies rénales kystiques beaucoup plus sévéres (reins plus gros, insuffisance
rénale plus précoce) que ceux porteurs de mutation(s) dans le géne PKD2 (Hateboer
et al. 1999; P. C. Harris et al. 2006).

Au niveau du nceud, la circulation unidirectionnelle du flux nodal joue un réle essentiel
dans I'asymétrie gauche-droite chez les embryons de souris. La protéine PC-2 est un
canal calcique retrouvé au niveau cytoplasmique et qui se localise aussi dans le cil
primaire avec PC-1 au niveau des cellules de la couronne situées au bord du nceud.
Elle joue un réle essentiel dans la détection du flux nodal (Yoshiba et al. 2012). Chez
le poisson-zebre, le réle du cil et de PKD2 sont conservés pour la détermination de
I'asymétrie droite-gauche (Schottenfeld, Sullivan-Brown, et Burdine 2007) et suggére
qu’il fonctionne également comme mécano-senseur dans cet organe. Les travaux de
J. Goetz (J. G. Goetz et al. 2014) ont d’ailleurs montré que les cils primaires situés le

long des veines de 'embryon de poisson-zebre sont capables de sentir le flux sanguin
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et la déflexion de ce cil génére un signal calcique dépendant du canal PKD2, important

pour la morphogénése des vaisseaux sanguins.

Bud stage 1 to 4 somite 1 to 4 somite 6+ somite
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Ca?
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(rocar— 11 || Mieroscopy i L

Figure 16 : Modéle de mécano-sensation ciliaire médiée par le calcium dans la
vésicule de Kupffer pendant le développement de I’asymétrie droite/gauche chez
le poisson-zébre. A et B. Durant les premieres étapes de développement de
'asymétrie droite/gauche, le flux orienté vers la gauche dans le sens inverse des
aiguilles d'une montre (fleche orange incurvée) ou la courbure optique ciliaire déclenche
une signalisation calcique intra-ciliaire dépendante de Pkd2 (dans les cils « ICO =
intraciliary calcium oscillations » en magenta ; dans les cellules, bleu foncé) dans la
cellule du LRO soumis a la stimulation mécanique ciliaire. C et D. Le calcium ciliaire-
cytosolique du LRO est ensuite transmis aux cellules voisines du mésendoderme, qui
a leur tour dirigent finalement I'expression génique asymeétrique conduisant a la

formation de I'asymétrie droite gauche. (Tiré et modifiée de (Djenoune et al. 2023))

Djenoune et al. ont montré de maniére trés élégante que le cil agit comme un mécano-
senseur dans l'organe de latéralité grace au canal calcique PC-2 localisé dans le cil,
et ceci permet d’induire une vague calcique intra-ciliaire puis intra-cytoplasmique du
cbté gauche, qui contréle I'asymétrie gauche/droite en inhibant I'expression des
messagers dand5 du coté gauche (Djenoune et al. 2023) (Figure 16). Ces derniers ont
créé un outil qui comprend entre autre des pinces optiques capable de stimuler
mécaniquement un cil unique dans la vésicule de Kupffer et ensuite de mesurer par
microcopie la vague calcique intra-ciliaire grace a la lignée transgénique
(arl13b:GCaMP6s;arl13b:mApple). L'utilisation d’'un mutant de motilité ciliaire

cfap298/kurly a permis de démontrer que la courbure mécanique pendant un temps
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donné d’un cil immotile conduit a une vague calcique intra-ciliaire qui se propage dans
le corps cellulaire et dans les cellules voisines. Ceci démontre que le cil, méme
immotile, est capable de répondre au stimuli mécanique et peut agir en tant
gu’'organelle mécano-senseur. Au contraire, le mutant pkd2 n’est pas capable de
générer une réponse calcique suite a la courbure mécanique du cil. PC2 agit donc
comme une canal mécano-senseur ciliaire, qui induit la vague calcique ciliaire en
réponse a la déflection. In fine, la motilité ciliaire dans l'organe de latéralité est
nécessaire pour générer un flux et la mécano-sensation ciliaire pour créer une réponse
calcique et I'expression asymétrique de protéines telles que Dand5 du cété gauche du
cceur. Le mutant de motilité ciliaire cfap298/kurly présente un défaut de latéralité
droite/gauche et un défaut de territoire d’expression de la protéine dand5 dans le cceur.
Ici, la force mécanique appliquée a un cil pendant 1h au stade 1-4 somites est capable
de sauver le défaut de situs cardiaque (24 hpf) et le territoire d’expression dand5 (12
hpf). Ainsi, les cils de I'organe de latéralité sont des leviers cellulaires mécano-
sensibles qui convertissent les forces biomécaniques en signaux calciques pour

contrdler I'asymétrie gauche-droite (Figure 16).

Mais quand est-il du réle du cil dans la mécano-sensation du flux dans d’autres tissus
tel que les 0s? Jusqu’a présent, il existe trés peu de données permettant de démontrer
directement que le cil primaire présent sur les ostéoblastes, les cellules responsables
de la formation du tissu osseux, agissent comme des mécano-senseurs du flux
circulant dans les canalicules. Les canalicules sont un réseau de petits canaux dans
lequel circule du liquide, et qui relie les ostéoblastes entre eux. Oliazadeh et al. ont
essayé d’investiguer le réle du cil primaire d’ostéoblastes (provenant de fragments d’os
issu d’'une chirurgie de la moelle) entre des contréles et des cellules provenant de
patients de scoliose idiopathique (SI) (Oliazadeh et al. 2017). lls ont observé que les
cellules de patients de Sl en culture présentent une Iégére augmentation d’un facteur
1,2 de la longueur des cils. Afin d’évaluer si la réponse bio-mécanique du cil est
affectée dans les ostéoblastes de patient Sl, ils ont mesuré les changements
d’expression de plusieurs genes de mécano-sensibles suite a I'application d’'un flux de
liquide sur les cellules en culture. Les parameétres biomécaniques de ce flux ont été
choisis en accord avec la pression et la vitesse du flux que I'on peut retrouver
physiologiquement dans la hanche humaine pendant la marche. lls ont observé que le

flux stimule I'expression transcriptionnelle de certains génes tels que Bone
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morphogenetic protein 2 (BMP2) et cyclo-oxygénase 2 (COX2), deux geénes
ostéogéniques, mais que la réponse transcriptionnelle pour ces deux génes est
significativement atténuée chez les patients de Sl par rapport au contréle. Une autre
étude a mis en évidence que les protéines BMP2 et COX2 sont impliquées dans
plusieurs voies interconnectées qui conduisent a I'ostéoblastogenese et a la formation
osseuse et donc a une densité osseuse normale (Xinping Zhang et al. 2002; Halloran,
Durbano, et Nohe 2020). La diminution de réponse transcriptionnelle aprés application
d’un flux pourrait alors montrer qu’il existe une réponse réduite a la mécano-stimulation
dans les cellules Sl et donc une réduction de la densité osseuse, ce qui n'est pas
observé chez 'ensemble des patients. Cette étude est 'une des premieres a suggérer
un réle mécano-senseur défectueux du cil primaire dans la scoliose idiopathique et
pourrait expliquer I'étiologie de la maladie chez les patients Sl présentant une hypo
minéralisation osseuse (Oliazadeh et al. 2017). Pour aller plus loin, il aurait été
intéressant de mettre en évidence la voie de signalisation qui se trouve entre le flux
mécanique et linduction transcriptionnelle de certains génes, notamment une
localisation de récepteurs/canaux a la membrane ciliaire qui pourraient jouer ce réle.

Dans ce contexte, Zheng et al. ont démontré qu’au niveau des cellules du noyau
pulpeux qui composent une partie des disques intervertébraux (pour plus de détails,
se référer a la partie 2.1.1), le récepteur a 'hormone parathyroide 1 (RHPT1) se
localise au cil primaire suite a un stress mécanique causé par l'application de
contrainte de cisaillement (« shear stress » en anglais) sur des cellules en culture de
noyau pulpeux humaines ou murines (Zheng et al. 2018). Des résultats similaires ont
été observés dans les cellules du noyau pulpeux ex vivo de disques intervertébraux
de rats jeunes ou agés soumis a des charges mécaniques compressives. Des
expériences d'immuno-marquage sur des coupes de tissus de disques intervertébraux
mettent en évidence qu’au niveau du cil, la liaison de 'hormone parathyroide (HPT)
sur le Rhpt1 stimule la transcription de l'intégrine avB6 qui va ensuite activer la
cascade de signalisation des protéines de la matrice : TGF-3 et CCN2. Ces protéines
de matrice sont particulierement importantes pour maintenir 'homéostasie des
disques intervertébraux. Les disques sont en effet importants pour supporter les
charges mécaniques apposées sur la colonne vertébrale. La perte spécifique du géne
Ift88 dans les cellules du noyau pulpeux chez la souris conduit a une diminution du
volume des disques intervertébraux et a une dégénérescence de ces derniers. De

plus, l'injection de 'HPT dans les souris mutantes conduit a une réduction du niveau
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de production de CCN2 et d’aggrégane dans les cellules du noyau pulpeux par rapport
au contrlle.

Ces résultats mettent donc en lumiére le réle mécano-senseur du cil dans les cellules
du noyau pulpeux et son réle dans la maintenance de ’homéostasie des disques

intervertébraux.

1.3.4. La transduction de voie de signalisations importantes pour le

développement et ’homéostasie

Outre leur capacité de mécano-senseur, les cils primaires agissent principalement
comme des antennes cellulaires qui regoivent et transmettent une variété de signaux
comme des signaux chimiques ou lumineux. Chez les vertébrés, les cils primaires sont
impliqués dans la transduction de plusieurs voies de signalisation essentielles au cours
du développement et perturbées dans les maladies génétiques, telles que la voie
Sonic Hedgehog (Hh) qui est 'une des mieux décrites ainsi que la photo-transduction

des signaux lumineux.

1.3.4.1. Voie Hedgehog et dépendance au cil

Les travaux du laboratoire de Kathryn Anderson ont été les premiers a mettre en
lumiére le role du cil primaire dans la voie de signalisation Shh (Huangfu et al. 2003).
lls ont identifié deux mutants de souris IFT (/ft88 et Ift172) qui présentent au stade
embryonnaire (E8.0) une perte de cil dans l'organe de latéralité. Ces défauts sont
associés a une réduction de certains progéniteurs neuronaux ventraux ainsi qu’une
réduction du niveau d’expression des cibles de Shh dans la moelle (Ribes et Briscoe
2009; Andreu-Cervera, Catala, et Schneider-Maunoury 2021).
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Figure 17 : Réle du cil, et de la voie de signalisation Shh dans le développement
du tube neural. A. Schéma simplifié de la transduction de la voie Shh dans des
cellules ciliées, en absence (a) ou présence (b) du ligand. B. Organisation spatiale des
domaines progéniteurs est établie par un gradient de protéine Shh (violet) sécrétée
par la notochorde et le plancher dans le tube neural. pMN : progéniteurs des moto-
neurones. C. Schémas des défauts de spécification cellulaire chez les souris mutantes
de la voie Hh et de rpgrip1l’-. Les types de progéniteurs sont codés en couleur comme
indiqué en C. Les couleurs sont les mémes pour B et C. (Figure modifiée de la revue

(Andreu-Cervera, Catala, et Schneider-Maunoury 2021))

Avant de présenter quels sont les défauts liés au dysfonctionnement du cil primaire
sur la voie Shh, il est important de décrire les acteurs de la voie (Figure 17A). En
absence du ligand Hedgehog, le récepteur Patched 1 (Ptch1) qui est une protéine a
12 domaines transmembranaires, se localise dans la membrane ciliaire. Il inhibe

'entrée de la protéine Smoothened (Smo) a 7 domaines transmembranaires dans le
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cil. Smo ne peut donc pas agir sur les effecteurs nucléaires de la voie, appelés Gli. La
famille des protéines Gli comprend les facteurs de transcription Gli1-3 chez les
mammiféres. En I'absence du ligand de Shh, les formes longues (FL) de Gli2 et GIi3
associées a la protéine SuFu sont soumises a une cascade de modifications post-
traductionnelles initiées par la phosphorylation par la Protéine Kinase A (PKA). Cela
conduit alors a leur ciblage vers le protéasome. Gli2-FL est dégradé par le
protéasome, tandis que Gli3-FL est clivé en une forme courte ayant une activité de
répression transcriptionnelle (Gli3R).

La liaison du ligand Shh a Ptch1 léve l'inhibition de Smo, conduit a sa translocation
dans le cil et induit l'activation de la voie. En présence du ligand Shh, Gli2 est
transformé par plusieurs modifications post-traductionnelles en un activateur
transcriptionnel (Gli2A), qui active I'expression de génes cibles, parmi lesquels Ptch1
et Gli1.

Au cours du développement, Shh est un morphogéne qui est exprimé et sécrété par
la corde et le plancher du tube neural (Figure 17B). Dans le tube neural ventral, Shh
forme un gradient décroissant de la partie ventrale a dorsale, qui détermine les
domaines d'expression le long de I'axe dorso-ventral d'une série de de facteurs de
transcription. En plus de ce gradient spatial, un gradient temporel de la signalisation
Hh est également impliqué, les progéniteurs neuronaux qui sont les plus ventraux
recoivent une plus longue exposition au ligand, ce qui entraine une plus grande activité
de la voie de signalisation. Une revue récente résume les défauts du cerveau antérieur
observés dans des mutants ciliaires de souris suite a un défaut de perturbation de la
voie Shh. La perte d’expression de Shh ou de Smo chez la souris conduit a une
dorsalisation compléte de la moelle épiniére (Figure 17C). Les souris mutantes qui
perdent leurs cils présentent un phénotype moins sévére dans la détermination des
différents domaines de la moelle épiniére : Par exemple les mutants /ft88 ou Kif3a, qui
ont perdu leurs cils sur les cellules progénitrices de la moelle épiniére, présentent une
perte du domaine p3 qui nécessite un niveau fort d’activité de Shh, et le domaine des
motoneurones progéniteurs est réduit et déplacé ventralement (Huangfu et al. 2003).
La perte de Gli3 dans le mutant /ft88 sauve partiellement le phénotype. Une analyse
par Western blot a E10.5 sur 'embryon entier met en évidence que le mutant ift88
présente une réduction du clivage protéolytique de la protéine Gli3 par rapport au
contréle. La protéine IFT88 régule donc de maniére directe ou indirecte le clivage

protéolytique de protéine Gli3 dans la signalisation Hh (A. Liu, Wang, et Niswander
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2005). Le mutant de ZT Rpgrip1t- (aussi appelé Ftm™) présente un phénotype
similaire au niveau de la moelle épiniére (Vierkotten et al. 2007) : a E11.5 le mutant
présente une perte du domaine p3 associé a une forte réduction des progéniteurs de
motoneurones et une expansion ventrale des progéniteurs intermédiaires (Figure
17C). De la méme maniére que le double mutant /ft88 ;Gli3, le mutant Ftm”-; Gli3"
présente un sauvetage partiel de I'expression des différents marqueurs de la moelle
épiniere suggérant un mécanisme similaire. Une analyse par biochimique a E11.5 met
en évidence une réduction du clivage protéolytique de Gli3 dans les mutants Ffm™-.
Rpgrip1l contréle donc l'activité de la protéine Gli3.

Par ailleurs, au stade embryonnaire chez la souris, le mutant Rpgrip7}- présente
plusieurs défauts morphologiques comme : une microphtalmie ou une absence de
yeux, une polydactylie, des kystes rénaux et du foie. Les foetus mutants meurent a
partir de E14,5 dpc et survivent au plus tard a E18,5 dpc (Vierkotten et al. 2007; Delous
et al. 2007). Les travaux de I'équipe de Sylvie Schneider-Maunoury ont montré que
Rpgrip1F- présente plusieurs défauts du systéme nerveux central. Chez I'embryon,
ces défauts sont associés a une perte d’expression de Shh dans la ligne médiale
ventrale du diencéphale avec une perte du cil primaire. En étudiant l'origine
développementale de ces défauts, ils ont identifié qu’'un défaut d’activité protéolytique
pour produire le répresseur Gli3R est responsable d’'une grande partie des défauts de
la téte des foetus Rpgrip1/- comme la perte des bulbes olfactifs, la réduction du
Corpus Callosum, la perte des cupules optiques. En revanche, la réintroduction de
Gli3R ne sauve pas la perte de I'hypothalamus ventral qui dépend de lactivité
activatrice des Gli (Besse et al. 2011; Laclef et al. 2015; Andreu-Cervera et al. 2019).
Cependant, il est trés important de préciser que la transduction de la voie Shh présente
des degrés de dépendance au cil trés variable selon les especes ainsi que de la
présence de stock maternel de protéines ciliaires. D’'un cbté, la transduction de HH
chez la souris est trés fortement perturbée chez les mutants IFTs comme décrit
précédemment (Huangfu et al. 2003), tandis que la génération de plusieurs mutants
IFT chez le poisson-ze&bre (ifts2, ift57, itf88/ovl, ift172) montre qu’aucun d’entre eux
ne présente de défaut de signalisation de Shh au stade embryonnaire et que leurs cils
sont normaux les deux premiers jours (Lunt, Haynes, et Perkins 2009; Tsujikawa et
Malicki 2004). Cependant, les cils deviennent plus courts et leur nombre se réduisent
aprés 3 jours de développement, suggérant I'épuisement de leur stock d’ARN et de

protéines maternelles. Ce stock maternel d’'IFTs sauve le phénotype de ciliogénése
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embryonnaire et donc de signalisation Shh. Huang et Schier et al. ont généré par greffe
de cellules germinales mutantes un mutant maternel zygotique MZift88"- dépourvu de
stock maternel Ift88, qui est totalement dépourvu de cil dés la fécondation (P. Huang
et Schier 2009). Cependant, ces embryons MZift88”- dénués de cil présentent toujours
une activité Hedgehog, qui est atténuée et plus étendue : les domaines d’expression
des cibles directes ptc1 et gli1 sont plus étendus dans les somites, tandis qu’on
observe une perte d’expression du marqueur nkx2.2a (marqueur du plancher latéral
et des neurones précurseurs p3) dans le tube neural. L'expansion des territoires
d’expression de ptc1 dans les somites dépend de I'activité activatrice de Gli1 chez le
poisson-zebre (Karlstrom et al. 2003; Ninkovic et al. 2008), dont le niveau d’expression
basal n'est pas contrélé par le cil (P. Huang et Schier 2009), contrairement a la
situation observée chez la souris. Enfin, la transduction de la voie Hedgehog est
totalement indépendante du cil chez la Drosophile pour I'ensemble des types
cellulaires, sauf dans les neurones olfactifs ciliés, ou la stimulation de la voie HH induit
la localisation ciliaire de Smoothened ainsi que celle des récepteurs odorants
(Sanchez et al. 2016).

1.3.4.2. Photo transduction des signaux lumineux

Corps basal Zone de transition
| Axonéme Di‘sque
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Figure 18 : Représentation schématique d’un photorécepteur. Le schéma
représente un photorécepteur composé d’un segment interne, d’un cil connecteur ou
ZT spécialisée, et d’'un segment externe qui est composé de nombreux disques
membranaires qui concentrent les récepteurs GPCR aux opsines. (Figure modifiée de
la revue (Nachury et Mick 2019))
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La fonction des photorécepteurs est essentielle pour le fonctionnement des yeux et
I'acuité visuelle chez les vertébrés. En effet, les photorécepteurs sont des neurones
sensoriels qui détectent la lumiére grace a des pigments appelés opsines, des
récepteurs couplés a une protéine G (GPCR) constitué d'un rétinal lié a une protéine
opsine, et concentrés au niveau d'un cil spécialisé, les segments externes des cénes
et des batonnets (Wheway, Parry, et Johnson 2014). Des mutations dans les génes
codant pour des protéines impliquées dans le développement et la fonction des
photorécepteurs sont associées a des dystrophies rétiniennes héréditaires, parfois
dans le cadre de syndromes complexes touchant plusieurs organes (Ruxandra
Bachmann-Gagescu 2014). Le photorécepteur est composé d’'un segment extérieur
(« outer segment » en anglais) dans lequel se trouve I'axonéme et des disques
membranaires qui permettent de concentrer les opsines en grande quantité, ainsi que
d’'une région appelée cil connecteur (CC) qui correspond a la ZT et d’'un segment
interne (« inner segment » en anglais) ou la synthése protéique a lieu (Figure 19). Les
opsines sont transportées depuis des vésicules golgiennes le long des microtubules
vers la région péri-ciliaire ou ces vésicules vont s’amarrer et fusionner pour délivrer
leurs pigments. Les récepteurs doivent ensuite traverser la région du cil connecteur
afin d’atteindre le segment externe (Ruxandra Bachmann-Gagescu et Neuhauss
2019). Le mécanisme par lequel le cil connecteur filtre les protéines entre le segment
externe et interne est partiellement connu. Une étude réalisée chez le poisson-zébre
au stade larvaire (5 dpf) a mis en évidence que le mutant cc2d2a”- (mutant pour une
protéine de la ZT) présente une accumulation importante de vésicules dans la région
apicale du segment interne, un défaut de localisation des opsines et de la protéine
Rab8, un régulateur clé du trafic des vésicules porteuses d'opsine dans les
photorécepteurs (Ruxandra Bachmann-Gagescu et al. 2011). De plus, la perte de
Cc2d2a conduit a une perte des segments externes, avec comme conséquence une
diminution de I'acuité visuelle a 5-6 dpf. Ces résultats démontrent que la protéine de
la ZT Cc2d2a, facilite le transport de I'opsine en jouant un réle dans le trafic et la fusion
des vésicules dépendantes de Rab8 a la base du cil. De la méme maniére chez la
souris, la protéine Cep290 régule le trafic intracellulaire des protéines de photo-
transduction (rhodopsine et arrestine) et la perturbation de sa fonction entraine une
mauvaise localisation de ces protéines observée a P12, ce qui conduit a la

dégénérescence rétinienne dés 1 mois post-natal (B. Chang et al. 2006).
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La protéine Rpgrip1 se localise comme Ccc2d2a et Cep290 au niveau du CC (Zhao et
al. 2003) et sa perte chez la souris conduit a un défaut de formation des segments
externes dés P12 avec un défaut de localisation des protéines de photo-transduction
(rhodopsine, ROM1). Ce défaut entraine une dégénérescence rétinienne dés P21
(Won et al. 2009). Au niveau moléculaire, Rpgrip1 est nécessaire au recrutement des
protéines Rpgr et Nphp4 au niveau du CC car les souris mutantes Rpgrip1"™?47 sont
dépourvues de ces deux protéines au niveau du CC (Patil et al. 2012). Ces trois
exemples illustrent que les protéines de la ZT sont importantes pour réguler la
composition en protéines du compartiment ciliaire ou segment externe des
photorécepteurs des vertébrés.

Les protéines IFT des photorécepteurs jouent surtout un réle dans le transport
antérograde des protéines cargos depuis le CC jusqu’au segment externe. Il est
probable que I'IFT rétrograde joue un réle moins important que dans les autres types
de cils car les protéines ciliaires sortent du segment externe par un mécanisme
d’élimination de I'extrémité distale du photorécepteurs dit de « shedding » plutét que
d’étre recyclées vers le segment interne (Pour plus d'informations, se référer a la revue
Nachury et Mick 2019). Cependant, le photorécepteur a besoin d’'un minimum de
transport rétrograde, grace a la Dynéine 2, pour retourner les composants des IFT vers
la TZ. La perte de la protéine Dynéine 2 chez le poisson-zébre induite par I'injection
de morpholinos conduit a des segments externes courts, désorganisés qui présentent
une accumulation de vésicules dans le segment externe (Krock, Mills-Henry, et
Perkins 2009).

Les protéines du BBSome, localisées a la base de 'axonéme, régulent également le
fonctionnement de I'lFT. La perte de la plupart des protéines du BBSome entraine une
dégénérescence rétinienne chez la souris (Davis et al. 2007; Abd-El-Barr et al. 2007;
Q. Zhang et al. 2013) et chez I'hnomme conduisent au syndrome de Bardet-Bied! (BBS).
Par exemple, les souris mutées pour bbs2 présentent un défaut de localisation de la
rhodopsine dés 7 semaines post-natales qui s’accentue au cours du temps, conduisant
a une dégénérescence rétinienne a 5 mois (Nishimura et al. 2004).

Chez le poisson-zébre, la perte de la protéine Bbs1 chez le MZbbs17- conduit a 5 dpf
a un défaut de photo-transduction du signal lumineux, en absence de défaut de
formation des photorécepteurs (Masek et al. 2022). Ce défaut précede I'apparition de
défauts morphologiques des segments externes observables a 10 dpf, qui deviennent

a ce stade plus courts et mal formés par rapport aux contréles. Une analyse
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protéomique a 5 mois sur des segments externes isolés entre les MZbbs17 et des
contrbles a révélé une surreprésentation des protéines associées au métabolisme des
lipides, a la localisation des lipides, ou a la liaison aux lipides comme les
apolipoprotéines Apoeb ou Apo1b. Dés 5 dpf, l'utilisation d’'une sonde fluorescente
Filipin-111 qui interagit spécifiquement avec le cholestérol libre a révélé que les MZbbs1
I présentent une augmentation du cholestérol libre uniquement dans les segments
externes et ce défaut apparait lorsque I'acuité visuelle est déja affectée mais avant
que les altérations morphologiques ne soient visibles dans la rétine des MZbbs17-. Au
stade adulte (5 mois), I'analyse par microscopie électronique met en évidence un
aplatissement des disques des segments externes, associé a la présence de
structures sphériques électro-lucides qui pourraient s’apparenter a des gouttelettes
lipidiques. Ainsi, la protéine Bbs1 est importante pour I'homéostasie des
photorécepteurs en participant a la définition de la composition lipidique des segments

externes en plus de la composition protéique (Masek et al. 2022).

L’ensemble de ces résultats démontre I'importance des différents complexes de la ZT,

BBS, et des IFT dans la formation, la fonction et le maintien des photorécepteurs.

1.4. Ciliopathies chez ’lhomme

De nombreuses protéines ciliaires sont essentielles pour le développement, la
signalisation et en général 'homéostasie des différents organes chez ’homme. Un
dysfonctionnement ciliaire peut donc conduire a une variété de maladies appelés
ciliopathies. Le but de cette partie n’est pas de faire une description en détails des
différentes ciliopathies, mais juste de mettre en lumiére la complexité génétique sous-
jacente de ces maladies. De par les différents rbles de la protéine Rpgrip1! (sur laquelle
porte ma thése), il n’est pas étonnant de voir que cette protéine est responsable de
diverses ciliopathies qui seront détaillés dans la partie 1.4.2 Rpgrip1l : fonction et

pathogénese.

1.4.1. Généralités sur les ciliopathies

Les ciliopathies désignent un groupe de maladies qui sont causées par un

dysfonctionnement des cils primaires et/ou des cils motiles, avec des atteintes
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variables en fonction des organes : dysfonctionnement cérébral, dystrophie rétinienne,
maladie rénale kystique, fibrose hépatique et anomalies squelettiques (Reiter et
Leroux 2017). Les cils étant présents sur la plupart des organes, il n’est pas surprenant
d’observer qu’'une mutation d’'un géne ciliaire conduise a une atteinte de divers tissus

(Ruxandra Bachmann-Gagescu 2014).
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Figure 19 : Dysfonctionnement des cils motiles ou non-motiles conduit a des
ciliopathies affectants la plupart des organes chez I’lhomme. Cette figure reflete
gu’en fonction du type ciliaire affecté, plusieurs organes sont affectés. Dans chaque
encadré sont représentés les défauts fonctionnels associés a chaque organe. En bleu
sont représentés les organes touchés par un dysfonctionnement des cils non-motiles,
en orange ceux des cils motiles, et en vert, ceux pouvant étre touchés par des défauts
dans les deux types de cils. (Abréviations PKD : maladie polykystique des reins ;

NPHP : néphronophtise). (Figure tirée de la revue (Reiter et Leroux 2017))

On peut distinguer deux types de classes de ciliopathies chez ’'homme en fonction du
gene ciliaire affecté : un dysfonctionnement des cils motiles conduit a une ciliopathie
motile, également appelé syndrome de la dyskinésie ciliaire (PCD en anglais) alors
qu’une atteinte des cils en général conduit a divers syndromes listés (Figure 19). Les
PCD sont caractérisées par des manifestations courantes comme des problemes
respiratoires chroniques di a un défaut de battement des cils responsables de
I'élimination du mucus, et des troubles de la fertilité (locomotion du sperme chez

’homme) et dans certains cas, un défaut de latéralité gauche/droite. Les défauts les
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plus fréquemment observés dans les autres types de ciliopathies sont des kystes
rénaux, une dégénérescence rétinienne, des anomalies cérébrales (malformations
cérébrales, retard mental, ataxie...) et plus rarement une atteinte osseuse (dysplasie
des cbtes, membres courts, ou polydactylie par exemple) et des défauts de latéralité
(Figure 17) (Reiter et Leroux 2017; Ruxandra Bachmann-Gagescu 2014). Le
diagnostic clinique d’'une ciliopathie se fera donc sur une analyse phénotypique
globale. Cependant, les tableaux cliniques de différentes ciliopathies se chevauchent,
ce qui rend difficile le diagnostic clinique.

Les ciliopathies sont des pathologies, qui quand elles affectent plusieurs organes
correspondent a des syndromes telles que : le syndrome de Bardet-Biedl (BBS), le
syndrome de Senior-Lgken (SLS), le syndrome de Joubert (JBTS), le syndrome de
polydactylie des cétes courtes (SRPS), le syndrome de Kartagener, le syndrome de
Meckel-Gruber (MKS) et syndrome oral-facial-digital (OFD) (Mitchison et Valente
2017a). On retrouve comme pathologies des maladies rénales autosomiques
dominantes ou récessives polykystiques (ADPKD en anglais), la néphronophtise
(NPHP), I'amaurose congénitale de Leber (ACL). En fonction du nombre d’organes
affectés et de la sévérité, les syndromes peuvent étre classifiés selon un spectre de
gravité allant de relativement I1égére a |étale, ou : la NPHP, le BBS et le SLS sont des
syndromes aux phénotypes moyens et sont non létaux. Les syndromes de Joubert et
« OFD non létal » font également parties des ciliopathies non létales, mais ont des
phénotypes cérébraux, rénaux et faciaux plus séveres que ceux cités précédemment.
Enfin, les syndromes Meckel et « OFD létal » conduisent a des défauts sévéres

entrainant une non viabilité du foetus (Mitchison et Valente 2017).
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= Génétique des ciliopathies
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Figure 20 : Chevauchement de différents modules qui sont responsables de
différentes ciliopathies. Chaque forme géométrique regroupe les génes atteints
dans une ciliopathie donnée et les intersections des différentes formes indiquent les
chevauchements génétiques entre divers syndromes. Les lignes bleues indiquent les
interactions entre protéines (dont la représentation ici n’est pas exhaustive) Toutes les
interactions ou les ciliopathies n'ont pas été reportés pour un souci de clarté. JBTS :
Syndrome de Joubert et maladies associées; MKS : syndrome de Meckel; JATD :
dystrophie thoracique asphyxiante de Jeune; NPHP : néphronophtise; SLNS

syndrome de Senior-Lgken; PKD : maladie polykystique rénale dominante; ACS :
syndrome acrocalleux; HLS : syndrome hydrolethalus foetal;, LCA : amaurose

congénitale de Leber.

Les ciliopathies sont caractérisées par une hétérogénéité génétique majeure : chaque
syndrome peut étre causé par des mutations bi-alléliques dans différents génes, et

des mutations différentes dans un méme géne peuvent conduire a différentes
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ciliopathies (Figure 20). Ceci est particulierement vrai pour les syndromes de Meckel
et de Joubert ou de nombreux génes mutés sont communs entre ces deux syndromes
(Rpgrip1l, Cep290, Tmem67, MKS1, Cc2d2a, Tctn2, BOD1, Tmem216, Tmem237,
Tmem?231). L’identification progressive des génes de ciliopathie a permis d’identifier
que les mutations de protéines appartenant a un méme module fonctionnel conduisent
a une ciliopathie donnée. C’est le cas du syndrome de Joubert et de Meckel qui sont
majoritairement causés par des mutations de génes codant des protéines de la zone
de transition, et plus rarement par une altération des protéines du module C-PLANE
(effecteur de polarité planaire et de ciliogénése) a la base du cil (Xiujuan Zhang et al.
2021; H. Wang et al. 2023).

1.4.2. Rpgrip1l : fonctions et pathogenése

1.4.2.1. Pathogeneése résultant de mutation(s) dans le géne Rpgrip1l

Le géne codant la protéine RPGRIP1L est le paralogue du gene RPGRIP1 pour
« RPGR interacting protein », un géne identifié lors d’études des pathologies de
rétinites pigmentaires. RPGRIP1 comme RPGRIP1L code une protéine qui forme un
complexe avec une petite protéine G du transport intracellulaire des photorécepteurs,
RPGR. Les protéines codées par ces deux paralogues se localisent au niveau du cil,
mais sont enrichies au niveau de régions sub-ciliaires différentes : Rpgrip1 se
concentre au corps basal (Wiegering et al. 2018) (excepté dans les photorécepteurs
ou elle est retrouvée au cil connecteur (Zhao et al. 2003)), tandis que la protéine
Rpgrip1l se localise majoritairement a la zone de transition (Williams et al. 2011;
Mahuzier et al. 2012). Des mutations dans les génes RPGRIP1 ou RPGRIP1L
conduisent a des ciliopathies différentes, du fait de leur profil et niveau d’expression
différent au sein des organes. Par exemple, les mutations dans le gene RPGRIP1
exprimé de maniere tres forte au niveau des yeux, conduisent a des défauts de la
rétine chez ’'homme et la souris (Zhao et al. 2003; Won et al. 2009) et entrainent des
ciliopathies appelées Rétinites pigmentaires ou Retinitis Pigmentosa (RP), Dystrophie
du céne (DC), Dystrophie rétinienne héréditaire (DRH) et Amaurose congénitale de
Leber (ACL) chez 'homme (H. Huang et al. 2017; Sanchez-Navarro et al. 2018;
Hameed 2003; Dryja et al. 2001; Gerber et al. 2001; Hanein et al. 2004; Zernant et al.
2005; Li et al. 2011; Seong et al. 2008; Miyamichi et al. 2019). Les mutations du géne

RPGRIP1L, exprimé de maniére ubiquitaire affectent le systéme nerveux central, les
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yeux, les poumons, le cceur, les reins, le foie, les membres (Delous et al. 2007;
Vierkotten et al. 2007; Besse et al. 2011; Gerhardt et al. 2013; Laclef et al. 2015;
Andreu-Cervera et al. 2019). Ces mutations ont originellement été identifiées chez des
patients affectés par le syndrome de Joubert ou des foetus avortés diagnostiqués
« Meckel » (Arts et al. 2007; Delous et al. 2007; Summers et al. 2017; Khanna et al.
2009; Otto et al. 2011; Szymanska et al. 2012; P. Zhang et al. 2022). En effet, en
fonction du type de mutation (mutation tronquante ou faux-sens) et de sa position sur
un des domaines fonctionnels de RPGRIP1L, des phénotypes de sévérité moyenne

(JBTS) ou létale (Meckel) sont engendrés.

Le syndrome de Joubert est caractérisé par la présence du « signe de la dent molaire
» sur 'IRM cérébrale (imagerie par résonance magnétique), issue d’'une malformation
du vermis cérébelleux et du tronc cérébral (Patel et Barkovich 2002). Ce défaut est
associé a une ataxie cérébelleuse, un retard mental, une apraxie oculomotrice. Le
syndrome de Joubert qui est autosomique récessif peut survenir suite a une mutation
a létat homozygote dans des familles consanguines, soit a deux mutations
hétérozygotes différentes induisant un non-sens ou faux-sens (Arts et al. 2007; Delous
et al. 2007; Summers et al. 2017; Khanna et al. 2009; Otto et al. 2011; Szymanska et
al. 2012; P. Zhang et al. 2022). Outre les phénotypes déja décrits observés dans le
syndrome de Joubert, 'analyse de patients mutés pour RPGRIP1L a mis en évidence
que certains d’entre eux, agés de 7 et 9 ans, développent une scoliose idiopathique
(Delous et al. 2007). Une scoliose peut étre observée dans des cohortes de patients
Joubert porteurs de mutations différentes de Rpgrip1l mais ces informations cliniques
ne sont pas toujours détaillées dans les publications (R. Bachmann-Gagescu et al.
2015).

1.4.2.2. Les différentes fonctions de la protéine RPGRIP1L

Une perte de fonction de Rpgrip1l chez les mammiféres conduit a une altération de la
signalisation de Shh qui varie entre les organes. Par exemple, en l'absence de
Rpgrip1l, la signalisation Hh est diminuée dans la moelle épiniére, dans le cceur et
dans les fibroblastes embryonnaires de souris (Vierkotten et al. 2007; Gerhardt et al.
2013), alors qu'elle est augmentée dans le télencéphale (Besse et al. 2011; Andreu-

Cervera et al. 2019). Comme décrit précédemment dans la partie 1.3., 'absence de
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Rpgrip1l produit des altérations différentes en fonction des tissus, une forte réduction
de la production de Gli activateurs (Gli2A chez les mammiféres, dans les régions
ventrales du SNC et du cceur) ainsi qu'une altération du clivage protéolytique de la
protéine GIli3 pour former le répresseur Gli3R, I'un des principaux médiateurs de la
voie Hh. Elle est donc responsable d’'une altération variable de la signalisation Hh et

de nombreux défauts chez les embryons de souris Rpgrip1/-.

De plus, I'analyse de plusieurs modéles déficient pour Rpgrip1/ a mis en évidence le
role de cette protéine dans la PCP. Par exemple, la souris Rpgrip 1t~ présente au stade
foetal (E18,5) un défaut de positionnement du centriole et du kino-cil sur les cellules
méchano-sensorielles de la cochlée (Mahuzier et al. 2012). Chez le poisson-zébre au
stade embryonnaire, les morphants rpgrip1/ présentent un défaut de convergence
extension de 'axe, associée a une hydrocéphalie et un défaut de latéralité, des défauts
attribués a une perturbation de la PCP. Rpgrip1l est en effet requis pour le
positionnement du cil le long de I'axe antéro-postérieur dans le plancher du tube neural
a 16 hpf, et ceci est médiée par la stabilisation de Dvl a la base du cil. Des analyses
complémentaires sur des cellules en culture IMCD3 mettent en lumiére que Rpgrip1l
peut interagir avec les protéines ciliaires inversin et nphp-4 pour réguler la dégradation
de Dvl par le protéasome. Cependant, les résultats observés chez les morphants
rpgrip 1! pourraient résulter d’un effet de toxicité complexe car le mutant MZrpgrip1/-

ne reproduit par ces phénotypes.

Grace a sa localisation a la zone de transition, RPGRIP1L régule la localisation ciliaire
de plusieurs protéines. Wiegering al. ont mis en évidence sur des cellules en culture
(MEF) que Rpgrip1l régule la quantité du récepteur Sstr3 et la GTPase ciliare Arl13B
au cil, en favorisant le recrutement a la ZT de Cep290 (Wiegering et al. 2020). Dans
'hypothalamus murin, Rpgrip1l est requis pour la signalisation de la leptine
(Stratigopoulos et al. 2011; 2014; 2016). En effet, Rpgrip1l contréle le transport du
récepteur a la leptine a la membrane péri-ciliaire (Stratigopoulos et al. 2014). Les

souris Rpgrip1*- sont hyperphagiques et par conséquent leur poids augmente.

En dehors de son réle sur la voie Hedgehog, Rpgrip1l intervient dans deux processus
liés a la protéostasie. Grace a des études d’interaction en double hybride puis des

analyses fonctionnelles réalisées sur des MEF Rpgrip1/’-, Gerhardt et al. ont mis en
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évidence que la protéine RPGRIP1L régule I'activité du protéasome spécifiquement a
la base du cil, en interagissant avec la protéine Psmd2, un composant de la sous-unité
19S régulatrice du protéasome (Gerhardt et al. 2015). L'utilisation d’'une drogue
appelée Sulforaphane (SFN), qui active la sous-unité catalytique protéasomale 20S
(Kwak et al. 2007), permet de réduire 'accumulation des substrats protéasomiques a
la base ciliaire dans les MEF Rpgrip1F- jusqu’au niveau des MEF controle, et indique
donc que le traitement SFN sauve l'activité du protéasome ciliaire dans les MEF
Rpgrip1t-. Cependant, le traitement SFN n'a pas sauvé l'allongement des cils des
MEF rpgrip1F-indiquant que le contréle de la longueur du cil est médié par une autre
fonction de Rpgrip1l. Rpgrip1l contrble également positivement le processus
d’autophagie, mettant alors en évidence que cette protéine régit les deux processus
prédominants de dégradation des protéines chez les eucaryotes, indépendamment
I'un de l'autre (Struchtrup et al. 2018). L’analyse sur des MEF Rpgrip7F- montre que
Rpgrip1l régule notamment l'initiation de l'autophagie en diminuant la signalisation
mTOR, un inhibiteur de I'autophagie, via I'inhibition de la protéine Akt. Le traitement
des MEF Rpgrip1F- avec la drogue rapamycine, un inhibiteur de la voie mTOR,
restaure aussi bien l'activité autophagique que la longueur des cils. Ces résultats
mettent en avant que des défauts de morphologie ciliaire présents dans certaines
ciliopathies ou type cellulaire/espéces suite a la perte de Rpgrip1l pourraient étre dus
a un défaut d’activité autophagique. Pour conclure, les réles non ciliaires de Rpgrip1l
dans la régulation de l'activité du protéasome a la base du cil et/ou de 'autophagie
pourraient étre des pistes trés intéressantes pour comprendre les nombreux

phénotypes causés par la perte de Rpgrip1l.

Afin de comprendre I'étiologie des ciliopathies, des modéles mutants
pour les génes de ciliopathies chez la souris et le poisson zébre ont été générés. De
nombreuses différences de phénotype ont été observées pour les mutants des IFTs
chez ces deux espéces comme mentionné dans l'introduction et c’est aussi le cas pour
les mutants codant les protéines de TZ et les composants des BBS. De nombreux
mutants ciliaires affectant les IFTs ou les génes de motilité ciliaire chez le poisson
zébre présentent une courbure de I'axe au stade embryonnaire, |étale au stade larvaire
tandis que les mutants de BBS et de TZ sont viables et développent une scoliose au
stade juvénile, une période correspondant a I'adolescence chez le poisson-zébre. La

viabilité des mutants de TZ est surprenante car chez la souris, ces mutants meurent
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au stade feetal ou a la naissance. Ces résultats surprenants nous ont poussé a
investiguer la contribution des fonctions plus tardives des cils dans '’émergence de la
scoliose chez le poisson-zébre. |l est a noter que certains patients atteints de
ciliopathies comme plusieurs patients mutés dans le gene rpgrip1/ présentent aussi
une scoliose. |l existe différents types de scoliose qui seront détaillés ci-dessous, pour

lesquels il n’existe pas de modéle animal idéal jusqu’a présent.
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2. Etiologie des différentes formes de scoliose
2.1. Lacolonne vertébrale chez ’lhomme

2.1.1. Structure de la colonne vertébrale
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Figure 21 : Structure et formation de la colonne vertébrale. A. Vue latérale de la

colonne vertébrale d’'un homme adulte. La colonne vertébrale est formée d’une
alternance de corps vertébraux et de disques intervertébraux (en orange, qui dérivent
respectivement du sclérotome et de la corde). En son centre se trouve la moelle
épiniere (en rouge). Sur la partie gauche du schéma se trouve des coupes
transversales de la colonne vertébrale de souris mettant en évidence qu’au niveau des
disques intervertébraux se trouve un anneau fibreux avec une couche de fibrocartilage
multi-lamellaire (vert) et de noyau pulpeux (bleu clair). Au centre, on retrouve la moelle
épiniere (rose/rouge) et les nerfs rachidiens (jaune). B. Représentation schématique
en vue transverse de la formation de la colonne vertébrale : le sclérotome (orange)
dérivé des somites va former le cartilage qui va envelopper le tube neural (future
moelle épiniére en rouge) et la corde (en vert). Le dermomyotome dérivé des somites
forme lui les muscles axiaux qui entourent la colonne vertébrale (Figures modifiées et

tirées de la revue (Bagnat et Gray 2020)).

La colonne vertébrale correspond a la partie centrale du squelette et apporte une
stabilité axiale. Elle contient en son centre la moelle épiniere dans le canal vertébral

et la protege ainsi des traumatismes externes. La structure typique de la colonne
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vertébrale est formée d’une alternance de corps vertébraux intercalés avec des
disques intervertébraux (Figure 21A). La colonne est entourée de muscles, et inclut le
systéme nerveux et une vascularisation. Les disques intervertébraux sont composés
d’'un noyau pulpeux, entouré d’'un anneau fibreux et enfin de cartilage fibreux qui
permettent de lier deux vertebres entre elles. Les disques fournissent une stabilité
structurelle, une flexibilité et permettent d’amortir les charges axiales sur la colonne

vertébrale lors de la réalisation de mouvements (Pattappa et al. 2012).

2.1.2. Formation de la colonne vertébrale

Les vertébres sont dérivées des somites par un processus de bourgeonnement a partir
du mésoderme pré-somitique, ou la périodicité de formation des somites se fait selon
une « horloge de segmentation ». Les voies de signalisation majeures de cette horloge
de segmentation impliquent I'expression cyclique des génes des voies de signalisation
FGF, Wnt et Notch qui s'integrent pour former un réseau moléculaire et générer un
gradient d’expression le long de l'axe antéro-postérieur de I'embryon (Pour une

description détaillée du processus, se référer a la revue Pourquié 2011).
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Figure 22 : Différentes étapes conduisant a la formation des vertébres au cours
du développement. A. Le mésoderme présomitique paraxial donne naissance aux
somites. Ces somites se subdivisent en sclérotome (qui contiennent des précurseurs
vertébraux) et en dermomyotome. Ensemble, ils entourent le tube neural et la
notochorde. B. Vue générale de formations des différentes structures de la colonne
vertébrale dérivée des somites et de la notochorde. (Partie A. tirée de la revue

(Buckingham et al. 2003) et partie B. inspirée de la revue (Tani et al. 2020))

Les somites vont ensuite se subdiviser en sclérotome ventral (qui contient les
précurseurs vertébraux) et en dermomyotome (qui contient les précurseurs du derme
et des muscles (Philip F. Giampietro et al. 2009) (Figure 22B). Des études réalisées
au stade embryonnaire sur la souris et le poulet ont mis en évidence que Shh sécrété
par la notochorde joue un rdle important dans la spécification du sclérotome en
activant I'expression de Pax1 (Chiang et al. 1996; Cairns et al. 2008). Les souris
mutantes pour Shh sont dépourvues de colonnes vertébrales et seuls quelques

cartilages de cotes sont formés (Chiang et al. 1996). Les cellules du sclérotome vont
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migrer vers la ligne médiane, et former le tissu des progéniteurs cartilagineux qui
encercle la notochorde et la moelle épiniére (Figure 21B). Au cours du développement,
le sclérotome donnera naissance aux structures majeures du squelette axial et des

cétes tandis que la corde formera les disques intervertébraux (Tani et al. 2020).

2.2. Les différents types de scoliose

Au cours du développement embryonnaire, des défauts de formation des somites ou
de la corde conduisent a des pathologies touchants la colonne chez ’'homme et chez
certains animaux. L'une des maladies les plus communes est la scoliose, qui
correspond a une déformation de la colonne vertébrale, et qui peut étre classifiée en
3 catégories en fonctions de son étiologie et du moment de son apparition : la scoliose
congénitale, la scoliose neuromusculaire, la scoliose idiopathique. Les deux premiéres
scolioses seront décrites brievement et un intérét particulier sera apporté sur la

scoliose idiopathique.
2.2.1. La scoliose congénitale

Hémivertébres Fusion des vertébres Vertébres cunéiformes

Figure 23 : Représentation schématique des différents types de malformations

observées dans les scolioses congénitales. (Schéma réalisé manuellement)

Des malformations vertébrales congénitales (comme un défaut de segmentation des
somites) qui apparaissent au cours du développement embryonnaire conduisent a
I'apparition de déformation de la colonne vertébrale, une pathologie connue sous le
nom de scoliose congénitale (SC) (Pourquié 2011).

La SC touche environ 0,13-0,5 sur 1 000 naissances humaines vivantes et le
diagnostic se fait généralement dans les deux premieres années de vie (P. F.
Giampietro et al. 2003; Philip F. Giampietro 2012).
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Parmi les défauts structuraux des vertébres, on peut retrouver des hémi-vertébres,
vertebres cunéiformes ou une fusion de certaines vertébres (Figure 23). Les
observations faites chez les patients atteints de SC suggeérent I'existence de diverses
anomalies pouvant survenir au cours du développement précoce, en particulier
pendant la somitogénése. Ces défauts peuvent étre associés a d’autres défauts
congénitaux comme une maladie congénitale du coeur ou malformations des reins
(Arlet, Odent, et Aebi 2003).

La prise en charge de la SC est importante pour prévenir la progression de la
déformation de la colonne vertébrale car sa progression peut entrainer des défauts
médullaires et/ou des complications respiratoires si la rotation de la colonne survient

au niveau du thorax (P. F. Giampietro et al. 2003).

Pax1 est un géne particulierement important pendant la formation du sclérotome et sa
différenciation. Une mutation faux-sens dans le géne PAX1 chez la souris
« undulated » conduit a des anomalies de segmentation le long du squelette axial,
associé a des disques intervertébraux anormaux et irréguliers (Wallin et al. 1994). En
se basant sur les phénotypes du KO murin Pax1, les chercheurs pouvaient prédire
que des mutations de ce géne chez ’lhomme pouvaient conduire a des malformations
vertébrales typiques d’une scoliose congénitale, ou a des anomalies vertébrales
associées a d’autres syndromes. Par exemple chez ’lhomme, I'analyse de la séquence
d’ADN (promoteur, exons, et limites intron/exon) de 48 patients atteints de
malformations vertébrales congénitales a révélé la présence de 2 variants de Pax1 a
I'état hétérozygote (P. Giampietro et al. 2005). Cependant, ces variants sont présents
dans la population saine avec des fréquences élevées de (~0,3 a 0,8%) ce qui pose
la question de leur contribution effective a la scoliose congénitale observée chez ces

patients.

2.2.2. La scoliose neuromusculaire

La scoliose neuromusculaire correspond a une déformation de la colonne vertébrale
non congénitale qui survient chez des patients a la suite de dysfonctionnements du
systéme nerveux et de la musculature, comme dans les cas de dystrophies
musculaires, de maladies des neurones moteurs, des neuropathies périphériques
(Mary, Servais, et Vialle 2018).

99



Par exemple dans la Dystrophie musculaire de Duchenne, la dégénérescence
progressive de 'ensemble des muscles de I'organisme (notamment ceux qui entourent
la colonne vertébrale) conduit a un affaissement du maintien de la colonne vertébrale,
et a un défaut de sa flexibilité, facilitant le développement d’'une scoliose (Hsu et
Quinlivan 2013).

Dans le cas de la paralysie du regard horizontal avec scoliose progressive qui est une
maladie héréditaire rare caractérisée par une absence congénitale de mouvements
coordonnés horizontaux des yeux, et par 'apparition de scoliose entre I'enfance et
'adolescence (Rousan et al. 2019). De nombreuses études génétiques réalisées chez
des patients (entre 1 et 55 ans) provenant de différentes ethnies ont mis en évidence
que cette maladie est causée par une mutation dans le géne ROBO3 (mutations de
type "faux-sens", "non-sens", "frameshift" conduisent a un codon d'arrét prématuré)
(Pinero-Pinto et al. 2020). ROBO3 est un récepteur de guidage axonal nécessaire pour
le franchissement de la ligne médiane par les axones, notamment ceux du cerveau
postérieur (Sabatier et al. 2004). Ces résultats intéressants suggéreraient qu’un défaut
de guidage axonal et donc qu’un circuit nerveux altéré pourrait étre a l'origine du
développement de scoliose. Cependant, aucune étude a ce jour n’a permis d’élucider
clairement le role de ROBO3 dans le développement et la progression de la scoliose
dans la maladie de paralysie du regard horizontal. Une hypothése plausible est qu’une
mutation dans le géne ROBO3 conduise a un contréle asymétrique du tonus axial,
entrainant un dysfonctionnement secondaire du systéme musculo-squelettique, c’est-
a-dire une contraction asymétrique des muscles axiaux.

Enfin, I'incidence de la scoliose neuromusculaire est variable selon la maladie
neuromusculaire sous-jacente présente. Par exemple dans le cas de la myopathie de

Duchenne, I'incidence est de trés élevée (90%) (Wishart et Kivlehan 2021).

2.2.3. La scoliose idiopathique

2.2.3.1. Epidémiologie

La plupart des scolioses arrivent aprés la naissance, en absence de défauts
physiologiques et anatomiques évidents, et sont cliniquement référencées comme
scolioses idiopathiques (SI). Elles correspondent a une déformation en trois-
dimensions de la colonne vertébrale et sont diagnostiquées sur la base de mesures

des principales courbures entre les vertébres. Cette pathologie affecte environ 4% de
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la population au stade précoce de la puberté et est prédominante chez les femmes

adolescentes (Ueno et al. 2011).

2.2.3.2. Mesure de la sévérité de la scoliose
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Figure 24 : Représentation schématique de la mesure de I’angle de Cobb suite a
une radio de face de la colonne vertébrale. Deux droites sont tracées partant des
deux vertébres les plus inclinées. L’angle formé par l'intersection de ces droites est

'angle de Cobb (bleu). (Schéma réalisé manuellement)

Les médecins considérent qu’un individu présente une scoliose quand la valeur de
'angle de Cobb est >10° (Cheng et al. 2015). L’angle de Cobb est une mesure mise
en place par le chirurgien John R Cobb, qui se base sur une radio de face de la colonne
vertébrale, et qui permet de mesurer et quantifier I'ampleur des déformations de la
colonne vertébrale. Deux droites sont tracées partant des deux vertébres les plus
inclinées. L'angle formé par l'intersection de ces droites est I'angle de Cobb (Figure
24).

Les patients adolescents ont un squelette immature et ont davantage de risques
d’avoir une progression de la courbure de leur colonne. Pour les patients ayant un
angle de Cobb <20°, un suivi vigilant est uniquement réalisé, tandis qu’au-dela de

>20°, le portage d’un corset est fortement conseillé (Parent, Newton, et Wenger 2005).
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Le but du corset est de prévenir une progression de la scoliose pour garder I'angle de

Cobb inférieur a 50°, déformation qui nécessiterait une intervention chirurgicale.

2.2.3.3. Etude de la génétique humaine de la SI

Cette pathologie est appelée idiopathique, car en opposition aux scolioses
congénitales et neuromusculaires, son étiologie est inconnue. Les variants génétiques
qui sont responsables de la Sl sont trés peu connus, mais des études d'association
pan-génomique (« Genome Wide Association Study » GWAS en anglais) suggérent
fortement que cette pathologie est multigénique (Cheng et al. 2015; Z. Chen et al.
2009; Ogura et al. 2015; Justice et al. 2016). Par exemple, la réalisation d’'un GWAS
sur 1376 jeunes filles japonaise atteintes d’'une Sl et de 11297 jeunes filles non
atteintes a mis en évidence une forte association entre la Sl et un polymorphisme d'un
seul nucléotide (SNP en anglais) proche du locus « ladybird homeobox 1 » (LBX1)
(Takahashi et al. 2011) et cette association a par la suite était confirmée dans d’autres
populations indépendantes (Londono et al. 2014). Le géne LBX1 code pour un facteur
de transcription a homéobox impliqué dans la migration des cellules musculaires, le
développement cardiaque et le tube neural, mais le mécanisme par lequel le SNP
influence le risque de développer une Sl est pour l'instant inconnu. Une autre étude a
large échelle portant sur une cohorte internationale de patients SI
(Japonaise/européenne/chinoise) a mis en évidence un SNP dans la région intronique
du géne de myélinisation codant le récepteur G6 couplé a la protéine G d'adhésion
(ADGRG6/GPR126) (Kou et al. 2013). La protéine Gpr126 est trés fortement exprimée
dans le cartilage, et la perte conditionnelle de son expression dans les cellules
ostéochondro-progénitrices chez la souris entraine un défaut de formation du cartilage
des disques intervertébraux, associé au développement d’'une rotation de la colonne
similaire aux patients de Sl (Karner et al. 2015). Par une stratégie expérimentale
similaire, un GWAS réalisé sur une cohorte de patients provenant de plusieurs régions
du globe (Amérique du nord, Japon, Asie de I'est) a permis l'identification d’'un autre
SNP, situé au sein un élément « enhancer » (Pec7) en aval de Pax1 (Sharma et al.
2015). Pax1 est aussi impliqué dans le développement du tissu cartilagineux des
disques intervertébraux. Ainsi, I'altération d’expression de Pax1 pourrait augmenter le

risque de déformer la colonne vertébrale. Ensemble, ces deux analyses (Gpr126 ;
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Pax1) suggérent qu’une potentielle altération des disques intervertébraux pourrait étre
a l'origine de la SI.

L’utilisation du séquengage de I'exome entier (« whole exome sequencing » WES en
anglais) permet d’identifier des mutations dans des régions codantes de génes, des
jonctions d’épissage mais ne peut malheureusement pas identifier des variants dans
des promoteurs ou des régions d’amplifications comme décrit précédemment.
L’utilisation de cette technique sur des cohortes de patients de S| a permis
l'identification de nombreux variants associés a la maladie dans les génes FBN1 et 2 ;
HSPG2 ; Poc5 (Buchan, Alvarado, et al. 2014; Patten et al. 2015; Baschal et al. 2015).
Cette approche a notamment permis 'identification de plusieurs variants rares dans le
gene codant la protéine centriolaire (POC5) (Patten et al. 2015) et communs entre
plusieurs familles affectées par une Sl « dominante », suggérant que ces variants
jouent probablement un réle dans la maladie. L’analyse dans des cellules RPE a mis
en évidence que POC5 se localise au niveau du centriole et est nécessaire a
'assemblage de la portion distale du centriole ainsi qu’a la progression dans le cycle
cellulaire (Azimzadeh et al. 2009). Afin de tester la fonctionnalité des 3 variants de
POCS identifiés chez les patients, Patten et al. ont injecté chez 'embryon de poisson-
zébre les ARNm humains correspondants (Patten et al. 2015). lls ont observé dans
50% des larves un phénotype de courbure de I'axe des larves a 72 hpf, de sévérité
variable. Les mutants qui survivent jusqu’au stade juvénile présentent une courbure
de la colonne vertébrale sans défaut structurel des vertébres. Cette étude génétique
est la premiére a mettre en lumiére un lien entre les centrioles/cils et I'apparition d’une
scoliose chez le poisson-zeébre.

De maniére générale, la réalisation de GWAS et de séquengage de I'exome entier sur
des cohortes de patients ont permis l'identification de nombreux loci du génome
associés a la Sl et qui sont impliqués dans de nombreux processus biologiques. |l
reste a déterminer si ces derniers sont déclencheurs de la Sl ou s’ils favorisent
seulement sa progression. En effet, de nombreux patients porteurs des variants rares
de Poc5 identifiés dans (Patten et al. 2015) sont scoliotiques mais pas tous. Ceci
implique que le fond génétique, le sexe ou les conditions de vie peuvent influer sur le

développement de la maladie.
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2.3. Modéles d’étude de la SI

Malgré les progrés récents des études génétiques de la Sl, notre compréhension des
causes biologiques de cette maladie est limitée, en grande partie a cause d'un manque

historique de modéles animaux appropriés pour étudier la scoliose.

2.3.1. Le poulet: la pinéalectomie responsable d’une déformation de la

colonne

Les animaux bipédes sont des modéles attractifs car ils subissent des forces
meécaniques appliquées a la colonne vertébrale similaire a celles chez ’lhomme (Bobyn
et al. 2015). C’est dans ce contexte que l'utilisation du poulet a été mis en avant pour
étudier I'étiologie de la Sl. Plusieurs groupes de recherche ont tenté d’élucider le réle
de la mélatonine, une hormone produite par la glande pinéale, dans I'étiologie de la
Sl. La mélatonine est une hormone produite principalement pendant la nuit a partir de
I'acide aminé tryptophane aprés 2 réactions enzymatiques successives (Arendt 1998),
essentielle a la régulation circadienne du sommeil (Brown 1994). La pinéalectomie sur
le jeune poussin (entre 2 et 3 jours aprés éclosion) conduit a I'apparition d’'une
déformation de la colonne vertébrale, similaire a celle retrouvée chez 'lhomme atteint
d’'une S| (M. Machida et al. 1993; 1994; 1995; 1997; Coillard et Rivard 1996; Kanemura
et al. 1997). Cette déformation commence a 2 semaines post-pinéalectomie et
progresse ensuite entre 3 et 4 semaines de vie. La rotation en 3 dimensions est
caractérisée par une courbure latérale, avec rotation vertébrale dans le plan axial et
une déformation au niveau du thorax conduit a une lordoscoliose. A 65 jours post-
pinéalectomie, I'analyse de certains poulets trés scoliotiques (angle de Cobb > 50°)
conduit a une compression des vertebres qui présentent alors une forme concave, un
phénotype absent chez les patients atteints de Sl, mais présents chez certains patients
atteints de scoliose congénitale. Au contraire, une injection de mélatonine tous les
jours sur 30 poulets pinéalectomisés a permis de réduire 'incidence de la scoliose de
30 a 6 animaux a 3 mois. De plus, la scoliose des animaux opérés puis injectés est
moins sévere, bien qu’aucune donnée quantitative ne soit fournie, en dehors d’'une
appréciation morphologique de la courbure de la colonne sur une radiographie. De
plus, plusieurs controverses subsistent sur ce modeéle : I'incidence de la scoliose chez

des poulets pinéalectomisés varie grandement d’'une étude a l'autre. Elle peut étre de
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100% dés 14 jours post pinéalectomie (M. Machida et al. 1993) puis de 55% a 30 jours
post pinéalectomie (Beuerlein et al. 2001) (Pour plus de détails, voir le tableau n°1 de
la revue (Wai et al. 2014) qui récapitule en détails le pourcentage d’apparition de
scoliose apres pinéalectomie chez le poulet dans diverses études). Par ailleurs, les
déformations cunéiformes des vertébres observées chez le poulet sont normalement
caractéristiques des scolioses congénitales mettant en évidence que ce modeéle n’est

pas le plus adapté pour étudier I'étiopathologie de la Sl.

2.3.2. Les rongeurs : un modele trés utilisé en laboratoire mais peu adapté

pour la compréhension de I’étiologie de la SI

2.3.2.1. Investigation d’un réle endocrinien dans I’apparition de la Sl chez

la souris

Les rongeurs, contrairement a I’homme, sont des animaux quadrupédes dont la
structure de la colonne vertébrale, le centre de gravité, et les charges mécaniques
pesant sur la colonne vertébrale sont radicalement différentes. Le développement
d’une scoliose chez les rongeurs a donc été favorisé par une intervention chirurgicale
visant a les rendre bipedes. L’amputation des membres antérieurs et de la queue chez
des rats associée a une pinéalectomie a 3 semaines conduit au développement d’une
scoliose thoracique ou thora-colombaire similaire a 'homme (Masafumi Machida et al.
2005). En effet, les analyses réalisées chez le poulet et présentées dans le paragraphe
précédent soutiennent '’hypothése que la bipédie associée a la perte de mélatonine
favorise le développement d’une scoliose. Les rats opérés sont incités a pratiquer une
locomotion bipéde car leur apport en nourriture et eau est placé en hauteur. De la
méme maniére chez des souris déficientes en mélatonine, la bipédie suite a une
amputation des membres antérieurs et de la queue a 3 semaines conduit a une
scoliose (Akel et al. 2009). Ces résultats suggerent donc qu’une perturbation de la
signalisation endocrinienne et probablement d’'une carence en mélatonine favorise la
Sl. Il est important de noter que la pinéalectomie seule sur un rat quadrupéde n’induit
aucune déformation de la colonne vertébrale (Masafumi Machida et al. 1999), et
aucune courbure de la colonne n’est rapportée dans les souris génétiquement
déficientes en mélatonine (Kasahara et al. 2010; C. Zhang et al. 2021) ou pour la

signalisation de ce neuromédiateur (Jin et al. 2003). Ces résultats génétiques récents
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démontrent donc que la carence en mélatonine n’est pas suffisante pour provoquer

une scoliose chez les quadripédes, si elle n’est pas associée a la bipédie.

Rat Poulet

Glande pinéale

" 3.ventr. ME (AME ,PME)

Figure 25 : Localisation rapprochée de la glande pinéale et du SCO chez
plusieurs modéles animaux. A. Coupe coronale au cryostat du cerveau de rat
mettant en évidence la localisation de la glande pinéale (appelée « deep pineal ») a
proximité du SCO (Mgller et al. 2022). B. Représentation schématique du cerveau de
poulet avec la présence de la glande pinéale a proximité du SCO (couleur bleu)

(Kuenzel et van Tienhoven 1982).

Des données récentes suggéerent que I'ablation de la glande pinéale chez le poulet
pourraient produire un effet indirect sur un organe sécréteur voisin (Figure 25). En
effet, 'acte chirurgical de retrait de la glande pinéale sur la ligne médiane dorsale du
cerveau antérieur pourrait perturber l'intégrité du SCO qui synthétise la fibre de
Reissner, indispensable au maintien de la droiture de I'axe chez le jeune poisson-
zébre (Cantaut-Belarif et al. 2018; Rose et al. 2020). Cette hypothése d’artéfact
chirurgical ne peut étre proposée dans le cas de souris mutantes, déficientes en
mélatonine. L’observation que les poulets pinéalectomisés présentent une densité
osseuse réduite suggere que la stimulation mécanique de la colonne associée a une
faible densité osseuse pourrait expliquer les déformations de la colonne. Cette
hypothése a conduit les généticiens humains a testé I'association de polymorphismes

dans le géne de la mélatonine ou de son récepteur chez des patients Sl. Ces
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associations parfois retrouvées sur des petites cohortes n’ont pas été confirmées au

travers d’analyses de cohortes de grandes taille, comme celle de (M. Yang et al. 2015).

D’autres expériences ont été menées afin d’explorer si d’autres voies neuroendocrines
participent a I'apparition/progression de la Sl. Des analyses d’'une cohorte de taille
restreinte (120 patientes atteintes de Sl) pendant la période de puberté (entre 10 et 17
ans) ont mis en évidence qu’elles souffrent d’'une ostéopénie et d’'un poids plus faible
que la moyenne (Qiu et al. 2007). La leptine est une hormone importante qui régule la
croissance de l'ensemble du corps et des os, et le poids en particulier pendant
I'enfance et I'adolescence (Considine et al. 1996; Pasco et al. 2001). Des analyses
sanguines ont révélé dans cette cohorte une diminution d’un facteur 2-3 du niveau de
leptine par rapport aux patientes controles. Ces résultats suggérent qu’il existe une
corrélation entre les phénotypes observés chez les patientes souffrant de Sl et un
niveau anormalement bas de leptine circulant dans le sang (Qiu et al. 2007). Wu et al.
ont réalisé une expérience d’injection dans I'hypothalamus de vecteurs lenti-viraux
exprimant la leptine dans des souris ayant subi une amputation des membres
antérieurs (T. Wu et al. 2015) avec 'espoir de réduire I'apparition de scoliose. Cette
injection conduit @ une augmentation du nombre de déformation de la colonne
vertébrale par rapport aux souris amputées mais non injectées (92% des souris
amputées et injectées par rapport a 52% des souris amputées contrdles). De plus les
souris présentent une augmentation de la sévérité de la scoliose d’un facteur x1,5 par
rapport aux souris amputées non injectées, indiquant que l'injection de leptine est
délétére pour le maintien de la droiture de I'axe, et ne sauve pas les défauts de ce
modéle mais les exacerbe. D’autres études cliniques n’ont pas reproduit ces
observations, suggérant que si l'altération des niveaux de leptine est un facteur
favorisant la scoliose, cela ne concerne qu’une sous-population de patients et refléete
probablement une hétérogénéité de I'étiologie de la S| et démontre donc I'importance
de travailler sur des cohortes de grandes tailles.

Ces expériences réalisées chez les rongeurs suggérent I'implication de défaut(s)
endocrinien(s) dans I'étiologie de la SI mais montrent également que ces modéles
animaux ne sont pas les plus adaptés car ils requierent plusieurs interventions
chirurgicales lourdes et invalidantes (ablation de glande sécrétrice et ablation des
membres pour favoriser les contraintes mécaniques apportées par la bipédie) pour

entrainer une déformation de la colonne similaire a ’homme (Gorman et Breden 2009).
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2.3.2.2. Le role du systeme de proprioception dans I'alignement de la

colonne vertébrale

De maniére intéressante, des travaux ont mis en lumiére le réle d’'un systéme de
proprioception qui contrdle I'alignement de la colonne vertébrale chez les rongeurs
qui, lorsqu’il est altéré pendant la période de croissance, favorise la survenue de

scoliose.

A. 'B.

Perte partielle de
proprioception

Fuseau musculaire
Neurones proprioceptifs
Organe tendineux
de Golgi (OTG) ¥~
4 \
\\\: A

Perte de proprioception

/)

Jonction neuromusculaire

Motoneurone

Exemple : Souris Egr3 Exemple : Souris Runx3
(Chen et al. 2002; (Blecher et al. 2017)
Blecher et al. 2017)

Muscle para vertébral

Figure 26 : Le systéme proprioceptif est important pour maintenir un alignement
de la colonne vertébrale. A. La présence d’un circuit proprioceptif fonctionnel permet
de réguler la contraction des muscles et maintenir un bon alignement de la colonne
vertébrale. B. La perte partielle de la proprioception comme la perte de fuseaux
musculaires dans le mutant Egr3”- conduit a une légére courbure de la colonne tandis
gu’une absence totale du circuit de proprioception conduit a une déformation sévere
de la colonne vertébrale (comme chez le mutant Runx3™). (Tiré et modifié¢ du papier
(Blecher et al. 2017)).

La proprioception est la capacité de percevoir la position dans I'espace des différentes
parties de son corps, notamment par la mesure de I'extension des muscles. Ces

informations de proprioception sont produites par des organes mécano-sensoriels
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appelés récepteurs proprioceptifs. Chez 'homme et les vertébrés terrestres, les
deux types de récepteurs proprioceptifs sont le fuseau musculaire et organe
tendineux de Golgi (OTG) (Proske et Gandevia 2012). Le fuseau musculaire posséde
une structure allongée au sein du muscle strié et détecte I'étirement du muscle (Banks
2005). L’'OTG est quant a lui situé a la jonction entre les tendons et le muscle, et
détecte les contractions du muscle (Jami 1992). Le canal ionique Piezo2 mécano-
sensible est exprimé dans ces deux récepteurs proprioceptifs et agit comme mécano-
transducteur (Woo et al. 2015). Le fuseau musculaire et 'OTG vont pouvoir
transmettre lI'information biomécanique aux systéme nerveux car ils sont connectés
aux neurones proprioceptifs par des fibres afférentes sensorielles spécialisées.
(Figure 26). Le corps cellulaire des neurones proprioceptifs est localisé dans les
ganglions de la racine dorsale et se finit dans la moelle épiniére (H.-H. Chen et Frank
1999). Les neurones proprioceptifs communiquent avec le SNC pour informer des
sensations mécaniques pergus par les muscles et les tendons (Proske et Gandevia
2012).

Ces neurones expriment plusieurs marqueurs essentiels a leur développement : le
récepteur a activité tyrosine kinase C (TrkC) (Smeyne et al. 1994), la neurogénine 2
(Ngn2) (Ma et al. 1999) et le facteur de transcription apparenté a Runt 3 (Runx3)
(Levanon 2002; Inoue et al. 2002), tous essentiels a la spécification et la survie des
neurones sensoriels du DRG. De plus, dans les muscles squelettiques, la
différenciation d’'un des deux organes proprioceptifs, les fibres musculaires intra-
fusales est régulée par la protéine « early growth response 3 » (Egr3) (Tourtellotte et
al. 2001; Oliveira Fernandes et Tourtellotte 2015).

Blecher et al. ont mis en évidence le réle du systéeme de proprioception dans le
maintien d’une colonne vertébrale droite grace a 'analyse de souris mutantes pour
Runx3, qui provoque la mort des neurones de proprioception (Blecher et al. 2017).
Ces souris Runx3’- développent une scoliose entre P60 et P90, pendant la puberté,
qui progresse ensuite lentement de P150 a P240. L'utilisation de la technique de
micro-tomographie a rayons X appelée « micro-CT », qui correspond a une technique
de tomographie non-destructrice pour produire une image en trois dimensions d'un
échantillon sur les souris Runx3’- a P25 et a P40 a montré que les souris mutantes ne
présentent pas de dysplasie initiale des vertebres. Elles n'‘ont également pas de
défauts d’asymétrie musculaire ou de défauts de formation des disques

intervertébraux. La délétion conditionnelle de Runx3 dans les tissus nerveux
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périphériques ou dans le systéme nerveux sensoriel (en utilisant respectivement le
promoteur Wnt1-Cre ou Brn3a-CreER™) ou des éléments régulateurs en amont du
gene Runx3 conduit a une scoliose mais avec une pénétrance réduite par rapport a la
souris Runx3'. Les souris Wnt-Cre Runx3”, Brn3a-CreER'? Runx3™, et la délétion des
3 éléments régulateurs ont une incidence a P90 de 75%, 45%, et 50% respectivement
par rapport aux souris Runx3’" (95%). De la méme maniére, les souris Egr3’- qui sont
déficientes en fuseau musculaire, mais qui ont encore des OTG développent une
scoliose mais moins sévere et moins pénétrante (61% en opposition a 95% chez les
souris Runx3-) (H.-H. Chen, Tourtellotte, et Frank 2002; Tourtellotte et al. 2001). Ces
résultats montrent qu’un défaut de signalisation de proprioception chez la souris peut
participer a I'apparition d’'une scoliose et démontre I'importance de la coopération de
ces deux récepteurs proprioceptifs dans le maintien de la colonne vertébrale (Figure
26). Ces résultats sont renforcés par I'analyse du mutant de souris ayant perdu
'expression de Piezo2 dans les neurones proprioceptifs (en utilisant la lignée Prx1-
Cre; Piezo2f/f) et qui développent a P60 une courbure de la colonne, c’est-a-dire a la
méme période que les souris Runx3™. Les souris Piezo2"- développent aussi bien une
cyphose (100% de pénétrance) qu’une scoliose mais avec une pénétrance moins
importante que les souris Runx3" (42%) (Assaraf et al. 2020). Piezo2 est donc un
canal ionique mécano-sensible important dans le systéme proprioceptif. Cependant,
la pénétrance plus faible indique qu'il existerait d’autre(s) récepteurs mécano-

sensibles impliqués dans la détection de I'étirement des muscles et des tendons.
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2.3.3. Le xénope : perturbation du systéme vestibulaire
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Figure 27 : Description du systéme vestibulaire chez le xénope. A. Schéma
décrivant la localisation bilatérale de 'organe vestibulaire qui transmet les informations
de positionnement dans I'espace aux neurones vestibulaires situés dans la moelle
épiniere. In fine, ce systéme permet de contrdler le tonus des muscles et des membres.
B. Exemple d’une perte unilatérale gauche du labyrinthe osseux chez le xénope (Tiré
du papier Lambert et al. 2009).

Jusqu’a présent, seul une équipe de recherche a utilisé le Xenopus Laevis comme
modele d’étude pour la Sl, en pratiquant la destruction unilatérale de son systéme
vestibulaire (Lambert et al. 2009). Le systéme vestibulaire, constitué du vestibule et
des canaux semi-circulaires se situe dans la partie postérieure du labyrinthe osseux
de l'oreille interne (Angelaki et Cullen 2008). Cet organe sensoriel bilatéral contréle
I'équilibre en fournissant une information de position dans I'espace : les canaux semi-
circulaires et les otolithes du vestibule pergoivent ces signaux qu’ils transmettent aux
neurones vestibulaires centraux du rhombencéphale pour contrdler le tonus des
muscles des membres (Figure 27). Ceci garantit alors une posture symétrique du

squelette (Gordy et Straka 2021). Lambert et al. ont démontré qu’une perte unilatérale
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du labyrinthe osseux par acte chirurgical au stade 56-59 durant la pré-métamorphose
conduit a une posture asymétrique du cété de la lIésion (Lambert et al. 2009) (Figure
27). Les larves n’arrivent pas a récupérer le contréle vestibulo-spinal symétrique de la
colonne. Aprés la métamorphose (stade 65-66), les xénopes adultes présentent une
torsion séveére de la colonne vertébrale (angle de Cobb ~46°), similaire a celle trouvée
chez les patients atteints de Sl. Ces résultats mettent en lumiére qu’'un déséquilibre
du systéme vestibulaire de maniére unilatérale pendant la pré-métamorphose conduit
a une torsion en 3 dimensions de la colonne vertébrale, et que le xénope ne possede
pas de systéme de compensation sensorielle pour percevoir les informations
proprioceptives comme chez la souris. Des analyses de préparations in vitro semi-
intactes de cerveau disséqués ou de coupes de cerveau (stade 55-57 juste apres une
labyrinthectomie unilatérale ou plusieurs jours aprés la Iésion) ont révélé que les larves
présentent une perte des neurones vestibulaires dans le cerveau postérieur du coté
de la Iésion, ce qui conduit a une perte de réponse des nerfs moteurs spinaux apres
stimulation. Par conséquent, cela entraine un contréle locomoteur asymétrique des
muscles qui entourent la colonne vertébrale. La contraction asymétrique des muscles
du tronc le long de la colonne vertébrale a des stades ou la colonne est en cours
d’ossification conduit a une déformation de cette derniére (Lambert et al. 2013). Ainsi
chez les animaux aquatiques, le systéme vestibulaire bilatéral et plus particulierement
le contréle neuronal jouent un réle important dans la contraction symétrique des

muscles entourant la colonne vertébrale.

2.3.4. Le poisson zébre génétiquement modifié peut développer une scoliose

au stade juvénile avec une forte pénétrance

2.3.41. Structure et formation de la colonne vertébrale chez le poisson-

zébre

Le poisson-zébre (Danio rerio) s’affiche comme un modéle d’étude trés intéressant
pour étudier I'étiologie de la SI. L’homme subit des charges sur la colonne vertébrale
de par le poids de sa téte, et du fait de la gravité couplée aux charges générées par la
marche et la position debout. Une étude indique que les téléostéens subissent des
forces cranio-caudales sur leur colonne vertébrale, générées par la nage et la

propulsion de la queue (Gorman et Breden 2009). Comme I'embryon du poisson-zébre
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est transparent, le suivi de formation de sa colonne vertébrale est trés facile aux stades
précoces (embryonnaire et larvaire) mais les études de la torsion éventuelle de la
colonne aux stades tardifs (juvénile et adulte) requiérent la réalisation de micro-CT ou
de marquage histologique aprés digestion des chairs pour obtenir une image en 3D
du squelette. Le poisson-zébre semble donc un modéle d’étude plus avantageux que

les modéles quadrupédes présentés précédemment.

Disques intervertébraux

Moelle épiniére

Disques
intervertébraux

v Vacuole

Corps vertébraux

Moelle épiniére

Rostral

Dorsal ‘% Ventral /

<))

Figure 28 : Structure de la colonne vertébrale du poisson-zébre. Vue latérale
schématique de la colonne vertébrale d’'un poisson-zébre. La colonne vertébrale est
formée de vertébres (marron dans la partie thoracique et grise dans la partie caudale)
espaceées par des disques intervertébraux (vert). La partie droite représente des
coupes transverses des disques intervertébraux et des corps vertébraux : on retrouve
des cellules vacuolisées fragmentées qui forment le disque du poisson zebre et les
grandes cellules vacuolisées dans la région du corps vertébral (Figures modifiées de

la revue (Bagnat et Gray 2020).

La morphologie de la colonne vertébrale du poisson-zébre est similaire a celle de
’lhomme : les vertébres sont espacées entre elles par les disques intervertébraux le

long de I'axe rostro-caudal. On peut remarquer que la moelle épiniére passe entre les
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vertébres (Figure 28) qui sont plus fines que chez '’homme (Figure 21) (Bagnat et Gray
2020).

Il est a noter que le processus de formation de la colonne vertébrale chez le poisson-
zébre est assez similaire a celui de 'homme, mais la contribution de chaque population
de cellules mésodermiques a la formation de la colonne differe Iégérement. Chez le
poisson-zébre, les disques intervertébraux sont formés exclusivement par la
notochorde qui va se remodeler pour former une structure semblable aux noyaux
pulpeux présents dans les disques intervertébraux chez 'lhomme (Fleming, Keynes,
et Tannahill 2004).
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Fragmentation

Figure 29 : Réle des cellules vacuolées de la notochorde dans I’élongation de

I’axe et la formation de la moelle épiniére. (Tirée de la revue (Bagnat et Gray 2020)

La notochorde est formée de cellules vacuolées qui vont se dilater suite a la pression
créée par les lysosomes des vacuoles tout le long de I'axe antéro-postérieur. Les
cellules vacuolées sont entourées de cellules de la gaine péricordale elles-mémes
entourées d’'une gaine de matrice extra-cellulaire (MEC) formée de collagene et
d’élastine. Les cellules péricordales sont importantes pour orienter la migration des

ostéoblastes dérivés des sclérotomes vers des régions spécifiques dans la formation
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du corps vertébral (Wopat et al. 2018; Bagwell et al. 2020). Les vacuoles de la
notochorde permettent d’absorber la pression exercée par la croissance des os
vertébraux qui se forment autour de la notochorde. Au cours de la croissance osseuse,
les cellules vacuolées se réorganisent et s’empilent sous les vertébres en cours de
formation tandis qu’au niveau des disques intervertébraux, les vacuoles se
fragmentent sélectivement (Figure 29) (une description compléte de la contribution de
la notochorde a la formation de la colonne est détaillée dans la revue (Bagnat et Gray
2020)). Le mutant de poisson-zébre spz/’- est déficient pour une kinase appelée Dstyk,
importante pour la fusion des membranes des cellules vacuolées. Ainsi, un défaut
d’inflation des cellules vacuolées conduit a une déformation des vertébres comme
observé dans le mutant spzf- (Bagwell et al. 2020). La perte d’expression de dstyk
conduit a des cellules comprenant des vacuoles qui ne s’étendent pas et se
fragmentent conduisant alors a une croissance osseuse asymétrique et donc a des
malformations vertébrales similaires a celles retrouvées dans les cas de scoliose
congénitale.

De la méme maniére, les défauts morphologiques de formation de la notochorde
conduisent a des fusions des vertébres. Par exemple, 3 mutations récessives ont été
identifiées dans le géne col8ala/leviathan conduisant a des repliements de la
notochorde a 2 dpf associée a I'ondulation de la couche médiane de la gaine de MEC
(Gray et al. 2014). Ces défauts ont pour conséquence des fusions vertébrales dans
les régions thoracique et caudale de la colonne vertébrale chez le juvénile a 45 dpf.
Les poissons mutés sont alors plus courts que les controles. Ce géne est
originellement exprimé dans la corde, le plancher, et 'hypocorde a 1 dpf, et son
expression se maintient dans les cellules vacuolisées de la notochorde a 2dpf tandis
gu’elle diminue dans les autres régions. Une perte transitoire de I'expression du géne
col8a1a entre 0-3 dpf par injection de morpholino récapitule les phénotypes observés
chez les mutants. La protéine Col8a1a est ainsi requise pour maintenir l'ultrastructure
de la couche médiane de la gaine de MEC de la notochorde et une perte de I'intégrité
de cette couche est a l'origine de la formation des défauts de la notochorde
embryonnaire, qui contribuent par la suite a la formation de malformations vertébrales
et de la scoliose chez I'adulte. L’ensemble de ces résultats mettent en évidence qu’un
défaut d’inflation des vacuoles des cellules de la notochorde ou de la composition de
la gaine de MEC conduisent a des malformations vertébrales. Chez 'homme, I'origine

de la SC est en partie attribuée a un défaut de somitogenese (Giampietro et al. 2009;

115



Pourquié 2011). Cependant dans la majorité des cas, I'étiologie est indéterminée et
pourrait alors résulter des mécanismes décrits précédemment. Les mutants de
notochorde repliée (comme le mutant leviathan) sont alors de bons modéles pour
découvrir de nouvelles mutations potentiellement impliquées dans la scoliose

congénitale humaine.

Méme si le processus développemental de formation de la colonne différe Iégérement
entre ’'hnomme et le poisson, I'architecture de la colonne vertébrale entre 'homme et
le poisson-zebre est conservée. Le poisson-zébre est donc un bon modeéle d’étude

pour l'investigation génétique et biologique de la SI.

2.3.4.2. Emergence du premier modele génétique de Sl chez le poisson-

zébre scoliotique : le mutant ptk7--

L’utilisation de la technique de I'édition du génome a permis la génération de nombreux
mutants de poisson-zébre qui développent une courbure de l'axe au stade
embryonnaire, ou une scoliose au stade juvénile (similaire a I'adolescence chez
’homme et se situe entre 3 et 12 semaines) (que nous verrons en détails dans la partie
3.) et qui met en évidence I'altération de trois processus biologiques chez les animaux
courbés : la ciliogénese (qui contréle la circulation du LCS), la formation de la fibre de
Reissner, l'activation du systéeme immunitaire inné et induit.

Le mutant codant la protéine tyrosine kinase 7 (ptk77-) a été le premier modéle de
poisson-zébre développant une scoliose au stade juvénile, similaire a la scoliose
idiopathique chez 'lhomme (Grimes et al. 2016). La protéine Ptk7 est un régulateur
des voies de signalisation Wnt canonique (Wnt/l3-caténine) et Wnt-PCP (Hayes et al.
2013). Grimes et al. ont mis en évidence qu’au stade adulte, le mutant scoliotique ptk7-
l- présente une dilatation des ventricules du cerveau, associé a une réduction
importante du nombre de touffes multi-ciliées qui tapissent les cavités de ces
ventricules. L’analyse du flux ventriculaire dans des cerveaux adultes injectés avec
des billes fluorescentes dans le diencéphale a mis en évidence une réduction d’un
facteur 5 de la vitesse de des billes chez les mutants ptk7-- par rapport aux contréles.
La réintroduction de I'expression de ptk7 sous le contréle d’'un promoteur spécifique
des cellules ciliées motiles foxj1a a permis un sauvetage de la scoliose, avec une

restauration des CMC dans les ventricules du cerveau et du flux du LCS. Cette étude
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a été la premiére a mettre en évidence l'implication de la motilité ciliaire dans la
maintenance d’un axe droit chez le poisson-zébre et de favoriser I'hypothése d’'une
origine neurale a cette pathologie. Nous verrons par la suite que la motilité ciliaire est
importante pour maintenir un flux du LCS et aide a la polymérisation d'une

glycoprotéine appelée sco-spondine.
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3. Facteurs génétiques et environnementaux participant a la courbure de
I’axe chez le poisson zébre
3.1. Régulateurs embryonnaires de la courbure de I’axe chez le poisson

zébre

3.1.1. Défauts de courbures ventrales et sigmoides chez les mutants ciliaires

et de zone de transition

La perte des génes codant pour des protéines ciliaires IFT-B chez les mutants ift88”
/oval, ift547/elipsa, pour des kinésines comme chez le mutant kif3b” ou protéine se
localisant au cil comme arl13"459/45%/sco conduit a I'émergence d’une courbure
ventrale (phénotype « tail down ») au stade embryonnaire (entre 30 hpf et 2 dpf)
(Kramer-Zucker et al. 2005; Omori et al. 2008; Song et al. 2016; Duldulao, Lee, et Sun
2009). Ce défaut est associé a des kystes rénaux au niveau des glomérules, a une
dystrophie rétinienne et a un défaut de latéralité droite/gauche. Chez ces mutants, la
courbure de I'axe conduit a une |étalité précoce au stade larvaire. Les mutants de zone
de transition présentent quant a eux un phénotype de courbure de pénétrance
variable, parfois sigmoide ou légérment ventrale au stade embryonnaire, comme par
exemple les mutants cc2d2a"3%w38 cep290™M297/M297 tmem67¢%23 (Gorden et al. 2008;
Bachmann-Gagescu et al. 2011; Wang et al. 2022; Zhu et al. 2021). Les mutants de
ZT présentent dans certains cas une dystrophie rétinienne comme chez le mutant
cc2d2a"3%"38 mais en général, les défauts sont moins sévéres que les mutants de
protéines ciliaires. Ces mutants sont viables au stade larvaire et développent une

scoliose au stade juvénile.

3.1.2. Défaut de courbure dorsale au stade embryonnaire

Chez le poisson-zébre, seul le mutant pkd2’ (Metzner et al. 2020; Cao et al. 2009;
Schottenfeld, Sullivan-Brown, et Burdine 2007) a été documenté comme développant
une courbure dorsale (phénotype « tail up ») au stade embryonnaire (2 dpf). Des
analyses réalisées sur des morphants suggérerait que le défaut de courbure dorsale
serait causé par une augmentation du dép6t de la matrice extracellulaire suite a
'augmentation de la production et/ou du dépdbt de collagéne 2a2 (Mangos et al. 2010).

L’analyse par crible de drogues sur le mutant pkd2”-a mis en évidence que la courbure
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de I'axe pourrait également provenir d’'une dérégulation de I'acétylase d’histone 1
(« Hdac 1 » en anglais). L’inhibition de 'Hdac1 par un traitement au trichostatine A ou
par I'acide valproique est capable de sauver la courbure embryonnaire (Cao et al.
2009).

3.1.3. Défaut de flux du liquide cérébro-spinal dans les mutants de motilité

Comme mentionné précédemment, le LCS assure la protection du cerveau et de la
moelle épiniére, et transporte des signaux de survie/prolifération dans le SNC. La
circulation du LCS est essentielle au développement normal du SNC, car il fournit des
facteurs de croissance et des molécules de signalisation qui influencent la prolifération
et la différenciation de I'épithélium neural (Fame et Lehtinen 2020). Au stade
embryonnaire chez le poisson-zébre, le LCS circule a travers les cavités du cerveau
et du canal central dans un premier temps grace a la présence de cils sur les cellules
épendymaires du canal central a 30 hpf et au battement du cceur, et plus tardivement
(2dpf) grace a I'acquisition d’'une motilité des cils sur cellules épendymaires du cerveau
(Olstad et al. 2019; Thouvenin et al. 2020). Le canal central s’étend du plancher du
4éme ventricule du cerveau jusqu’a I'ampula caudalis situé dans la queue. Les cils
battent de maniére synchronisée et génerent un mouvement ondulatoire qui permet la
circulation du LCS. Plusieurs études ont mis en évidence qu’'un défaut de motilité
ciliaire conduit a une courbure « tail down » au stade embryonnaire entre 30-55 hpf.
Par exemple a 3 dpf, le mutant de motilité ciliaire zmynd107- présente un phénotype
tail down associé a un maintien des cils le long du canal central (Xiaoli Zhang et al.
2018). L'injection de billes fluorescentes dans les ventricules du cerveau de ce mutant
a mis en évidence de maniére indirecte que la motilité ciliaire dans le canal central est
diminuée d’un facteur 5 a 3 dpf par rapport au contréle. De la méme maniére, le mutant
ciliaire ift88/ovl présente un phénotype tail down a 3 dpf associé a une diminution
importante de la motilité ciliaire dans le canal central (Cantaut-Belarif et al. 2018),
montrée initialement en utilisant des morpholinos anti IFTs (Kramer-Zucker et al.
2005).

Ces résultats mettent en lumiéere que la circulation du LCS générée par les cils pourrait
permettre I'apport le long des cavités de signaux nécessaires pour maintenir un axe

droit chez 'embryon.
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3.1.4. Défaut de formation de la fibre de Reissner

A.
B B,r.a,,lrl,,\ Central canal of spinal cord Ampulla caudalis
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Figure 30 : Localisation de la fibre de Reissner dans le cerveau et le canal central
de la moelle épiniére au stade larvaire chez le poisson-zébre. (A) La fibre de
Reissner (vert) présente du diencéphale au canal central de la moelle épiniére et qui
se termine dans la queue, au niveau de 'ampoule caudale. (B) La fibre de Reissner
est issue de la polymérisation d’'une glycoprotéine appelée Sco-spondine. Elle est
sécrétée dans le LCS cérébral par 'organe subcommissural (SCO) et I'organe flexural.
(C) Dans la moelle épiniére, la sco-spondine est également produite par le plancher.
Les neurones sensoriels ventraux qui bordent le canal central (CSN-cNs) s’intercallent
entre les cellules du plancher et expriment les neuropeptides « urotensin-related
neuropeptides 1 et 2 » (Urp1 et Urp2). (Figure tirée de la revue (Ringers et Jurisch-
Yaksi 2020))

La fibre de Reissner (FR) est issue de la polymérisation d’'une glycoprotéine appelée
sco-spondine (sspo) et est en suspension au sein du LCS (E. M. Rodriguez,
Rodriguez, et Hein 1998; Muinoz et al. 2019). Chez le poisson-zébre, la FR s’étend du
diencéphale jusqu’a la partie caudale du canal central de la moelle épiniére. Elle est
d’ailleurs conservée chez les cordés a I'exception possible des hominidés (Mufioz et
al. 2019; Meiniel et Meiniel 2007). Au stade embryonnaire, la sco-spondine est
originellement produite et sécrétée par différentes structures : les cellules du plancher
de la moelle épiniere (dés 15 hpf), 'organe flexural présent dans le rhombencéphale
antérieur et les cellules glandulaires du SCO situé entre le diencéphale et le
mésencéphale (a partir de 24 hpf) (Figure 30) (Lichtenfeld et al. 1999). Plus
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tardivement dans le développement, la sco-spondine sera principalement produite par
le SCO. La génération d'une insertion en phase de la GFP au sein du locus de la Sco-
spondin, la lignée Knock-in sspo-GFP a permis de suivre in vivo les propriétés
dynamiques de la formation de la FR dans des embryons de poisson zébre en cours
de développement (Troutwine et al. 2020). Cette lignée transgénique a révélé que la
FR suit un mouvement rostro-caudal continu dans le cerveau et le canal central et se
désassemble au niveau de l'ampoule caudale située de la queue comme
préalablement montré chez le rat. Au stade larvaire, les sécrétions de sspo produites

par les cellules du plancher du canal central fusionnent avec la fibre sous-jacente.

La génération d’'un mutant de poisson-zebre déficient pour la Sspo a permis de mettre
en évidence le role crucial de la FR dans la maintenance d’'un axe droit. Grace a
I'utilisation de I'édition de génome par CRISPR/Cas9, plusieurs laboratoires ont généré
des mutants nuls sspo qui affectent la structure ou la fonction de la protéine (Cantaut-
Belarif et al. 2018; Rose et al. 2020; H. Lu et al. 2020). L'utilisation d’'un anticorps anti-
FR non commercial et dirigé contre la protéine bovine, a permis d’observer que ce
mutant n’arrive pas a former de FR (aussi bien dans le SCO que dans le canal central)
a 24 hpf (Cantaut-Belarif et al. 2018). A 30 hpf, le mutant sspo développe un phénotype
tail down, similaire aux mutants ciliaires ou de motilité ciliaire et meurt aux alentours
de 10 dpf. L'utilisation de la lignée transgénique Tg(Ractin :arl13b-GFP; sco-
spondine°m%¥em13) qui permet de visualiser en temps réel les cils marqués par la
protéine Arl13b, a démontré que la morphologie et I'orientation des cils n'est pas
affectée. De plus, aucun défaut de circulation du LCS n’a été observée dans le canal
central a 30 hpf. Ainsi la maintenance de la FR est nécessaire pour maintenir un axe
droit, et le défaut de courbure embryonnaire chez le mutant sspo ne résulte pas d’'un
défaut de circulation du LCS dans le canal central. De maniére tres intéressante,
Cantaut Belarif et al. ont mis en lumiére que les mutants ciliaires traf3ip1/elipsa,
ift88/oval, dzip1/iguana et le mutant de motilité ciliaire kurly qui présentent tous trois
un phénotype « tail-down » a 48 hpf, présentent également une polymérisation
défectueuse de la FR dans le canal central, associée a la présence d’agrégats
(Cantaut-Belarif et al. 2018). Les cils via leur motilité sont donc requis pour la formation
et le maintien de la FR et par conséquent un maintien de l'axe droit au stade

embryonnaire.
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3.1.5. Role des neurones en contact avec le LCS (CSF-cNs) dans la

proprioception

3.1.5.1. Description des CSF-CNs
A. B.

Dorsal CSF-cN (KA

Central canal

Ventral CSF-cN (KA”)

Figure 31 : Localisation des CSF-cNs autour du canal central de la moelle
épiniere chez le poisson-zébre. A. Représentation schématique des CSF-cNs
dorsalement et ventralement autour du canal central. (KA : Kolmer Agduhr) B.
Visualisation des CSF-cNs par microscopie confocale a 4 dpf chez la larve de poisson-
zébre grace a la lignée transgénique Tg (pkd2l1:gal4, UAS:tagRFP-CAAX;cmcl2:GFP,
Ract:Arl13-GFP). Les CSF-CNs projettent un cil Arl13-GFP (fleche) et de multiples

microvillosités dans le LCS (Tiré de l'article (Bohm et al. 2016)).

Au niveau du canal central de la moelle épiniére se trouve des neurones sensoriels
GABA-ergiques spécifiques localisés dorsalement et ventralement appelés CSF-cNs.
Les cellules ventrales s’intercalent entre les cellules du plancher latéral (figure 30A).
Les CSF-cNS ont originellement été identifiées par Kolmer (1921) et Agduhr (1922) et
ont été décrites comme des cellules présentant une extension bulbeuse apicale dans
le canal central et qui envoient des projections axonales basales aux autres cellules
(Djenoune et Wyart 2017). De par la ressemblance morphologique entre les cellules
ciliées et les CSF-cNs, ces auteurs ont suggéré que ces neurones pourraient
correspondre a un organe sensoriel de proprioception entre le LCS et le SNC de la
moelle épiniére. Les CSF-cNs sont retrouvés chez de nombreuses espéces (comme
le macaque (LaMotte 1987), la souris (Orts-Del'Immagine et al. 2012; B. Vigh et al.
1983), les amphibiens (B. Vigh, Vigh-Teichmann, et Aros 1977; Dale et al. 1987;
Alibardi 1990), le poisson-zébre (Bernhardt et al. 1992; Higashijima, Mandel, et Fetcho
2004; Wyart et al. 2009; L. Yang, Rastegar, et Strahle 2010) mais leur morphologie
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varie. Les CSF-cNs arborent des microvilli et un kinocil a leur surface qui baigne dans
le LCS (Figure 31) (Béla Vigh et Vigh-Teichmann 1998; Orts-Del'lmmagine et al. 2014;
Djenoune et al. 2014; Bohm et al. 2016; Djenoune et al. 2017). Chez les larves de
poisson-zebre, les CSF-cNs dorsaux projettent soit un axone ascendant ipsilatéral qui
fait synapse avec les interneurones prémoteurs impliqués dans la locomotion lente,
tandis que les CSF-cNs ventraux projettent vers les motoneurones ou directement
dans le muscle (Higashijima, Mandel, et Fetcho 2004; Wyart et al. 2009; Fidelin et al.
2015; Djenoune et al. 2017).

3.1.5.2. Les CSF-cNs : des organes de proprioception

Le canal calcique « polycystic kidney disease 2 like 1 » (Pkd2l1) est exprimé
spécifiquement par les CSF-cNs chez le poisson-zébre, la souris et le macaque ou il
est enrichi au niveau des extensions apicales (Djenoune et al. 2014; Sternberg et al.
2018). L'utilisation de technique d'imagerie calcique via la lignée transgénique
Tg(pkd211:GCaMpG5) dans les larves de poisson zébre en mouvement associée a
une analyse comportementale quantitative a montré que les CSF-cNs répondent a la
flexion passive et active de la moelle épiniere et participe au contréle de I'équilibre
postural (Bohm et al. 2016; Hubbard et al. 2016). En effet, les CSF-cNs dorsaux
répondent a une flexion latérale induite de la moelle épiniére du c6té de la contraction
alors que les cellules dorsales controlatérales et ventrales restent pour la plupart non
actives. Les CSF-cNs ventraux sont recrutés suite a une contraction longitudinale de
la moelle épiniére (Hubbard et al. 2016). Chez les mutants pkd2/1--, les CSF-cNs sont
bien présents mais la réponse calcique suite a une flexion d’'un c6té du tronc est abolie
et ceci est associé a une réduction de la fréquence de mouvement de la queue de la
larve. Ces résultats démontrent que le canal Pkd2l1 dans les CSF-cNs est nécessaire
a la réponse mécano-sensorielle suite a une flexion induite et orchestre une boucle de
rétroaction qui permet de réguler la fréquence de locomotion et participe au contréle
postural (Bohm et al. 2016).

De plus, Orts-Del'lmmagine et al. ont mis en évidence que les CSF-cNs détectent la
courbure vertébrale en établissant un contact proche avec la FR grace a leur cil et aux
microvilli (Orts-Del'lmmagine et al. 2020). En effet, I'utilisation d’imagerie calcique

grace a la lignée transgénique Tg(pkd2I1:hGCaMP5G) a 3 dpf a permis de montrer
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que le mutant cfap2987- qui présente une perte de polymérisation de la FR conduit a
une diminution de la réponse calcique des CSF-cNs induite par une courbure de la
moelle épiniere par rapport au contrble. Cette réponse atténuée n’est pas causée par
une réduction d’activité calcique du canal pkd2l1 et suggére donc que I'absence de la
FR pourrait étre responsable de ce défaut. L'utilisation d’'un mutant hypomorphe de
sco-spondin (3 dpf) qui présente un défaut d’agrégation de la Sco-spondine en fibre
permet de montrer que la fibre de RF est critique pour la fonction mécano-sensorielle
des CSF-cNs. L’activité calcique est en effet réduite chez le mutant sspo hypomorphe
par rapport au contrdle suite a une flexion de la moelle. De la méme maniére, une
ablation focale de la FR avec laser chez la larve conduit a une rétractation et relaxation
de la fibre associée a une diminution de l'activité des CSF-cNs (Bellegarda et al. 2023).
Ces résultats permettent de mettre en lumiére le réle de proprioception des CSF-cNs
sur la courbure de I'axe grace a son contact étroit avec la FR chez le poisson-zébre.

Il n'existe pas encore de modeéle de poissons mutants dépourvus des CSF-cNS qui
permettrait d’évaluer la contribution de cette population neuronale sur le contréle

postural et la locomotion des larves de poisson-zebre.

3.1.6. Défaut d’expression des génes urp1 et urp2

Au stade larvaire, la droiture de I'axe est en partie contrélée par le niveau d’expression
des peptides « urotensin-related peptides 1 et 2 » (Urp1 et Urp2) exprimés par les
CSF-cNs (Parmentier et al. 2011; Quan et al. 2015; Xiaoli Zhang et al. 2018). Urp1 et
Urp2 appartiennent a une famille multigénique de neuropeptides appelée famille de
I'urotensin 2 également composée des membres Urp et Urotensine 2 (Uts2a et Uts2b)
(Tostivint et al. 2006; 2013; Vaudry et al. 2015). Des études phylogénétiques et
I'analyse de la synténie indiquent que l'urotensine 2 et les peptides apparentés a
I'urotensine 2 appartiennent a la superfamille de la somatostatine. Urp1 et urp2 sont
conservés chez I'ensemble des téléostéens mais leur duplication est perdue chez les
mammiféres et seul le géne Urotensine 2 est retrouvé (Vaudry et al. 2015). Urp1 et
urp2 sont des neuropeptides de 8 acide-aminés, qui, de par leur petite taille, diffusent
tres facilement. lls agissent via une famille multigénique de récepteurs couplés aux
protéines G appelée Uts2r. A ce jour, 5 récepteurs ont été identifiés chez le poisson-

zébre et uniquement un chez les mammiferes, GPR14 (Tostivint et al. 2014).
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Zhang et al. ont été les premiers a mettre en évidence grace a une analyse
transcriptomique (a 28 hpf) que I'expression des neuropeptides urp? et urp2 est
diminuée dans le mutant de motilité ciliaire zmynd10” (Xiaoli Zhang et al. 2018).
L’expression de ces neuropeptides est également diminuée chez d’autres mutants de
motilité ciliaire présentant un phénotype tail down (foxj1a, un facteur de transcription
régulant la ciliogénése des cils motiles et ccdc103 et Irrc50 qui sont des régulateurs
de 'assemblage des bras de dynéine). Des expériences de gain et de perte de fonction
ont respectivement montré que l'injection de peptides urp? ou urp2 dans la moelle
épiniére permet de sauver la courbure embryonnaire du mutant zmynd10”- a 28 hpf
alors que la génération de morphants urp1 produit une courbure « tail down » a 30 hpf.
Ces résultats ont été les premiers a mettre en évidence que la courbure embryonnaire
observée chez les mutants ciliaires est issue d’'une diminution de I'expression des
neuropeptides urp1/2. Cependant, il est a noter que les mutants urp7’- et urp2’- ne
produisent pas de courbure au stade embryonnaire, mais seulement au stade larvaire
tardif, ce qui suggeére I'existence d’'une compensation fonctionnelle (Bearce et al. 2022;
Gaillard et al. 2023). Il a été montré que les peptides Urp1 et Urp2 signalent via leur
récepteur Uts2r3 exprimé dans les muscles somitiques dorsaux (Xiaoli Zhang et al.
2018). En effet, les morphants uts2r3 présentent un phénotype « tail down » a 48 hpf
qui ne peut pas étre sauvé par injection du peptide Urp1/2 dans la moelle épiniére.
Cependant, le mutant uts2r3”- n’a lui-aussi aucun phénotype a I'état embryonnaire et
développe une courbure de 'axe au stade larvaire, comme les double-mutants urp1-
~: urp2”. Les travaux de (Gaillard et al. 2023) ont permis d’exclure que I'absence de
phénotype embryonnaire chez ces mutants était causée par des stocks maternels de
ces protéines et pointent vers I'existence d’'un mécanisme de contrdle de droiture de
I'axe redondant, capable de prendre le relai chez les mutants de la voie Urotensine.

Récemment, plusieurs études ont suggéré un lien entre la FR et le niveau d’expression
d’'urp1/2 dans le maintien de I'axe droit chez I'embryon. Les mutants nuls sspo
présentent comme les mutants ciliaires une diminution de I'expression d’urp1/2 au
stade embryonnaire (dés 30 hpf). La restauration d’'un niveau d’expression Urp2 est
suffisante pour sauver le phénotype de courbure embryonnaire (Cantaut-Belarif et al.
2020; H. Lu et al. 2020). Les composés monoaminergiques que sont I'épinéphrine et
la norépinéphrine ont été proposés comme intermédiaires pour agir entre la stimulation
de la FR et I'expression d’urp1/2 dans les CSF-cNs (Xiaoli Zhang et al. 2018; H. Lu et

al. 2020; Cantaut-Belarif et al. 2020). Un traitement avec I'épinéphrine ou la
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norépinéphrine des embryons mutants sspo’ et zmynd10’ permet de restaurer
I'expression de I'urp1/2 et améliore la courbure de I'axe. Par ailleurs, la norépinéphrine
a été observée a proximité de la FR et son récepteur adrénergique 32 (Adrb2) est
exprimée par les cellules voisines des CSF-cNs (a 30 hpf) (Cantaut-Belarif et al. 2020).
Cependant, 'immuno-marquage Adrb2 met en évidence des structures de forme
circulaire, assez différentes d’'un marquage membranaire, attendu pour un récepteur
des signaux du LCS, présents sur les cellules cuboidales du plancher. Ainsi, méme si
ces composés monoaminergiques sont capables de redresser les axes tail-down en
activant 'AMPc, de nouvelles expériences de perte de fonction génétique des

monoamines permettraient de valider leur implication physiologique dans I'embryon.

3.1.7. Hypothése de modéle de maintenance de I’axe droit chez I’embryon de

poisson-zébre

Plancher + SCO + organe
flexural

Maotilité ciliaire

Flux du LCS Sco-spondine

Monoamines? Aggrégation

Fibre de
Reissner

Monoamines?

Expression urp1/2

Uts2r3 dans les muscles
somitiques dorsaux

Contraction/tension des
muscles

Maintenance d'un axe
droit chez I'embryon

Figure 32 : Modeéele actuel de maintenance de I’axe droit chez I’embryon de
poisson-zébre. Modele de contrble de I'axe droit impliquant les cils, le flux de CSF, le
RF et le CSF-cNS via la signalisation Urp et l'activité musculaire a contraction lente.
(SCO: Subcomissural organe; LCS: Liquide Cérébro-spinal; CSF-cNs:
Cerebrospinal fluid contacting neurons ; urp1/2: urotensin-related peptide 1/2)

(Figure réalisée avec Biorender)
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L’ensemble de ces résultats a permis la mise en place d’'un modéle hypothétique de
maintenance de I'axe droit chez 'embryon de poisson-zébre. La moatilité ciliaire est
nécessaire pour maintenir un flux du LCS. Ce flux a son tour permet de former et
maintenir la FR. La FR aménerait des monoamines pour activer I'expression des URPs
par les CSF-cNs. Ces cellules produisent et sécrétent les neuropeptides Urp1/Urp2
qui se fixent sur leur récepteur Utsr2r3 dans les muscles somitiques dorsaux pour
promouvoir la maintenance de I'axe droit, probablement grace a une régulation du

tonus musculaire (Figure 32).

3.2. La scoliose idiopathique chez le poisson zébre
3.2.1. Défaut dans la circulation du LCR et la formation de la fibre de Reissner

dans I'apparition de la scoliose chez le poisson zébre

3.21.1. Role des cils motiles dans la maintenance d’un axe droit pendant

I’adolescence

Au stade embryonnaire (1-3 dpf), la majorité des mutants ciliaires présentent tous une
courbure de la queue vers le bas (appelé phénotype « tail down ») qui impacte
fortement la nage de 'embryon. Ces mutants de motilité ne peuvent donc pas se
nourrir correctement et meurent généralement entre 1 et 2 semaines. Pour
outrepasser cette létalité, les équipes de Ciruna et Burdine ont tiré profit du mutant
thermosensible cfap298/kurly qui lorsqu’il est élevé a une température permissive
(25°c) jusqu’a 5 dpf reste droit, ce qui permet d’éviter la Iétalité embryonnaire puis
développe une scoliose entre 3 et 4 semaines s'il est incubé a 30°C par la suite
(Grimes et al. 2016). Grace a la thermo-sensibilité du phénotype, ils ont déterminé que
la restauration des cils motiles a 19 dpf a 'émergence de la scoliose est suffisante
pour éviter I'apparition de la scoliose. Ces résultats sont renforcés par I'analyse de
mutants de motilité ciliaire ccdc40 (Becker-Heck et al. 2011), ccdc151 (Hjeij et al.
2014), dyx1c1 (UK10K et al. 2013), et c210rf59/kurly (Austin-Tse et al. 2013). Les
phénotypes embryonnaires ont été sauvés grace a l'injection d'’ARN au stade une
cellule puis a analyser les mutants ccdc40, ccdc151, dyx1c1 au stade juvénile.
L’ensemble de ces mutants développent une scoliose sans malformation congénitale

vertébrale. L’injection de billes fluorescentes dans le diencéphale a mis en évidence
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une réduction du flux ventriculaire d’un facteur 5 chez les mutants scoliotiques cfap298
et ccdc151. Ces résultats permettent d’affirmer que la perte de la maotilité ciliaire dans
4 mutants conduit a une courbure de la colonne vertébrale chez le poisson-zébre et
fournit une preuve solide qu'un dysfonctionnement des cils motiles participe a
'émergence de la Sl chez le poisson.

De la méme maniére, le mutant ptk7--, décrit précédemment, développe
une scoliose au stade juvénile (entre 12 et 40 jours (Van Gennip, Boswell, et Ciruna
2018)) présente une perte des touffes multi-ciliées sur les cellules épendymaires du
cerveau et une dilatation des ventricules qui est généralement associée a un défaut
de motilité ciliaire (Grimes et al. 2016). Une mutation non-sens dans le géne kifé
conduit également a l'apparition d’'une scoliose sans anomalie vertébrale durant la
phase de croissance chez le poisson-zebre, (Buchan, Gray, et al. 2014; Konjikusic et
al. 2018). Ce geéne code pour la protéine kinésine 6 appartenant a la super famille des
microtubules kinésine-9 et est impliquée dans le transport intracellulaire de complexes
protéiques (Miki, Okada, et Hirokawa 2005). Le mutant kif6s<°'sko/skolios développe
une légére courbure de la queue vers le bas au stade embryonnaire (2-3 dpf) avec
une pénétrance de 80% et évolue vers une scoliose au stade juvénile. Au stade
embryonnaire, Buchan et al. n’ont observé aucun défaut de morphologie et de nombre
de cils dans le canal central de la moelle épiniére (Buchan, Gray, et al. 2014). De plus,
I'analyse du flux du LCS par injection de colorant dans le 4™ ventricule du cerveau
n‘a révélé aucun défaut de circulation du liquide, deux phénotypes qui sont
normalement attribués au phénotype de courbure embryonnaire tail down. Au cours
de I'adolescence, I'utilisation de la lignée transgénique tg(foxj1a::arl13bGFP) a permis
d’observer qu’a 90 dpf, les mutants kif65<°/ske présentent une forte réduction des touffes
multi-ciliées qui bordent les ventricules associée a une hydrocéphalie (Konjikusic et al.
2018). Ces résultats suggérent que la protéine kif6 est impliquée dans le maintien des
cils des cellules épendymaires du cerveau et participe a ’'homéostasie ventriculaire
durant la période de maturation sexuelle chez le poisson-zebre. Ensemble, ces études
mettent en lumiére le rdle de la motilité ciliaire dans le maintien d’'un axe droit au cours
du développement de la colonne vertébrale. De maniére trés intéressante, des
mutants de zone de transition ciliaires tels que cep290” (Cardenas-Rodriguez et al.
2021), cc2d2a” (Ruxandra Bachmann-Gagescu et al. 2011), tmem67°3/¢3 (Zhu et al.
2021) ou le mutant déficient pour une protéine du complexe ciliaire Bbs, bbs1”- (Masek

et al. 2022) ou encore des mutants impliqués dans des modifications post-
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traductionnelles des cils armc9” et togaram1”- (Latour et al. 2020) développent une
scoliose au stade juvénile, mais I'étiologie de la scoliose n’a pas encore été étudiée
chez ces derniers. Cela suggeére qu’un dysfonctionnement de la fonction de la ZT, du
transport ciliaire ou des modifications post-traductionnelles des cils pourraient

participer au développement de la scoliose au stade juvénile.

Dans ce contexte, nous pouvons nous demander quelle(s) population(s) de cils motiles
sont importantes pour maintenir un axe droit chez le poisson-zébre ? L’analyse
réalisée chez le mutant ptk7-- suggére que la scoliose proviendrait d’'une perte des cils
motiles des cellules épendymaires du cerveau. La réintroduction du géne ptk7 sous le
contréle du promoteur de cils motiles foxj1a est suffisant pour restaurer les touffes
multi-ciliées dans les ventricules du cerveau et sauver la scoliose (Grimes et al. 2016).
Une étude récente suggere qu’une altération des cellules du plexus choroide pourrait
aussi étre impliquée dans I'émergence de la scoliose chez le mutant katnb1”- (Meyer-
Miner et al. 2022). La protéine katanine est un hétérodimére liant les microtubules
composeés des sous-unités catalytique p60 et d'échafaudage p80 ou la sous-unité p80
(Katnb1) a notamment pour fonction de localiser la katanine au centrosome. L'analyse
de MEF murins en culture a mis en évidence que la protéine Katnb1 est impliquée
dans le contréle de la ciliogénése. Une perte d’expression de cette protéine conduit a
une amplification surnuméraire des centrioles (W. F. Hu et al. 2014). Le mutant katnb 1
I- développe une scoliose entre 21 et 23 dpf qui est totalement pénétrante a 30 dpf,
sans anomalie vertébrale (Meyer-Miner et al. 2022). Une analyse par microscopie
électronique a balayage de cerveaux disséqués a 3 semaines a mis en évidence que
les cellules épendymaires au niveau des ventricules du rhombencéphale ne sont pas
encore apparues chez un controle, alors que le mutant katnb1”- est scoliotique. Au
méme stade, le plexus choroide du cerveau antérieur et du rhombencéphale
présentent une majorité de cellules mono-cils. Plus tardivement a 30 dpf, les CMC
apparaissent. Le mutant scoliotique katnb1”- présente une réduction du nombre de
mono-cils a 21 dpf par rapport au contrdle. A 30 dpf, ce mutant n’arrive pas a former
de multi-cils, et seul des agrégats sont observés par immunofluorescence. De plus a
3 semaines, ce mutant scoliotique présente une réduction du flux ventriculaire
mesurée par injection d’un colorant fluorescent dans les ventricules du cerveau. Ces
résultats suggérent alors qu'un défaut des cils du plexus choroide pourrait contribuer

a une altération de la circulation et/ou du contenu du LCS et participerait a la scoliose.

130



Ces deux études proposent que I'altération de deux populations ciliaires différentes,
soit les cellules épendymaires du cervelet soit les cellules du plexus choroide sont a
lorigine de la scoliose. Il serait intéressant de déterminer si une ou plusieurs
population(s) de cils participent a lI'induction de la scoliose et si ce sont les mémes

populations dans les différents mutants scoliotiques.

3.2.1.2. Importance de la maintenance de la fibre de Reissner au stade

juvénile

Au stade embryonnaire, la maintenance de la fibre de Reissner joue un réle clé dans
la droiture de I'axe. Mais quand est-il au stade juvénile ? Les équipes de B. Ciruna et
R. Gray ont analysé respectivement un mutant dominant sspo®™#* et deux mutants
récessifs ssposti297/5t1297 gt sgpost300/si300 qyj développent une scoliose au stade juvénile
(Rose et al. 2020; Troutwine et al. 2020). Le mutant sspo?™#* présente une mutation
faux-sens qui conduit a une fonction anormale de la glycoprotéine (Rose et al. 2020).
Les mutants ssposti?97/5ti297 gt ggppsti300/si300 hossédent une mutation hypomorphe qui
perturbe une cystéine de la protéine conduisant a sa sécrétion inefficace puis a la
dépolymérisation de la FR (Troutwine et al. 2020).

Le mutant sspost?97/51297 commence a développer une courbure de I'axe a 5 dpf qui
devient complétement pénétrante a 15 dpf. Ce mutant présente une FR pendant les
premiers stades embryonnaires (3 dpf) qui se dépolymérise progressivement entre 5
et 10 dpf, coincidant avec I'apparition de la scoliose. Troutwine et al. ont suggéré que
le mutant sspost297/51297 présente un défaut de sécrétion de la sco-spondine par les
cellules du plancher, conduisant a la perte progressive de la FR.

Le mutant dominant sspo?™"#* développe une torsion de la colonne vertébrale dés 13
dpf qui évolue progressivement vers une scoliose au stade juvénile. Au stade
embryonnaire, I'utilisation d’un anticorps dirigé contre la sco-spondine bovine a permis
d’observer une FR intacte dans la téte, le tronc et la queue chez le mutant sspo?™#*,
Cependant, une grande partie de la sco-spondine s’accumule dans le cytoplasme des
cellules du plancher, comme chez le mutant sspost297/5t297 - A 21 dpf, le mutant a perdu
la fibre et présente uniquement des agrégats dans les ventricules du cerveau. A ce
méme stade, le mutant sspo?™#* présente un défaut de flux ventriculaire, en absence

de défaut morphologique des cils bordant les ventricules du cerveau. Une hypothése
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pour expliquer l'altération du flux de LCS dans ce mutant serait que des agrégats de
sco-spondine dépolymérisée obstruent les ventricules et/ou le canal central.

En conclusion, ces données démontrent que la maintenance de la FR au stade juvénile
est déterminante pour le maintien d’'un axe droit chez le poisson-zébre. Il reste
cependant a déterminer par quels mécanismes la FR assure cette fonction de contrdle

dans le canal central de la moelle épiniere.

Au stade juvénile, la maintenance d’une FR correctement polymérisée au sein du CSF
est un processus actif qui requiert vraisemblablement une motilité ciliaire intacte. Il est
intéressant de noter que chez les mutants scoliotiques ptk7-- et ccdc1517- | la perte de
la polymérisation de la FR a 21 dpf dans le cerveau coincide avec I'apparition de la
scoliose (Rose et al. 2020). Seul des agrégats sont présents chez ces mutants et
certains s’accumulent de maniére ectopique dans les ventricules telencéphaliques,
situés antérieurement au SCO. Le mutant de motilité ciliaire thermosensible cfap298
I présente également des agrégats de sco-spondine dans le canal central de la moelle
épiniére a 12 dpf (Bearce et al. 2022). Le fait que deux mutants ccdc1577 et cfap298
l- codant des protéines requises pour la motilité ciliaire perdent la RF aux stades
juvéniles suggeére que les cils motiles sont encore nécessaires a ces stades pour son
maintien. Ceci est en accord avec des données obtenues chez le rat adulte qui
montrent un renouvellement constant de la FR depuis son site de synthése dans le
SCO sous la forme d’'un « tapis roulant » qui apporte de la fibore néoformée dans le
canal central depuis la téte vers la queue (S. Rodriguez et al. 1990). Ce mode de
formation de la fibre, validé par imagerie sur embryons de poisson-zébre vivants
(gréace a la création d’'une lignée transgénique knock-in Scospondin-GFP (Troutwine
et al. 2020) perdure donc tout au long de la vie du poisson-zébre. De plus, la motilité
directionnelle du CSF en est un acteur clef, probablement en favorisant la
polymérisation des multi-méres de FR en direction caudale et en empéchant les

fibrilles de SCO d’envahir les ventricules télencéphaliques.
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3.2.2. Autre facteur participant a la scoliose chez le poisson-zébre au stade
juvénile
3.2.2.1. Implication de la signalisation des neuropeptides Urp1/Urp2 dans

la maintenance d’un axe droit

La génération d’un double mutant urp?” ;urp2’- ou du mutant pour leur récepteur
uts2r3’- a mis en évidence que la signalisation de ces neuropeptides via leur récepteur
est nécessaire pour maintenir un axe droit chez le poisson-zébre (Bearce et al. 2022;
Gaillard et al. 2023). En effet, ces mutants développent un phénotype cyphotique au
stade juvénile (visible entre 7 et 13 dpf) qui évolue vers une scoliose au stade adulte.
Urp1 et Urp2 agissent de maniére redondante pour maintenir la droiture de l'axe, la
perte d’un de ces neuropeptides conduit uniqguement a un phénotype cyphotique ou la
perte d’urp2 est plus sévere (Bearce et al. 2022; Gaillard et al. 2023). Urp1 et Urp2
sont donc nécessaires pour maintenir une morphologie droite de I'axe au cours de
I'adolescence en se fixant sur leur récepteur Uts2r3, et Urp2 joue un réle plus important
que Urp1. L’utilisation du colorant calcéine (entre 8 et 12 dpf) a permis de démontrer
que le double mutant urp1”; urp2’ ne présente aucun défaut de morphologie des
vertébres ou d’espacement, caractéristique des scolioses congénitales. Cependant,
le double mutant présente parfois des modifications de la forme des centres des
vertébres qui apparaissent plus courts a I'apex, probablement du fait des contraintes
physiques appliquées durant la croissance pendant la courbure de la colonne (Bearce
et al. 2022; Gaillard et al. 2023). Ces résultats indiquent que le double mutant urp 1
~;urp2’- est un bon modéle d’étude pour étudier la scoliose idiopathique.

Comme décrit précédemment, la diminution de la signalisation d’urp1/2 coincide avec
une courbure de la queue vers le bas au stade embryonnaire chez de nombreux
mutants ciliaires, comme observé chez le mutant cfap298™3%4 a4 28 hpf (Bearce et al.
2022). La comparaison de la déformation de la colonne vertébrale par analyse uCT a
3 mois entre le mutant de motilité ciliaire cfap2983% sauvé par le changement de
température et les mutants urp1”-;urp2’ et uts2r3’- a mis en évidence un angle de
Cobb augmenté d’un facteur x1,3 chez le mutant ciliaire par rapport au mutant urp 7
~:urp2’-. De plus, le mutant cfap298™3% posséde une déformation latérale de la
colonne vertébrale visible en plan dorsal, tandis que les mutants urp1” ;urp2’ et
uts2r3’ présente uniquement une courbure dorso-ventrale, visible en plan latéral. Ces

résultats suggérent que la diminution d’expression de urp2 chez le mutant cfap298im304
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et a plus large échelle dans d’autres mutants ciliaires n’explique que partiellement la
déformation de I'axe, et que d’autre(s) mécanisme(s) sont impliqués pour expliquer les
défauts de courbure latéraux, par exemple ceux présents chez des mutants de motilité

ciliaire.

3.2.2.2. Contribution partielle des CSF-cNs au développement de la

scoliose

Urp1 et urp2 sont exprimés par les CSF-cNs qui bordent le canal central de la moelle
épiniere. Ces cellules expriment spécifiquement le canal ionique Pkd2I1 et agissent
comme un organe de proprioception en contact étroit avec la FR (Bellegarda et al.
2023). Le mutant nul pkd2/1- de poisson-zébre, conduit a une perte de I'activité
calcique du canal pkd2l1 dans les cellules CSF-cNs (Sternberg et al. 2018). Ces
résultats ont été obtenus suite a l'utilisation de la technique d’enregistrement patch
clamp chez des contrbles et des mutants pkd2/17- agés de 30 hpf. Le mutant pkd2/1--
présente un axe droit au stade larvaire qui évolue vers une cyphose au stade juvénile
(Marie-Hardy et al. 2023). Cette déformation Iégére de la colonne vertébrale est moins
importante que celle observée chez le double mutant urp1” ; urp2’, ce qui suggére
qgue la maintenance d’un axe droit ne dépend pas uniquement de I'activité calcique de
ce canal ionique. Comme les CSF-cNs expriment un ensemble de canaux ioniques de
la méme famille, la perte de fonction d’'un des membres peut étre partiellement

compensée par 'activité des autres membres.

Deux modeles d’étude de la Sl chez le poisson-zébre ont mis en lumiére la
participation d’'une réponse inflammatoire anormale au développement de la scoliose.
Nous verrons que cette inflammation se localise dans le systéeme neural et qu'une
diminution de cette réponse immunitaire permet de sauver partiellement la pénétrance

et la sévérité de la scoliose.
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3.3. Mécanisme d’inflammation et scoliose : modéles émergents d’une
régulation de la courbure de la colonne médiée par la réponse

immunitaire

Le but de cette sous partie n’est pas de faire une description de tout le processus
inflammatoire et des différents médiateurs, mais de donner les clés en main au lecteur
pour comprendre le processus inflammatoire/stress oxydatif observé chez les modéles

de Sl de poisson-zebre.

3.3.1. Introduction générale a la réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée est la premiére réponse de I'organisme suite a une
blessure chimique/physique ou a une infection par un pathogéne (Horiguchi et al.
2018). Cette réponse immunitaire va impliquer de nombreux types de cellules
immunitaires comme les neutrophiles, les macrophages, qui présentent a leur surface
des récepteurs appelés « PRR » qui permettent de détecter les composants
microbiens conservés associés aux pathogenes ou des cellules endommagées (Taro
Kawai et Akira 2010). Les composants microbiens associés aux pathogénes sont
appelés PAMP. Les cellules endommagées possedent des motifs qui sont appelés
DAMP et ces deux types de motifs sont reconnus par les récepteurs toll-like (appelé
en anglais toll-like receptor « TLR »). Il existe de nombreux sous-type de TLR qui
conduisent a l'activation de divers protéines adaptatrices, et qui conduisent toutes a
I'activation en aval dans les cellules immunitaires des facteurs de transcription tels que
le facteur nucléaire kappa B (NF-kB), le facteur régulateur 3/7 de l'interféron (IFN) (T
Kawai et Akira 2006).

3.3.1.1. Les macrophages participent a la réponse inflammatoire

Les macrophages sont des acteurs clés qui participent a la défense contre une
infection ou une blessure et contribuent au processus inflammatoire. Suite a leur
activation par des PAMP ou DAMP, ces cellules vont produire et sécréter des facteurs
pro-inflammatoires (comme IL-6, IL-12, TNFa), des espéces réactives de I'oxygéne
(ERO ou ROS en anglais) (Rivera et al. 2016). Cette réponse a pour but de retarder

I'envahissement/progression des dommages dans d’autres tissus. Au stade quiescent
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des cellules, il existe un équilibre redox (balance anti/pro-oxydant) qui participe au
fonctionnement des cellules (Carriere et al. 2006). Dans le contexte du systeme
immunitaire, les ERO vont permettre de détruire le pathogéne phagocyté. Cependant,
une production excessive d’ERO est particuliérement dangereuse pour 'lhoméostasie
d’'une cellule car en trop grand exces, ils conduisent a une oxydation non spécifique
de molécules biologiques comme les protéines et les lipides, pouvant conduire a une
perte de fonction. Le glutathion joue donc un réle important car il s’agit d’'une molécule
anti-oxydante qui capte et réduit les ERO (Migdal et Serres 2011).

Il existe des macrophages de type 1 (M1) ou 2 (M2). Les macrophages M1 ont une
activité de phagocytose pour dégrader les débris extracellulaires et possédent
notamment une activité bactéricide. Ces macrophages M1 expriment une protéine
appelée perforine-2/géne 1 exprimée par les macrophages (Mpeg1) qui est impliquée
dans la formation de pore dans la membrane des cellules et des pathogénes,

conduisant a leur lyse (Bayly-Jones et al. 2020).

3.3.1.2. Le systeme du complément

Au sein du systéme immunitaire, le systeme du complément joue un rdle majeur dans
'élimination du « non-soi » comme des pathogénes/cellules endommagées qui
pourraient endommager I'organisme (Dunkelberger et Song 2010). Le systéme du
complément est un réseau de protéines complexes qui implique une cascade de
clivage protéolytique. Il existe 3 voies du complément qui ensemble conduisent a la
libération de signaux pro-inflammatoires (anaphylatoxines), a I'opsonisation qui
permet le ciblage des membranes des pathogénes a détruire et enfin a leur lyse. Parmi
les anaphylatoxines, on retrouve C3a, C4a, C5a qui ont des effets pro-inflammatoires
mais peuvent aussi avoir une pléiotropie de fonctions comme la contraction des
muscles lisses. Les protéines du complément C5b a C9 participent a la formation de

pores dans les membranes des cellules/pathogénes.

3.3.1.3. La microglie : fonctions dans le systéme nerveux

Dans le systéme nerveux, la microglie est une population de cellules résidentes qui
est impliquée dans la maintenance des réseaux neuronaux, et la réparation suite a

une blessure. Les cellules microgliales permettent le remodelage des synapses
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neuronales. En cas de blessure dans le systeme nerveux, ces cellules vont étre
impliquées dans ['élimination de microbes, de cellules mortes, ou d’agrégats
protéiques (Colonna et Butovsky 2017). La microglie agit comme des macrophages
du cerveau, et provient également de progéniteurs myéloides. La microglie peut donc
étre visualisée par un antigéne commun a ces deux lignages, la protéine cytosolique
lymphocyte 1 ou L-Plastin (LCP1). Les cellules microgliales sécretent des cytokines,
et des facteurs neurotrophiques qui sont importants pour le fonctionnement du
systéme nerveux et du systéme immunitaire. De la méme maniere que les
macrophages, les cellules microgliales présentent a leur surface des PRR qui
permettent la reconnaissance des DAMP et PAMP dans le systéme nerveux. Suite a
lactivation de la microglie, on retrouve deux classes appelées microglie M1 et
microglie M2 (Colonna et Butovsky 2017). La microglie M1 est pro-inflammatoire, et
sécréte un ensemble de cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a, IL-6, IL-1p3, IL-
12. Elle exprime également 'oxydase NAPDH qui conduit & une augmentation des
ERO. La microglie M2 est anti-inflammatoire et est impliquée dans les phases de
réparation du systéme nerveux. Les cellules microgliales M2 produisent d’autres

facteurs solubles comme IL-4, IL-13, IL-10.

Ensemble, les macrophages, les cellules microgliales et le systéeme du complément

participent a la réponse inflammatoire.

3.3.2. Induction de la scoliose par une infection bactérienne

Une infection bactérienne de Pseudoloma neurophilia, un pathogéne retrouvé
couramment dans les animaleries aquatiques est capable de conduire a I'apparition
d’'une scoliose chez les poissons (Sanders, Watral, et Kent 2012). Ce parasite envahit
en effet le systeme nerveux et les muscles, le plus fréquemment chez les poissons
ages, suggérant alors que I'activation importante du systéme immunitaire dans ces
régions pourraient contribuer a I'apparition d’'une cyphose. Il est intéressant de noter
gu’une infection de bactérie E.Coli dans la corde d’embryons de poisson-zébre a 48
hpf conduit a un recrutement important de macrophages exprimant IL1b a cet endroit
(Nguyen-Chi et al. 2014). L’infection précoce de la corde a pour conséquence tardive
le développement d’une scoliose au stade juvénile (60dpf) avec la présence de

vertébres fusionnées ou mal formées, caractéristiques de la SC. Ces résultats mettent
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en lumiére qu’une activation importante du systéme immunitaire a proximité des
vertébres (systéeme nerveux, muscles, corde) peut conduire a une scoliose ou une

cyphose chez le poisson-zébre.

3.3.3. Une réponse inflammatoire anormale participe au développement

d’une Sl chez le poisson-zébre

Actuellement, 3 études ont permis de mettre en évidence la contribution d’'une réponse
inflammatoire/stress oxydatif dans I'apparition et la sévérité de la scoliose.

Une analyse transcriptomique réalisée sur le tronc des mutants ptk7-- a 3 stades au
cours de la progression de la Sl (début de la scoliose, scoliose Iégére, scoliose sévere)
a permis la mise en évidence d’'une augmentation de I'expression des protéines du
complément et de la réponse immunitaire innée et inflammatoire (Van Gennip,
Boswell, et Ciruna 2018). Le mutant ptk7-- présente une évolution de ces marqueurs
en fonction du développement de la scoliose : a I'émergence de la scoliose, le mutant
ptk77- présente une augmentation de marqueurs de I'inflammation de la phase aiglie
type tnf ou de génes reliés aux ERO comme nox1. Les poissons trés scoliotiques
présentent une forte augmentation des marqueurs du complément, par exemple
C3a.2, C7, C4 et ceci est associé a une augmentation importante de marqueur de la
réponse inflammatoire comme le géne d'immuno-réponse 1-like (irg1l). Irg1l est le
gene le plus fortement surexprimé dans I'analyse transcriptomique et est exprimé en
réponse a une infection bactérienne ou une blessure induite par une inflammation, et
contribue au recrutement des macrophages et neutrophiles (Hall et al. 2014). De plus,
cette signature inflammatoire s’accompagne d'une invasion de macrophages
visualisée avec la lignée transgénique tg(mpeg1:eGFP) dans la moelle épiniére a
I'émergence de la scoliose a 18 dpf. Ces résultats suggerent alors qu’une neuro-
inflammation/stress oxydatif localisée dans le tronc du mutant ptk7/- participe a
I'apparition de la scoliose. De maniére trés intéressante, lorsque les mutants ptk7-
sont traités avec un agent anti-oxydant/anti-inflammatoire N-acetylcystéine (NAC) de
8 dpf a 40 dpf, l'incidence de la scoliose diminue significativement d’un facteur x4,7.
Le NAC est en effet une drogue capable de stimuler la production de glutathion, et
peut détoxifier les radiaux oxydés en se liant a eux (Samuni et al. 2013). Aprés avoir
retiré le NAC, les mutants ptk7-- sauvés développent rapidement une scoliose. Si ces

mutants sont traités avec le NAC a I'émergence de la scoliose, la sévérité de la
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scoliose mesurée avec les angles de Cobb est réduite d’un facteur x2,4. Ces résultats
mettent en lumiére qu’un traitement anti-inflammatoire/anti-oxydant est capable de

supprimer partiellement I'apparition et la sévérité de la scoliose chez le mutant de ptk7.

De la méme maniére, une analyse transcriptomique réalisée chez le mutant sspo™#+
scoliotique a 21 dpf a mis en évidence une augmentation des marqueurs
d’'inflammation (comme des marqueurs du complément) et de stress oxydatif (comme
noxo1) dans le cerveau (Rose et al. 2020), de maniére similaire aux marqueurs
retrouvés dans le tronc des mutants ptk7-- (Van Gennip, Boswell, et Ciruna 2018). Une
analyse par microscopie en temps réel a I'aide d’'une double lignée transgénique
Tg(tnfa::eGFP) et tg(mpeg1::mCherry) a permis de mettre en évidence une
augmentation du marqueur Tnfa dans la région du tectum optique par des cellules qui
ne présentent par le marqueur de macrophages Mpeg1. |l s’agit trés probablement de
la microglie résidente du systéme nerveux, qui serait activée et exprimerait TNFa.
Ainsi, un processus inflammatoire anormal est observé chez ces deux modeéles de Sl,
mais dans des endroits différents et qui mettent en jeu des acteurs inflammatoires

différents.

Suite a 'observation d’'une réponse transcriptomique inflammatoire et a la visualisation
de la microglie dans le cerveau des mutants sspo®™"#*, un traitement NACET (1mM)
sur le long terme a été réalisée avant 'émergence de la scoliose (7 dpf) et jusqu’a 30
dpf afin de tester son potentiel effet bénéfique sur I'apparition des scolioses. Ce
traitement a permis de diminuer la sévérité de la scoliose mais n’est pas capable de
restaurer le flux du LCS, altéré chez les mutants sspo®™, ’ensemble de ces résultats
permettent de conclure que le stress oxydatif et les marqueurs neuro-inflammatoires
représentent un mécanisme commun a l'origine de la scoliose idiopathique des
mutants ptk7 et sco-spondine. Ce processus d’inflammation serait donc une réponse
directe ou indirecte au défaut de motilité du LCS ou a la dépolymérisation de la RF
(Rose et al. 2020). Pour l'instant aucune étude n’a permis de comprendre l'origine de
cette inflammation au sein du tissus neural et comment elle participe au
développement d’'une courbure de I'axe. Nous discuterons de plusieurs hypothéses au
cours de ma discussion. Ces études apporteront de nouvelles découvertes sur les
facteurs contrélant la droiture de la colonne vertébrale chez les vertébrés, et pourraient

fournir de nouvelles méthodes de prévention chez les patients atteints de Sl.
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Enfin, méme si son origine est inconnue, I'équipe de Ciruna a montré que I'induction
d’'une réponse inflammatoire dans le systéme nerveux est suffisante pour induire une
scoliose chez le poisson-zébre. En générant des lignées transgéniques qui permettent
I'expression mosaique du géne codant pour la cytokine pro-inflammatoire interferon-y
1-2 (ifng1-2) ou I'enzyme mitochondriale productrice de ERO irg7/ dans le systéme
nerveux en utilisant le promoteur foxj7a, Van Gennip et al. ont mis en évidence que
les poissons développent une scoliose a 3 semaines, avec une pénétrance de 27% et
18,4% respectivement (Van Gennip, Boswell, et Ciruna 2018). Cette pénétrance
partielle peut étre expliquée par I'expression mosaique du transgéne dans la moelle
épiniére, visualisée avec une protéine de fusion. De plus, I'association de signaux pro-
inflammatoires et le développement d’'une scoliose est spécifique du systeme nerveux,
car les poissons exprimant le géne irg1l sous le contréle d’'un marqueur endothélial

mosaique n'ont pas développé de scoliose.

L’ensemble de ces études a permis de mettre en évidence plusieurs mécanismes
impliqués dans la maintenance d’un axe droit chez le poisson-zébre au stade juvénile.
La motilité ciliaire est importante pour maintenir un flux du LCS. Une perte de motilité
ou plus généralement une perte des cils des cellules épendymaires des ventricules du
cerveau ou des cils du plexus choroide coincide avec I'apparition d’'une scoliose. La
courbure de I'axe coincide avec la perte de la polymérisation de la FR. Un neuro-
inflammation participe a I'’émergence de la scoliose chez les mutants scoliotiques ptk7-
I et sspodmh4/* et les données actuelles suggérent ce processus se trouve en aval d’'un

défaut de motilité ciliaire.

Jusqu’a présent, parmi les mutants ciliaires de poisson-zébre qui développent une
scoliose au stade juvénile, seul le mutant de motilité ciliaire cfap298’- a été étudié en
détails pour comprendre les mécanismes sous-jacents de la pathologie. Il serait trés
intéressant de voir si les défauts observés chez ce mutant de motilité sont conservés
chez d’autres mutants ciliaires tels que les mutants de ZT, les BBS, ou d’autres

mutants de génes conduisant au Syndrome de Joubert chez ’lhomme.
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Objectifs de la these

La Sl correspond a une rotation tridimensionnelle de la colonne vertébrale. La maladie
se développe pendant la croissance rapide du corps a la puberté chez ’'homme, en
I'absence d'anomalies vertébrales sous-jacentes ou de défauts physiologiques. Bien
qu'elle touche 3 a 4 % de la population, son étiologie reste mal comprise, en grande
partie a cause de I'hétérogénéité génétique et du manque de modéles d’études

appropriés.

Des études génétiques sur le poisson-zébre ont mis en évidence qu'un défaut de
maintien de la fibre de Reissner, un polymére de glycoprotéine appelée sco-spondine,
sécrétée par I'organe subcommissural et présente le long des cavités du systéme
nerveux central, conduit a l'apparition d’'une scoliose au stade juvénile (stade
"adolescent") (Rose et al. 2020; Troutwine et al. 2020). L’altération de la motilité des
cils dans les embryons, nécessaire a la polymérisation de la fibre de Reissner
(Cantaut-Belarif et al. 2018), entraine également des défauts de courbure de l'axe,
coincidant avec une diminution de I'expression du gene du neuropeptide urp2. Trois
modeéles de poisson-zébre de Sl, les mutants ptk7--, kif6"-, katnb1”- présentent une
perte des touffes multi-ciliées des cellules épendymaires qui bordent les ventricules
du cerveau (ptk7--, kif6'-) (Van Gennip, Boswell, et Ciruna 2018; Buchan, Gray, et al.
2014) ou des cils du plexus choroide (katnb1’-) (Meyer-Miner et al. 2022) qui
coincident avec I'apparition de la scoliose au stade juvénile. De plus, les mutants
scoliotiques ptk77-, katnb1’- et le mutant thermosensible cfap298’- présentent une
réduction du flux ventriculaire du cerveau. Une analyse transcriptomique chez les
mutants scoliotiques sspo?™#* et ptk7-- a révélé un processus inflammatoire localisé
dans le systéme nerveux, qui peut étre contré par un traitement anti-inflammatoire, et
réduire la pénétrance et la sévérité de la scoliose (Rose et al. 2020; Van Gennip,
Boswell, et Ciruna 2018). L’ensemble de ces résultats suggérent alors un rdle clé du
maintien des multi-cils au stade juvénile pour permettre une circulation du flux du LCS,
et participer au maintien de la fibre de Reissner, qui peut alors induire I'expression d’'un
niveau correct ’'URPs afin de préserver la droiture de la colonne vertébrale. Il n'est
pas encore clair que ce scénario soit valide pour de nombreux mutants scoliotiques,

notamment les mutants ciliaires viables. Jusqu’a présent, seul le mutant de motilité
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ciliaire thermosensible cfap298’- a été étudié en détails pour comprendre I'étiologie de
la SI.

Avant mon arrivée au laboratoire, mon équipe a produit un mutant nul de poisson zébre
pour le géne de la ciliopathie rpgrip1l. Les poissons rpgrip1/'- développent de graves
déformations de la colonne vertébrale pendant le stade juvénile, en l'absence
d'anomalie des vertébres. Le mutant rpgrip1/ est donc un modele intéressant pour
étudier la Sl. Rpgrip1l code pour une protéine ciliaire ubiquitaire située dans la zone
de transition (TZ) des cils. Les cils sont des organites motiles et/ou sensoriels formés
de neuf doublets de microtubules émergeant du corps basal. lls transmettent les
signaux de I'environnement a la cellule et sont présents sur presque toutes les cellules
eucaryotes. La ZT est une région située a la base du cil et impliquée dans le contréle
de I'entrée et de la sortie des protéines, ce que I'on appelle la "porte ciliaire". Rpgrip1l
est un composant central de la ZT. Afin de mieux comprendre les mécanismes a
l'origine de la scoliose chez le mutant rpgrip7/-, une étude transcriptomique
comparative a été réalisée dans le cerveau et le tronc des contrbles et des mutants au
moment de |'apparition de la scoliose. Cette analyse a montré une surexpression de
nombreux génes chez les poissons rpgrip1t-, en particulier des génes impliqués dans
deux voies principales (1) les neuropeptides de la famille de I'Urotensine Il - urp1 et

urp2, (2) les génes impliqués dans la réponse immunitaire et l'inflammation.

Mon projet de thése a donc pour objectif de déterminer I'implication d’un contréle
neurologique dans la maintenance d’un axe droit chez le poisson-zébre, notamment
comment des défauts ciliaires participent a 'émergence de la scoliose idiopathique ?

Pour répondre a cette question, mon projet s’articule autour de 4 grands axes :

Axe 1 : Analyse des défauts présents dans le systéme nerveux : morphologie
ciliaire et composition du LCS chez le mutant rpgrip1l'-

Le développement de la scoliose chez le mutant rpgrip7/- est asynchrone pendant le
stade juvénile, nous voulons donc étudier la morphologie ciliaire dans le canal central
de la moelle épiniére, et les cavités du cerveau chez des mutants droits et scoliotiques
afin de déterminer quelle(s) population(s) de cils participent a I'émergence de la
scoliose. Pour se faire, des coupes transverses de cerveau et sagittales de tronc

seront réalisées et des anticorps dirigés contre des protéines ciliaires seront utilisées.
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De plus, nous souhaitons étudier la persistance de la fibre de Reissner chez les
mutants rpgrip1F- par immunofluorescence en utilisant un anticorps anti-FR ou en
utilisant la lignée transgénique tg(sspo:sspo-GFP) et déterminer si la perte de la FR
observée chez les animaux scoliotiques précede, coincide ou apparait aprés le début

de la courbure de 'axe.

Axe 2 : Expérience de sauvetage phénotypique de la scoliose par sauvetage
tissu spécifique

Afin de déterminer quel(s) population(s) de cellules participent a 'émergence de la
scoliose, nous voulons tenter de sauver le phénotype scoliotique du mutant rpgrip7F-,
en réalisant des sauvetages tissu-spécifiques en réintroduisant I'expression du géne
RPGRIP1L sous le contréle de promoteur exprimé spécifiquement soit dans les
cellules progénitrices de cils motiles (promoteur foxj7a) soit dans les cellules du

cartilage (enhancer col2a1a).

Axe 3: Expérience de sauvetage phénotypique de la scoliose par génie
génétique ou traitement de drogue

L’analyse transcriptomique a mis en lumiére deux processus dérégulés a 'émergence
de la scoliose chez le mutant rpgrip1F-: (1) une augmentation de I'expression des
neuropeptides urp1 et urp2 et (2) une augmentation des geénes liés a
'inflammation/stress oxydatif.

(1) L’objectif est dans un premier temps d’étudier dynamiquement I'augmentation
d’expression des neuropeptides par Q-PCR. Si nous confirmons cette
augmentation, nous souhaitons diminuer I'expression d’urp2 (le neuropeptide
le plus exprimé au stade juvénile) en enlevant une ou deux copies dans un fond
rpgrip1l- par croisement génétique (collaboration avec G. Pezeron du Muséum
d’Histoire Naturelle) et voir si cela peut sauver I'apparition de la scoliose.

(2) Nous souhaitons déterminer les tissus dans lesquels le mutant rpgrip1l
expérimente un processus inflammatoire. Si nous confirmons cette
inflammation, nous tenterons de la diminuer grace a un traitement anti-
inflammatoire/anti-oxydant, le N-acetyl Cystéine Ethyl Ester, utilisé
précédemment sur un autre modéle de Sl. Le traitement sera réalisé a

'émergence de la scoliose jusqu’au stade adulte, et nous permettra de
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déterminer s'’il est capable de retarder I'apparition ou la progression de la

scoliose chez les mutants rpgrip1/”-.

Axe 4 : Détermination des défauts cérébraux par analyse protéomique et mise
en lumiére d’un processus d’astrogliose dans le cerveau des mutants rpgrip1/-
Afin d’évaluer si le processus inflammatoire dans le systéme nerveux central est
couplé a la dérégulation d’autres processus, nous avons réalisé une analyse
protéomique sur des cerveaux disséqués a 3 mois entre des mutants scoliotiques
rpgrip1l- et des contréles. Nous avons observé la surexpression de plusieurs
protéines impliquées dans le transport vésiculaire appartenant a la famille des
Annexines (par exemple Annexine A2). L’objectif est de déterminer quelles populations
de cellules (microglie ou macrophages, cellules endothéliales, cellules de la glie
radiaire, cellules épendymaires, neurones) surexpriment cette protéine. Pour cela,
nous réaliserons des immunomarquages avec des anticorps dirigés contre ’Annexin
A2, la GFAP (marqueur de cellules radiaires gliaires), HUC (marqueur de neurones)
sur des coupes transverses de cerveau. Nous analyserons quels processus cellulaires
sont particulierement altérés en faisant une analyse bio-informatique avec le logiciel

Metascape.
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ABSTRACT

Cilia defects lead to scoliosis in zebrafish, but the underlying pathogenic mechanisms
are poorly understood. We dissected the mechanisms of scoliosis onset in a zebrafish
mutant for the rpgrip1/ gene, encoding a ciliary transition zone protein, which develops
scoliosis with near-total penetrance but asynchronous onset in juveniles. We took
advantage of this asynchrony, unique among reported zebrafish scoliosis models, to
determine which cellular defects precede or correlate with the onset of axis curvature.
We found that brain ventricle dilations, urp7/urp2 upregulation and neuroinflammation
preceded axis curvature, while the loss of multicilia tufts around the subcommissural
organ and the disappearance of the Reissner fiber coincided with curvature onset. To
explore the etiology of scoliosis in rpgrip1/”- fish, we performed genetic and chemical
rescue experiments, together with transcriptional and proteomic studies. We found that
the ubiquitous protein Rpgrip1l was exclusively required in foxj1a-expressing cells to
prevent axis curvature. URP upregulation did not contribute to scoliosis in rpgrip1/”-
fish, while inflammation increased scoliosis penetrance and severity. Finally, we
uncovered an astrogliosis process that developed within the subcommissural organ
and at the ventral surface of the rhombencephalic ventricle and then spread along
brain ventricles. We thus propose a model in which astrogliosis in a subset of foxj1a-
expressing cells in the brain initiates scoliosis by triggering the loss of motile multicilia
in its vicinity, leading to impaired RF polymerization. Our work suggests a novel
pathogenic mechanism of zebrafish scoliosis, involving spatially restricted brain

inflammation and astrogliosis preceding curvature onset.
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INTRODUCTION

Idiopathic scoliosis (IS) is a 3D rotation of the spine without vertebral anomalies that
affects 3% of adolescents worldwide. Its etiology remained mysterious, mainly
because of the lack of appropriate animal models and the complexity of its inheritance
profile in large families presenting a severe scoliosis trait [1]. Since the description of
the first IS model in the zebrafish ptk7 gene mutant [2], a number of mutants for genes
encoding ciliary proteins were shown to develop scoliosis at late larval and juvenile
stage (4 to 12 weeks post-fertilization, wpf) without any vertebral fusion or fracture,
highlighting the link between cilia function and straight axis maintenance in that species
[31[4].

Cilia are microtubular organelles with sensory and/or motile functions. Zebrafish
mutants in genes involved in cilia motility or in intraflagellar transport display severe
embryonic axis curvature and are usually not viable beyond larval stages. [3][5]. In
contrast, mutants in genes implicated in ciliary gating or ciliary trafficking encoding
respectively components of the transition zone (TZ) or the BBS complex [4][6]-[8],
survive to adult stage and some of them develop scoliosis with variable penetrance.
The molecular basis for these differences is still poorly understood, even if progress
has been made in our understanding of zebrafish scoliosis. Cilia-driven movements of
the cerebrospinal fluid (CSF) are involved in zebrafish axis straightness, both in
embryos and juveniles [3][9] and are tightly linked to the assembly and maintenance
of the Reissner fiber (RF), a SCO-spondin polymer secreted by the subcommissural
organ (SCO) and running down the brain and spinal cord CSF-filled cavities [10]. RF
loss at embryonic stage in null sco mutants is lethal while its loss at juvenile stage in
hypomorphic sco mutants triggers scoliosis with full penetrance [5][11]. Signaling
downstream of the RF in embryos implicates Urp1 and Urp2 , two neuropeptides of the
Urotensin 2 family expressed in CSF-contacting neurons (CSF-cNs), that trigger dorsal
muscle contraction in embryos and larvae [10][12][13][14]. Their combined mutations
or the mutation of their receptor gene uts2r3 lead to scoliosis at adult stages
[12][14][15]. However, whether RF maintenance and URP signaling are perturbed in
juvenile scoliotic mutants encoding TZ proteins (“TZ mutants”) and how these
perturbations are linked to scoliosis is unknown, especially as TZ mutants do not

display any sign of embryonic or larval cilia motility defects [4]. Finally, neuro-
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inflammation has been described in a small subset of zebrafish IS models for which
anti-inflammatory/anti-oxidant treatments (with NAC or NACET) partially rescue
scoliosis penetrance and severity [5][16].

In this paper we dissected the mechanisms of scoliosis appearance in a novel deletion
allele of the zebrafish TZ mutant rpgrip1/, which is viable and develops an axis
curvature phenotype with nearly full penetrance at juvenile stages. We took advantage
of its asynchronous onset to decipher the chronology of events leading to scoliosis.
We showed that the loss of motile cilia from multiciliated cells (MCCs) lateral to the
SCO and of the RF coincide with scoliosis onset. Thanks to various rescue
experiments and multi-omics studies, we propose a novel and unexpected role of local
astrogliosis and neuroinflammation at the top of the hierarchy of events leading to

scoliosis in the rpgrip 1/ mutant model.

RESULTS

Rpgrip1l - fish asynchronously develop scoliosis at juvenile stage and show

cilia defects

To study the mechanisms of scoliosis appearance upon ciliary dysfunction in zebrafish,
we made use of a viable zebrafish deletion mutant in the rpgrip1/ gene encoding a
ciliary transition zone protein (rpgrip1/*42°, Supplementary Figure S1-A, (thereafter
called rpgrip1l). The vast majority of rpgrip1l”- were straight, with occasionally a few
percent of mutants displaying a sigmoid curvature (from 0% to 10% maximum,
depending on the clutch). They did not display any additional defects found in many
ciliary mutants such as randomized left-right asymmetry, kidney cysts or retinal
anomalies [17]-[19] (Figure 1 and Supplementary Figure S1B). rpgrip1l”- animals
developed scoliosis during juvenile stages. Scoliosis appearance was asynchronous
between clutches, from 4 weeks post fertilization (wpf) to 11 wpf (1 to 2 cm length),
and also to a lesser extent withing a clutch. It initiated by slight upward bending of the
tail (the tail-up phenotype) and progressed toward severe curvature (Figure 1A, B) with
90% penetrance in adults (100% in females and 80% in males) (Figure 1C). Micro-
computed tomography (uCT) at two different stages (5 wpf and 23 wpf) confirmed that

spine curvature was tridimensional and initiated by a tail-up and showed no evidence

150



of vertebral fusion, malformation or fracture (Figure 1D-G and Supplementary Movie
1).

We observed normal cilia at embryonic stages in zebrafish rpgrip1/”- embryos
(Supplementary Figure 1 G-H) consistent with the observation of a straight axis without
laterality defects or kidney cysts. However, cilia were slightly longer in 5 dpf larvae
retina (Supplementary Figure S11-K). On scanning electron microscopy (SEM) of the
adult brain ventricles (Figure 1H-J’), cilia tufts of cerebellar ependymal cells from
scoliotic animals were very sparse and disorganized (Figure 1J, J’) compared to
controls (Figure 1H, H’), whereas cilia tufts of a straight rpgrip1/”- “escaper” were
morphologically normal even if less dense (Figure 1 I, I'). In the hindbrain, cilia of mono-
ciliated ependymal cells showed abnormal, irregular structures, with either bulged or
thinner parts (Figure 1, compare H” with I” and J” and J’). We also compared cilia
along the spinal cord central canal from straight and scoliotic juveniles (Figure1 K-M”).
Cilia density was reduced to the same extent, irrespective of the fish curvature status,
cilia length was increased (Figure 1 N, O) and Arl13b content was severely reduced
(Figure 1 K”, L”, M”). We also noted that the lumen of the central canal appeared
enlarged in all mutants at various A/P levels (Figure 1 P).

Thus, the ciliary mutant rpgrip7/”- displays a nearly fully penetrant juvenile scoliosis
without vertebral anomalies, making it a valuable model to study the etiology of
idiopathic scoliosis. Furthermore, its asynchronous curvature onset allowed us to
investigate the chronology of early defects leading to axis curvature. Our data revealed
that, at trunk level, the severity of ciliogenesis defects does not correlate with axis

curvature defects.

Rpgrip1l- juveniles show ventricular dilations and loss of the Reissner fiber at

scoliosis onset

Ciliary beating is an essential actor of CSF flow and of ventricular development in
zebrafish larvae [22]. Thus, ciliary defects in the brain of rpgrip1/”-adults and juveniles
could lead to abnormal ventricular volume and content. To determine whether
ventricular dilations could be precocious events associated with scoliosis, we analyzed
ventricular volume at the onset of spine curvature (Figure 2A-G). Ventricular
reconstruction was performed on cleared brains of 4 control and 4 rpgrip1/'- (3 tail-up

and 1 straight) fish at 5 wpf, stained with ZO1 to highlight the ventricular border and
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with Dil to outline brain shape, focusing on the posterior midbrain and hindbrain
ventricles (Figure 2A-D) We identified a significant increase in ventricle volume in
rpgrip11”- fish compared to controls, that was restricted to the ventral regions of the
caudal midbrain (ROI4.4) and hindbrain (ROI6), as confirmed by sections through the
hindbrain ventricle (Figure 2E, G). In conclusion, ventricle dilations were present in the
midbrain and hindbrain of rpgrip7/- fish, even in a straight mutant (green circles in
Figure 2F, G).

Ventricular dilations and defective ependymal ciliogenesis have been associated with
abnormal CSF flow and defective Reissner Fiber (RF) maintenance in several
zebrafish scoliotic fish [3][5]. The RF is mainly composed of SCO-spondin secreted by
the SCO and floor plate (FP) and its loss at juvenile stages triggers scoliosis in
zebrafish [5][11]. To visualize the RF, we either introduced by genetic cross one copy
of a scospondin-GFP knock-in allele [11] into rpgrip1/ 7~ animals or used an antibody
that labels the RF in zebrafish embryos [10][23]. The RF formed normally in rpgrip1F-
embryos, as expected given the absence of embryonic curvature (Supplementary
Figure 1 E, F). We could visualize the RF in wild-type adult brains in SEM
(Supplementary Figure 1 L-N). To study its maintenance in rpgrip7F- juveniles, we
immunostained spinal cord longitudinal sections of 7-8 wpf animals, a stage at which
half the mutants are still straight while the other half starts to develop a curved axis.
The RF was visualized as a 1 ym diameter rod in the central canal of the neural tube
and few dots were present in the apical cytoplasm of FP cells (Figure 21) as well as in
the SCO of all controls (n=8, Figure 2L, O). In rpgrip1l’-tail up and scoliotic fish, the
RF was absent at all axis levels and some SCO-spondin-positive debris were present
in the central canal (n=8, Figure 2K). Transverse sections at the level of the SCO
revealed abnormally packed material in the ventricle (Figure 2 N, Q). We also observed
that Sco-spondin aggregates spread anteriorly in forebrain choroid plexus cavities of
scoliotic juveniles (7/7), a situation never observed in controls (0/6) or in straight
juveniles (0/5) (Supplementary Figure 2 A-F). On the contrary, in all rpgrip1l”- straight
fish, the RF was present (n=9, Figure 2J). Thus, in rpgrip1l”- fish, the loss of RF

correlated with scoliosis onset.
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Scoliotic juveniles loose ciliated tufts lining posterior SCO level and introduction

of RPGRIP1L in foxj1a lineages rescues scoliosis

As CSF flow is instrumental in RF polymerization at embryonic stages, we assessed
whether the absence of motile cilia around the SCO could explain the RF
polymerisation defect in the subset of juveniles that develop scoliosis. Brain transverse
sections at SCO level and immunostaining against Sco-spondin-GFP revealed that
SCO width varied along its length from 24 cells anteriorly to 6-8 cells posteriorly (Figure
2L, O). This was associated with a change in surrounding cell populations. Dorsal
midline Sco-spondin secreting cells presented monocilia along the whole length of the
SCO in controls (Figure 3A, D), that were still present in all rpgrip1/7- juveniles (Figure
3 B, E, C, F). As SCO narrowed posteriorly, long ciliary tufts appeared on both sides,
as observed in the rat brain [24] (Figure 3G). These lateral tufts were preserved in
straight rpgrip1/”-juveniles (n=5) (Figure 3 H) but were abnormally long at anterior SCO
level and missing at posterior SCO level in tail-up or mildly scoliotic rpgrip7/- fish (n=7)
(Figure 3F, 3I).

Since we cannot exclude that defective CSF composition triggered by abnormal
forebrain choroid plexus (fChP) function, as suggested in another scoliotic model [25]
could contribute to defective RF polymerization, we also analyzed ciliogenesis defects

within the forebrain choroid plexus.

fChP sectioning anterior to the SCO revealed mono and multiciliated cell populations
with a specific distribution along the anterior-posterior axis as described in [26]. At the
level of the habenula nuclei, cells of dorsal and ventral midline territories were
monociliated, while lateral cells presented multicilia tufts (Figure 3J’, J”). rpgrip1l”-
juveniles, whether scoliotic, tail-up or straight, presented an incomplete penetrance of
ciliary defects in the fChP. Half of the straight (Supplementary Figure 2 K-K”; n= 2/4)
and scoliotic (Supplementary Figure 2 M-M”; n=3/5) juveniles presented mono and
multicilia in the fChP territory, while the remaining straight (Sup Figure 2 L-L”; n=2/4)
and scoliotic (Sup Figure 2 N-N"; n=2/5) rpgrip1F- displayed sparse and severely

elongated monocilia in a tissue devoid of multiciliated tufts.

This data shows that impaired RF polymerization in scoliotic rpgrip 7/ juveniles strictly

correlates with the loss of MCC at posterior SCO level while the incomplete penetrance
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of fChP ciliogenesis defects, irrespective of the curvature status of rpgrip 11 fish, ruled

out this tissue as a main driver of rpgrip1/”- scoliosis.

Since rpgrip1lis ubiquitously expressed in zebrafish [27], scoliosis might originate from
ciliary defects in multiple tissues or could be of neurological origin as shown for the
ptk7 and ktnb1 scoliotic models [14][26]. We tested if introducing by transgenesis a
tagged human RPGRIP1L protein under the control of the col2a1a enhancer (Figure 3
P) [28] or foxj1a enhancer [3] (Figure 3 O) would reduce scoliosis penetrance and
severity. The foxj1a enhancer used drives expression in motile ciliated cells, among
which ependymal cells lining CNS cavities, while the col2a1a regulatory region drives
expression in cartilage cells including intervertebral disks and semi-circular canals
cells, tissues that have been proposed to be defective in idiopathic scoliosis models
[28][29]. Introducing one copy of the transgene Foxj1a:5XMycRPGRIP1L into rpgrip1F
~ was sufficient to fully rescue scoliosis (Figure 3 O) while RPGRIP1L expression
triggered by the Col2at1a promoter did not have any beneficial effect on scoliosis

penetrance or severity (Figure 3 P).

In conclusion, the loss of rpgrip1l in foxj1a-expressing cells drives scoliosis, most
probably by affecting MCCs around the SCO.

Regulators of motile ciliogenesis, embryonic axis straightness and inflammation

genes are upregulated in rpgrip1l”- juveniles

To get further insight into the early mechanisms of spine curvatures in rpgrip 1/ mutants,
we obtained the transcriptomes of the brain and dorsal trunk of 5 control (2 wt and 3
rgprip11*~) and 7 rpgrip1l- juveniles at scoliosis onset (6 tail-up and 1 straight).
Differential gene expression analysis was performed with one-way ANOVA. A
complete annotated gene list is displayed in Supplementary Table 1. This analysis
showed a large predominance of upregulated genes in the dorsal trunk (32
downregulated vs 1001 upregulated genes), and less in the brain (56 downregulated
vs 235 upregulated genes) (Figure 4A). In the trunk, the most upregulated biological
processes in GO term analysis included cilium movement, cilium assembly, cell
adhesion, extracellular matrix organization and inflammation (Fig 4B). Many genes

upregulated in the brain were also upregulated in the trunk, suggesting that, in the

154



trunk, these genes were specific to the CNS (Figure 4C). Among the 15 most significant
GO terms, 9 were related to cilium movement or cilium assembly (not shown). This
was likely due to the 5-fold upregulation of foxj7a, encoding a master transcriptional
activator of genes involved in ciliary motility [30][31] (Figure 4D). To confirm this
hypothesis, we compared our dataset with those of targets of Foxj1 from [33]-[35]. 208
upregulated genes were targets of Foxj1, of whom 146 were direct targets
(Supplementary Table 2). Another large series of genes overexpressed in mutants
were involved in inflammatory processes and immune response (Figure 4D),

reminiscent of the ptk7 scoliotic mutant [16].

Several genes encoding regulators of embryonic axis curvature were upregulated in
rpgrip1l7- fish, among which pkd1b [36], urp1 and urp2 [12][14][15] and scospondin
[5][10][11]. urp1 and urp2 encode peptides of the Urotensin 2 family and are expressed
in ventral spinal CSF-cNs [36][37]. Their downregulation underlies embryonic ventral
curvature of several cilia motility mutants [12] and their combined loss of function
induces larval kyphosis that evolves into adult scoliosis [14][15]. Our observation of an
upregulation points to the fact that the pathogenic mechanisms of axis curvature can
differ between stages and the nature of the invalidated gene. Nevertheless, an
increased dose of URP peptides can produce an upward curvature in embryos [12]
and juveniles [13][15], allowing to postulate that an altered level of URPs might

participate in rpgrip1/ axis curvature.

URP upregulation does not contribute to Rpgrip1l scoliosis penetrance or

severity

To independently validate URP upregulation in rpgrip1l-, urp1 and urp2 expression
levels were monitored via gRT-PCR on individual straight or scoliotic rpgrip1/”- juvenile
and adult fish. urp2 was the most highly expressed gene among all urp members at
juvenile stages (Figure 5 D-E and Supplementary Figure 3A-E). urp2 expression was
upregulated in 5 weeks juveniles, both in straight and scoliotic fish and the upregulation
was maintained in adult scoliotic fish (Figure 5A). We thus decided to decrease global
URP production by downregulating urp2 expression level via genetic means. We
generated double heterozygous fish for the rpgrip1l deletion allele and the recently

generated urp2 deleted allele [14] to produce double mutants and siblings. The
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removal of one or two urp2 allele(s) [14] in rpgrip1F-fish did not lower their curvature
index (Figure 5 B and Supplementary fig 3F-H), neither at two months (Supplementary
Figure 4F) nor at four months (Supplementary Figure 4H), using the curvature
quantification method on whole fish (described in Supplementary 2 G and methods).
We also showed that the 4 other urp family members were not upregulated in
compensation of urp2 total loss (Figure 5E for urp7 and Supplementary Figure 3C-E
for urp, uts2a and uts2b). We observed that urp2 messenger amounts were reduced
by removing one or two functional copies of urp2, probably as a consequence of mMRNA
decay, previously observed in [14] (Figure 5D).

We therefore succeeded in lowering global URP expression level in rpgrip1/ mutants
without producing any beneficial effect on its axis curvature phenotype, ruling out

altered URP signaling as a main driver of scoliosis in rpgrip 1/ mutants.

Brain neuroinflammation contributes to scoliosis penetrance and severity

Innate and adaptative immune system markers are upregulated in the brain and dorsal
trunk transcriptomes suggesting that inflammation through the activation and
proliferation of immune cells could play a role in axis curvature, as observed in ptk7
and sspo scoliotic models [5][39]. To assess the repartition of immune cells at scoliosis
onset, we performed immunostaining on brain and trunk sections for the LCP1/L-
Plastin marker, which labels both macrophages and microglia. A two-fold increase in
the number of ramified Lcp1-positive cells was detected at optic tectum levels in
straight rpgrip1/”- juveniles compared to controls as illustrated in Figure 6 A-G at the
level of the optic tectum, while scoliotic rpgrip7- fish have similar Lcp1* cell number
as compared to control fish in the brain (Figure 6 G). This Lcp1 increase in neural
tissue was restricted to the tectum since we did not detect any significant difference in
the cerebellum and the spinal cord (Sup Figure 6 A-B). Together, these results showed
that an increase in immune cells within the anterior brain precedes scoliosis onset in

rpgrip117-juvenile fish.

We decided to counteract inflammation before curvature initiation by performing a
drug treatment with the hope of reducing scoliosis penetrance and severity. We used
the NACET anti-oxidant and anti-inflammatory drug that successfully reduced scoliosis

of scospondin hypomorphic mutant fish [5]. We first assayed the biological activity of
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our NACET batch on the ciliary motility mutant dnaaf1”- [40]. Indeed, NACET was
shown to rescue the embryonic tail-down phenotype of the ciliary motility mutant
ccdc151% [5] and we observed that a 3mM NACET treatment rescued the dnaaf1”- tail-
down phenotype (supplementary Figure 4B-F). We used half of the concentration (1.5
mM) that rescues the embryonic tail-down phenotype as in [5], to perform a long-term
treatment, from 4 weeks to 12 weeks, on the progeny of rpgrip 1/*-incrosses. This long-
term treatment reduced scoliosis penetrance from 92% to 58% (Figure 6H) and

markedly reduced spinal curvature index, as measured and illustrated in (Figure 6I-L’).

To investigate whether the individual curvature index of a fish may be correlated with
a specific inflammation signature, we assayed immune marker expression levels by
gRT-PCR in individual, treated and untreated, adult fish. Most immune markers that
were upregulated at scoliosis onset in rpgrip7F- in our transcriptomic dataset were
unchanged in untreated adult scoliotic fish, as shown for the highest upregulated
immune gene of our transcriptome dataset irg7/ and others (Supplementary Figure 4G-
). These results, together with the observation that the highest number of immune cells
were present in the brain of straight mutants and not in scoliotic mutants, suggest the
existence of an inflammatory episode before and at scoliosis onset that does not

persist till adulthood.

Our data thus show that rpgrip7F- juvenile fish present a brain inflammation signature
at scoliosis onset and that an anti-inflammatory/anti-oxidant treatment on the rpgrip 1
 juveniles is able to maintain a straight axis in approximately one third of the mutants

and to slow down curve progression in the other two thirds.

Astrogliosis at SCO and cerebellar levels precedes scoliosis onset

To characterize long-lasting defects present in the mutant brains at protein level, we
performed a quantitative proteomic analysis by mass spectrometry to compare 5
rpgrip1l”- brains to 5 control brains at adult stages. This analysis detected 5706
proteins among which only 26 were differentially expressed between both conditions
with an FDR of 5%, associated with a P value of 1.103. 22 were present in higher and
4 in lower quantity, as illustrated in Figure 7A (volcano-plot) and Supplementary Table

3. Among the proteins that were present in higher quantity in mutants, several
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members of the Annexin family were identified: Anxa-2a, Anxa-1a, Anxa-5b (Figure
7A-B). Anxa-2a was also upregulated in the transcriptome of rpgrip7H- at scoliosis
onset demonstrating a persistent increase of Annexin-2a amounts until the adult stage.
These molecules are involved in a wide array of intracellular trafficking processes
among which diverse immune system functions. The list also contained upregulated
proteins more specifically involved in immune response such as Stat3, Jak1, and
several proteins of the complement cascade and its regulation (C3, C7, C9, Ptx3)
(Figure 7 B, Supplementary Table 3), thus identifying a long-lasting immune signature
at protein level within scoliotic fish.

To assess if the most differentially expressed protein, Anxa2, was specifically enriched
in immune cells, we immunostained brain sections. To our surprise, we observed a
highly restricted Anxa2 staining on SCO cells and on ventral ependymal cells of the
rhombencephalic ventricle (RhV), that was barely detectable in controls and much
stronger in mutants (Supplementary Figure 6B, E, H, K). Anxa2 signal was mainly
cytoplasmic and, in mutants, spread over long cellular extensions reaching the pial
surface of the rhombencephalon (Supplementary Figure 6K). This cell shape is
characteristic of radial glial cells, a cell type that behaves as neural and glial
progenitors and also plays astrocytic functions in zebrafish, as anamniote brains are
devoid of stellate astrocytes [38][39]. To confirm the glial nature of Anxa2-positive cells
and reveal a potential astrogliosis phenotype in mutants, we double-labelled brain
sections with GFAP and AnxaZ2. In adult mutants, SCO cells were strongly double-
positive for Anxa2 and GFAP, while controls displayed much weaker labelling for GFAP
in the SCO and no labelling for Anxa2 (Supplementary Figure 6A-F). We made similar
observations at rhombencephalic ventricule (RhV) level: most ventral ependymal cells
of this territory were positive for Anxa2 and strongly positive for GFAP, and GFAP
labelling was much higher in mutants than in controls (Supplementary Figure 6 G-L).
To assay whether an astrogliosis-like phenotype is present at scoliotic onset and could
be associated with the presence of immune cells, we immunostained GFAP together
with Lcp1 on juvenile brain sections of straight and tail-up mutants and controls. Tail-
up juveniles (n=3/3) presented a strong GFAP staining in almost all cells of the SCO
and along Rhombencephalic ventricle, higher than control levels (Figure 7E, |, H, L and
Figure 7M), while the phenotype of straight fish was heterogenous: two out of four
juveniles presented some positive GFAP cells (Figure 7G, K and red dots on Figure

7M graph, and Figure 7F, J and green dots on Figure 7M graph) as confirmed by cell
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quantification (Figure 7M). As scoliosis onset is asynchronous in rpgrip?t”-,
heterogenous GFAP staining among straight mutant fish may support an early role of
astrogliosis at SCO and cerebellar levels in scoliosis onset. Astrogliosis may be
reinforced or induced by an inflammatory environment containing cytokines released
by microglia or macrophages or the presence of high level of ROS and NO [43]. Indeed,
the straight mutants (2/4) that presented a high GFAP staining within SCO cells (Figure
7 N-Q) also showed a higher number of Lcp1 positive cells of ameboid shape around
the SCO than in controls (red dots in 7R graph).

Our data thus uncovers an early astrogliosis process initiated at the SCO and
Rhombencephalic Ventricule levels and preceding the local loss of multicilia and of the
RF polymerization defect. Astrogliosis then spreads along the brain ventricles and

becomes prominent in scoliotic adults.

DISCUSSION

In this paper we dissected the mechanisms of scoliosis appearance in zebrafish
mutants for the TZ gene rpgrip1l, taking advantage of its asynchronous onset to
decipher the chronology of events leading to scoliosis. We found that increased urp1/2
expression preceded scoliosis onset in rpgrip1/- juveniles. However, genetic
experiments ruled out an involvement of increased URP signaling in scoliosis
development in this model. We also found an increase of LCP1-positive immune cells
in the brain of rpgrip1F- juveniles before scoliosis onset, correlating with increased
expression of inflammation genes. NACET treatment confirmed that increased
inflammation participated in the penetrance and severity of scoliosis in rpgrip1t- fish.
Importantly, our results showed an asynchronous astrogliosis in the SCO in straight
rpgrip1l- that became widely spread at scoliosis onset. It precedes the coincident
appearance of two events: loss of cilia on MCCs at SCO exit and depolymerization of
the Reissner fiber at scoliosis onset. This surprising spatiotemporal correlation
suggests that astrogliosis triggers multicilia loss at the SCO exit, which impairs RF
polymerization. This proposed cascade of events brings new light on the origin of

scoliosis in a ciliary gene mutant.

159



Rpgrip1l is a ciliary gene, and cilia defects lead to RF loss and scoliosis in several
zebrafish mutants. Here we showed that rpgrip 1/ deficiency affected cilia maintenance
differentially depending on the territory and the developmental stage, raising the
question of which ciliated cells are responsible for RF loss and scoliosis initiation. We
showed sparser and abnormally long monocilia in the central canal of all juveniles at
stages preceding axis curvature. Ciliary tufts around SCO exit were present in straight
rpgrip1l- juveniles and absent in scoliotic rpgrip1t-. We also observed scoliotic
juveniles with normal MCCs within the forebrain choroid plexus but no multicilia tufts
CC around the SCO. This suggests that multicilia along CNS ventricles are gradually
lost in different ependymal territories in rpgrip1/-. MCCs at SCO exit are likely to create
a CSF flow to promote RF polymerization, a hypothesis reinforced by the strict
correlation of their loss with RF absence at scoliosis onset. Indeed, RF loss in rpgrip1F
- fish is not caused by defective expression or secretion of SCO-spondin by the SCO,
as large SCO-spondin aggregates are present within the adjacent ventricles and do
not accumulate within cell bodies, pointing to a polymerization defect. Aggregates
could be found all along the brain ventricles, both anteriorly in the forebrain at the level
of the forebrain choroid plexus and posteriorly under the tectum, suggesting the
absence of a directional CSF flow at scoliosis onset. Thus, it is likely that both CSF
flow defect and RF loss are present at scoliosis onset in rpgrip7F-, phenotypes in
common with some zebrafish IS models (ptk7, cfap298 ¢, ccdc151 ) [3] but not all
(utsr3”, [urp1-urp2”]) [14][15].

Recent work suggested that impairment of ciliogenesis in the fChP of the ktn1b mutant
could play a role in inducing axis curvature, since multicilia from ependymal cells lining
cerebellar ventricles were preserved [25], pointing that defects in another foxj1a
expressing population could trigger scoliosis in that mutant. In the case of the rpgrip1/
mutant, we could decorrelate fChP ciliogenesis defects with axis curvature, ruling out
this cell type as crucial for the maintenance of axis straightness in this mutant. This,
combined with data from D’Gama who showed that the total loss of MCC in the fChP
of [foxj1b”, gmnc™] did not trigger axis curvature [26], suggests that another foxj1a-
expressing population is crucial for axis maintenance in ciliary mutants. Our results

strongly suggest that this population corresponds to the MCCs lining SCO exit.
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Our transcriptomic analysis and gRT-PCR data challenges a model proposed for axis
straightness of zebrafish embryos in which loss of RF down-regulates urp2 and urp1
expression [13] since we observed an upregulation of both genes before and after RF
loss. As forced expression of urp1/2 induces a tail-up phenotype in embryos and
juveniles [12][13][15], we attempted to rescue rpgrip1/”- axis curvature by down-
regulating URP expression. No beneficial effect on scoliosis penetrance nor severity
was observed, indicating that increased URP expression level does not significantly
contribute to axis curvature in rpgrip1/”- This implies that several molecular pathways
independently or redundantly maintain axis straightness in zebrafish, perhaps
specifically along different directions. This is suggested by the directionality of
curvature in the different mutants and their early progression, a tail-down defect
followed by kyphosis in Urp-signaling mutants and pkd2/1 mutants [14][15][41],
whereas rpgrip1/7- display a slight tail-up defect associated with marked medio-lateral

ondulations.

In this study, we showed that RPGRIP1L rescued axis curvature when expressed
under the control of foxj7a enhancer. Moreover, we found an unexpected spectacular
defect that we identified as astrogliosis, arising in a subdomain of Foxj1a-positive cells,
within the SCO and ventral ependymal cells lining the rhombencephalic ventricule. This
implies that Rpgrip 1l protects directly or indirectly astroglial progenitors and ependymal
cells from astrogliosis by yet unknown mechanisms. The observation of astrogliosis in
some straight juveniles mutants before MCC loss around the SCO and RF loss
suggests a sequence of events in which progressive astrogliosis in rgprip1H- juveniles

leads to loss of cilia in MCCs at the SCO and thus to defects in RF polymerization.

The proteomic data pointed to two altered processes that may underly gradual
multicilia loss in the brain and astrogliosis, an inflammatory environment and a low
pyruvate metabolism. Indeed, GSK3bb amount is increased by 2.4 fold in rpgrip1]
mutant brains (P 0.001, Supplementary Table 3), and this is of particular interest since
abnormally high GSK3R activity underlies multiple neurodegenerative pathologies
such as Alzheimer disease, X-fragile and Rett syndromes. Down-regulating this
enzymatic activity was shown to prevent gliosis in the corresponding murine animal
models [45]-[47] and more precisely to lower Nfkb1 inflammatory activity in the

cerebellum of Mecp2 murine model of the Rett syndrome. The presence of an
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inflammatory environment in the CNS and in vicinity of the SCO may inhibit ciliogenesis
of neighbouring multiciliated cells as shown in the brain of mice presenting high NF-kB
activity in astrocytes [48]. This study also highlighted that high NF-kB activity impacted
ependymal ciliogenesis in restricted territories (leaving lateral ependymal cells and
choroid plexus multicilia intact) and over a restricted time-window in the developing
brain. The Metascape analysis also indicated a significant reduction in the amount of
several enzymes implicated in pyruvate metabolism (Figure 7 B), which is of particular
interest in light of a recent report demonstrating that a reduction of the activity of this

pathway strongly impaired the ciliogenesis of Xenopus epidermis MCC [49].

Furthermore, our data highlight a role of rpgrip1/ in preventing a transient episode of
neuro-inflammation in the brain of juveniles, as all mutants display an increased
number of Lcp1-positive cells at all antero-posterior brain levels, in regions poor in cell
bodies and rich in cell projections. Lcp1+ immune cells may be recruited to phagocyte
damaged neurons or improperly myelinated tracts. We noted in the proteomic analysis
that mutant brains presented a moderate down regulation of some pyruvate
metabolism markers and electron transport chain actors (Figure 7D) that suggested a
reduction of mitochondrial activities as well as an increase of cell death inducer
markers (Figure 7E). Further studies will decipher if these defects participate in Lcp1
cells recruitment in rpgrip7/- juveniles.

This Lcp1 population likely produced inflammatory signals in the brain parenchyma
that could indirectly increase astrogliosis at ventricle levels. Indeed, even if rpgrip1/
may have an autonomous function to prevent astrogliosis in radial glial cells (as
supported by the rescue experiment with the foxj7a promoter), the presence of few
amoeboid Lcp1+ cells around the mutant SCO suggests that a second immune
population could participate in astrogliosis reinforcement. At later stages, GFAP
upregulation became widespread along CNS cavities. To our knowledge, this is the
first report of severe astrogliosis in the brain of a ciliary mutant in zebrafish, that may
parallel the situation observed in two murine models of primary ciliary dyskinesia with

decreased CSF flow and gliosis at juvenile stage [50].

Overall, our data support a model in which progressive astrogliosis at the level of the

SCO and ventral ependymal cells lining the rhombencephalic ventricle in a widespread
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inflammatory environment has a negative impact on multicilia maintenance in these
two regions. The loss of motile multicilia, particularly at SCO exit impairs continuous

RF polymerization, leading to its late loss at juvenile stages and finally to scoliosis.
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EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Zebrafish

Wild-type, rpgrip1/e*4 and rpgrip1/* zebrafish embryos and adults were raised, staged
and maintained as previously described [51]. All our experiments were made in
agreement with the european Directive 210/63/EU on the protection of animals used
for scientific purposes, and the French application decree ‘Décret 2013-118’. The
projects of our group have been approved by our local ethical committee ‘Comité
d'éthique Charles Darwin’. The authorization number is APAFIS #31540-
2021051809258003 v4. The fish facility has been approved by the French ‘Service for

animal protection and health’ with approval number A750525. All experiments were

167



performed on Danio rerio embryos of mixed AB/TL background. Animals were raised
at 28.5°C under a 14/10 light/dark cycle.

KEY RESOURCES TABLE

Reagent type
or resource

Designation

Source or
reference

Identifiers

Additional
information

Antibody

Rabbit
polyclonal IgG
anti-bovine
Reissner Fiber

Didier et al
1995

Courtesy of
Dr. S.Gobron

1:200

Antibody

Mouse
monoclonal
IgG1k anti
Z01-1A12

Thermofisher

#33-9100

1:150

Antibody

Mouse
monoclonal
IgG2b anti-
acetylated-

tubulin (clone
6-11B-1)

Sigma-Aldrich

#T 6793
RRID:
AB_477585

1:400

Antibody

Mouse
monoclonal
IgG1 anti
glutamylated
Tubulin

Adipogen

#AG-20B-
0020-C100

1:500

Antibody

Rabbit
polyclonal
anti-Arl13b

Proteintech

#17711-1-AP

1:200

Antibody

Mouse
monoclonal
IgG1 anti-
GFAP

Sigma

#G3893

1:400

Antibody

Chicken
monoclonal
IgY anti-GFP

AVES lab

#GFP-1020

1:200

Antibody

Mouse
monoclonal
IgG2a anti-
myc (clone

9b11)

Cell signaling

#2276

1:200
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Rabbit

Antibody polyclonal GeneTex #GTX124420 1:200
anti-LCP1 '
Mouse
, monoclonal Siama #T6557
Antlbody |gG1 anti- g 1:500
gamma-tubulin
Mouse
, polyclonal Proteintech #11256-1-AP
Antibody anti-annexin 1:200
A2
Goat ant- Molecular #A-21126
Antibody mouse 1gG1 robes RRID:AB 253 1:400
Alexa633 P 5768
Goat ant- Molecular #A21124
Antibody mouse 1gG1 P RRID: 1:400
robes :
Alexa568 AB_2535766
Goat anti- Molecular #A21134
Antibody mouse l1gG2a RRID:AB 253 1:400
Al probes D _
exa568 5773
Goat anti- Molecular #A21131
Antibody mouse 1gG2a robes RRID:AB 141 1:400
Alexa488 P 618
Goat anti- Molecular # A-21146
Antibody mouse 1gG2b robes RRID:AB_253 1:400
Alexa633 P 5782
Goat anti- Molecular #A-21144
Antibody mouse 1gG2b orobes RRID: 1:400
Alexa568 AB 2535780
Goat anti- Molecular # A-11011
Antibody rabbit 1IgG robes RRID:AB_143 1:400
Alexa568 P 157
Goat ant- Molecular #A-11008
Antibody rabbit IgG robes RRID: 1:400
Alexa488 P AB_143165
FITC donkey Jackson
Antibody Anti-Chicken | ImmunoResea | # 703-096-155 1:200
lgY rch
Chemical Vectashield Vector. H-1000
Laboratories
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Strain (Danio

zebrafish wild-
type AB or (TL

rerio) x AB) hybrid N/A N/A
strains
Strain (Danio | 2°Prafish This
rerio) rpgrip 1l . manuscript
mutant strain
Strain (Danio | ZePbrafish This
. rpgrip1/6* .
rerio) . manuscript
mutant strain
Strain (Danio Zebrafish [14] ZDB-ALT-
rerio) urp2*+- 230207-5
Strain (Danio Zebrafish [40]
rerio) dnaaf 1im317o/+
Foxj1
Recombinant promoter- [3]
DNA enhancer
sequence
Software LASX Leica
Amira for Life .
Software & Biomedical Therm" El;her
: Scientific
Sciences
Software CRISPOR [52] http://crispor.te
for.net/
https://image;.
Software Fiji/lmageJ [53] net/Fiji/Downlo
ads
Software Partek Flow™ PARTEK®
Partek
Software Genomics PARTEK®
Suite™
Software DAVID [54] hitps://david.n
cifcrf.gov/
PRISM https://lwww.gr
Software GraphPad aphpad.com/
https://metasc
ape.org/gp/ind
Software Metascape ex.html#/main/

step1
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https://fr.math

The works.com/pro
Software Matlab Mathworks, ducts/matlab.h
Inc. tmi
NRecon Micro
Software reconstruction | photonics Inc.
software
Software CTvox Bruker
Other
Refractometer | Roth Sochiel DR 301-95
EURL
Confocal .
microscope Leica SP5
Confocal ) LSM 980
microscope Zeiss Inverted
Confocal _
microscope Zeiss LSM 710
AXIOZOOM
Macroscope Zeiss V16
Micro-scanner Bruker Skyscan 1272
Microtome Leica RM2125RT
Q-PCR Applied Step One plus
apparatus Biosystems

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Sylvie Schneider-Maunoury

sylvie.schneider-maunoury@sorbonne-universite.fr
Christine Vesque

Christine.vesque@upmc.fr

METHOD DETAILS

Rpgrip1l mutant generation and genotyping

Guide RNA preparation and microinjection
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Crispr target sites were selected for their high predicted specificity and efficiency using
the CRISPOR online tool. Real efficiency was assessed on zebrafish embryos by T7E1
test. The two most efficient guides (Rpgrip1l_x4_G1:
GCTTACGGTCCTTCACCAGACGG and Rpgrip1l_x25_G3:
CCTCAGTTGACAGGTTTCAGCGG) respectively situated 24 nt from beginning of
exon 4 and 82 nt downstream of exon 25 were kept for further experiments.

sgRNA transcription templates were obtained by PCR using T7_Rpgrip1l-x4_G1_Fw

primer (5-
GAAATTAATACGACTCACTATAGGCTTACGGTCCTTCACCAGAGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC- 3" or T7_Rpgrip1l-x25_G3_Fw (5"

GAAATTAATACGACTCACTATAGGCCTCAGTTGACAGGTTTCAGGTTTTAGAGCT
AGAAATAG C-3') as forward primer and sgRNA_R universal primer (5'-
AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTT
AACTTGCTA TTTCTAGCTCTAAAAC-3') as reverse primer. sgRNAs were
transcribed using Megascript T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) and purified using NucleoSpin® RNA Clean up XS kit (Macherey Nagel, Duren,
Germany). sgRNA:Cas9 RNP complex was obtain by incubating Cas9 protein (gift of
TACGENE, Paris, France) (7.5 pM) with sgRNA (10 uM) in 20 mM Hepes-NaOH pH
7.5, 150 mM KCI for 10 min at 28 °C. 1-2 nl was injected per embryo. For deletion,
Rpgrip1l_x4_G1 and Rpgrip1l_x25_G3 RNP complexes were mixed half and half.

Screening and genotyping

Injected (FO) fish were screened for germline transmission by crossing with wild type
fish and extracting genomic DNA from obtained embryos. For genomic DNA extraction,
caudal fin (juveniles/adults) or whole embryo DNA were used. Genomic DNA was
isolated with Proteinase K (PK) digestion in 40 of lysis buffer (100 mM Tris-HCI pH 7.5,
1 mM EDTA, 250 mM NaCl, 0.2% SDS, 0.1 ug/ul Proteinase K) for embryos (300 pl
for adult fin) overnight at 37°C with agitation. PK enzyme was inactivated 10 min at
90°C and a five-fold dilution was used as a template for PCR amplification. Genotyping
of mutations in exon 4 and deletion between the two Crispr target sites was performed
by PCR using Rpgrip1l-ex4-del (CCCACACTGCATACGCACTC) as forward primers
for deletion and Rpgrip1l_ex25 R3 (GTTGTGTCTCTGCCATATATTG) as reverse
primers for deletion and Rpgrip1l_x25 25F (AGTGTGCGGTACATCTCCAA) as

forward primers as forward primers for mutation.
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For urp2 genotyping, caudal thin from adults were extracted in 300yl of lysis solution and PCR
was performed as above to detect exon 5 deletion using the following primers: urp2-F1
(TGATTACTAGCCCTGTCCCAAC) and urp2-R1 (AGGTACAGTACACACGTCACAG).

MCT scans

The samples were scanned on a Bruker micro scanner (Skyscan 1272) with a
resolution of 8.5 uym, a rotation step of 0.55° and a total rotation of 180°. For the
acquisition of adult fish (2.5 cm), a 0.25 mm aluminium filter was used, for a voltage of
50 kV and an intensity of 180 mA, for juvenile fish (0.9 to 1.2 cm) the filter was omitted,
and a voltage of 60 kV was used with an intensity of 166 mA. Each image contained
1008 x 672 pixels and was based on the average of 3 images. The 3D reconstruction
by backprojection was carried out by the NRecon software and the 2D image overlays
were then cleaned by the CT Analyser software. The Dataviewer software allowed all
fish skeletons to be oriented in the same way taking the otoliths as landmarks. The
CTvox software then allowed 3D visualizing of the samples. Morphometric analysis

was performed with the CT Analyser software.

Scanning electron microscopy

Fish were euthanized using lethal concentration of MS222 (0.028 mg/mL). The brains
were quickly dissected in 1.22 X PBS (pH 7.4), 0.1 M sodium cacodylate and fixed
overnight with 2% glutaraldehyde in 0.61 X PBS (pH 7.4), 0.1 M sodium cacodylate at
4°C. They were sectioned along the dorsal midline with a razor blade to expose their
ventricular surfaces. Both halves were washed four times in 1.22 X PBS and post-fixed
for 15 minutes in 1.22 X PBS containing 1% OsO4. Fixed samples were washed four
times in ultrapure water, dehydrated with a graded series of ethanol and critical point
dried (CPD 300, Leica) at 79 bar and 38 °C with liquid CO2 as the transition fluid and
then depressurized slowly (0,025 bar/s). They were then mounted on aluminum
mounts with conductive silver cement. Sample surfaces were coated with a 5 nm
platinum layer using a sputtering device (ACE 600, Leica). Samples were observed
under high vacuum conditions using a Field Emission Scanning Electron Microscope
(Gemini 500, Zeiss) operating at 5 kV, with a 20 um objective aperture diameter and a
working distance around 3 mm. Secondary electrons were collected with an in-lens
detector. Scan speed and line compensation integrations were adjusted during

observation.
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Histological sections of juvenile and immunofluorescence on sections

Juvenile and adult zebrafish were euthanized using lethal concentration of MS222
(0.028 mg/mL). Pictures and size measurements were systematically taken before
fixation. Fish were fixed in Zamboni fixative [35 ml PFA 4 %, 7.5 ml saturated picric
acid (1.2 %), 7.5 ml 0.2M Phosphate Buffer (PB)] [55] overnight at 4°C under agitation.
Fish were washed with Ethanol 70% and processed for dehydration by successive 1 h
incubation in Ethanol (3 x 70% and 2 x 100%) at room temperature under agitation,
then for paraffin inclusion. 14 uym sagittal paraffine sections were obtained using a
Leica RM2125RT microtome. Sections were deparaffinized and antigen retrieval was
performed by incubation for 7 min in boiling citrate buffer (10 mM, pH 6).
Immunofluorescence staining was performed as described previously [56]. The
following primary antibodies were used: anti-RF, anti-Acetylated Tubulin, anti-
Glutamylated Tubulin, anti-Arl13b, anti-LCP1, anti-AnnexinA2. Corresponding primary

and secondary antibodies are described and referenced in the Key Resources Table.

Immunofluorescence on whole embryos

Embryos from 24 to 40 hpf were fixed 4 hr to overnight in 4% paraformaldehyde (PFA)
at 4°C. Larvae at 48 and 72 hpf were fixed 2 hr in 4% PFA and 3% sucrose at 4°C,
skin from the rostral trunk was partially removed and yolk was removed. Samples from
24 to 40 hpf embryos were blocked over-night in a solution containing 0.5% Triton, 1%
DMSO, 10% normal goat serum and 2 mg/mL BSA. Samples from 48 to 72 hpf larvae
were blocked in 0.7% Triton, 1% DMSO, 10% NGS and 2 mg/mL BSA. Primary
antibodies were incubated one to two nights at 4°C in a buffer containing 0.5% Triton,
1% DMSO, 1% NGS and 1 mg/mL BSA. All secondary antibodies were from Molecular
Probes, used at 1:400 in blocking buffer, and incubated 2.5 hr at room temperature.
The following primary antibodies were used for in toto immunohistochemistry with anti-
Reissner fiber and anti-Acetylated-tubulin, anti-Myc, anti-Gamma-tubulin antibodies.
Corresponding primary and secondary antibodies are described and referenced in the
Key Resources Table. Whole mount zebrafish embryos (dorsal or lateral mounting in
Vectashield Mounting Medium) were imaged on a Leica SP5 confocal microscope and
Zeiss LSM910 confocal microscope, both equipped with a 63X immersion objective.

Images were then processed using Fiji.
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Whole-mount brain clearing

Brains were dissected from 4-5 wpf size-matched (0.9-1.2 mm length) zebrafish after
in toto fixation with formaldehyde. Whole—-mount tissue clearing was performed
following the zPACT protocol [57]. In brief, brains were infused for 2 days in hydrogel
monomer solution (4% acrylamide, 0.25% VA- 044, 1% formaldehyde and 5% DMSO
in 1X PBS) at 4°C. Polymerization was carried out for 2h30 at 37°C in a desiccation
chamber filled with pure nitrogen. Brains were transferred into histology cassettes and
incubated in clearing solution (8% SDS and 200 mM boric acid in dH20) at 37°C with
gentle agitation for 8 days. Cleared brains were washed in 1X PBS with 0.1% Tween-
20 (PBT) for 3 days at room temperature and kept in 0.5% formaldehyde, 0.05%
sodium azide in PBT at 4°C until further processing. Brains were subsequently placed
for 1h in depigmentation pre-incubation solution (0.5X SSC, 0.1% Tween-20 in dH20)
at room temperature. The solution was replaced by depigmentation solution (0.5X
SSC, Triton X-100 0.5%, formamide 0.05% and H202 0.03% in dH20) for 45 minutes
at room temperature. Depigmented brains were washed for 4h in PBT and post-fixed
(2% formaldehyde and 2% DMSO in PBT) overnight at 4°C.

Cleared brain immunostaining

Whole-mount immunolabeling of cleared brains was performed as described in the
zPACT protocol with slight modifications. Briefly, brains were washed in PBT for one
day at room temperature and blocked for 10h in 10% normal goat serum, 10% DMSO,
5% PBS-glycine 1M and 0.5% Triton X-100 in PBT at room temperature. Brains were
washed again in PBT for 1h prior to incubation with anti- ZO-1 antibody (ZO1-1A12,
Thermofisher, 1:150) in staining solution (2% normal goat serum, 10% DMSO, 0.1%
Tween-20, 0.1% Triton X-100 and 0.05% sodium azide in PBT) for 12 days at room
temperature under gentle agitation. Primary antibody was renewed once after 6 days
of incubation. Samples were washed three times in PBT and thereafter incubated with
Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibody (A11001, Invitrogen, 1:200) for 10
days in staining solution at room temperature under gentle agitation. Secondary
antibody was renewed once after 5 days of incubation. Samples were washed three
times in PBT prior to a counterstaining with DilC18 (D282, Invitrogen, 1 yM) in staining
solution for three days at room temperature with gentle agitation. Samples were

washed in PBT for 3h before mounting procedure.
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Mounting and confocal imaging

Samples were placed in 50% fructose-based high-refractive index solution (foHRI, see
[57]) /50% PBT for 1h, then in 100% fbHRI. Brains were mounted in agarose-coated
(1% in standard embryo medium) 60 mm Petri dish with custom imprinted niches to
help orientation. Niche-fitted brains were embedded in 1% phytagel and the Petri dish
filled with 100% fbHRI. fobHRI was changed three times before imaging until its
refractive index matched 1.457. Images were acquired with a Leica TCS SP8 laser
scanning confocal microscope equipped with a Leica HC FLUOTAR L 25x/1.00 IMM
motCorr objective. Brains were scanned at a resolution of 1.74x1.74x1.74 ym (xyz)
and tiled into 45 to 70 individual image stacks, depending on brain dimensions,

subsequently stitched, using LAS X software.

Volumetric analysis of the posterior ventricles

The volumes of the posterior ventricles were segmented, reconstructed and analyzed
using Amira for Life & Biomedical Sciences software (Thermo Fisher Scientific). In
essence the ventricles volumes were manually segmented in Amira’s segmentation
editor and subsequently refined by local thresholding and simplification of the
corresponding surfaces. Volumes, which were open to the environment were artificially
closed with minimal surfaces by connecting the distal-most points of their surface to
the contralaterally corresponding points using straight edges. Due to the biologic
variability of the sample population the overall size of the specimens needed to be
normalized to keep the measured volumes comparable. For this spatial normalization
one of the specimens was randomly selected from the wildtype population as template
(1664, grey) and the ‘Registration’ module in Amira was used to compute region-
specific rigid registrations for the other specimens, allowing for isotropic scaling only
[details in supp. mat.]. For excluding the influence of the ventricular volumes, the
registration was computed on the basis of the independent reference stain (DilC18)
(details in supp. mat.). Region specific volume differences between the mutant and
wildtype population were evaluated on seven subvolumes of the posterior ventricles

(details in supp. mat.).
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RNA extraction for transcriptome analysis and quantitative RT-PCR

Juvenile and adult zebrafish were euthanized using lethal concentration of MS222
(0.28 mg/mL). Their length was measured and their fin cut-off for genotyping. For
transcriptomic analysis, brain and dorsal trunk from 1 month juvenile (0.9 to 1.0 cm)
zebrafish were dissected in cold PBS with forceps and lysed in QlAzol (QIAGEN) after
homogenization with plunger pistons and 1ml syringes. Samples were either stored in
QIAzol at -80°C or immediately processed. Extracts containing RNA were loaded onto
QIAGEN-mini columns, DNAse digested and purified in the miRNAeasy QIAGEN Kkit
(Cat 217004) protocol. Samples were stored at -80°C until use. RNA concentration and
size profile were obtained on the Tapestation of ICM platform. All preparations had a
RIN above 9.2. For Q-PCR from 3 or 12 weeks juveniles, whole fish minus internal

organs were lysed in Trizol (Life technologies) using the Manufacturer protocol.

Quantitative PCR

The cDNA from the isolated RNAs was obtained following GoScript Reverse
Transcription System protocol (Promega), using 3 to 4 ug of total RNA for each sample.
The 20 uL RT-reaction was diluted 4-fold and 4ul was used for each amplification
performed in duplicates. The primers used for gPCR were the following: urp2 (F:
ACCAGAGGAAACAGCAATGGAC; R: TGAGGTTTCCATCCGTCACTAC), urp1 (F:
ACATTCTGGCTGTGGTTTGTTC; R: CTCTTTTGCACCTCTCTGAAGC), urp (F:
GCGGAAAAATGTCATGCCTCTTC; R: TTGAGCTCCTTTTGAAGCTCCTG), uts2a
(F: CACTGCTCAACAGAGACAGTATCA; R: CCAAAAGACCACTGGGAGGAACQC),
uts2b (F: TACCCGTCTCTCATCAGTGGAG; R: TTTTCCAGCAAGGCCTCTTTTAC)
where all of them are from Gaillard et al. 2023, rpgrip1l (F:
CAGACACCTGCTGGAGTTACA; R: TCCTGACTCACATCAAACGCA), irg1l (F:
TCCCTAAGAGGTTCCATCCTCC; R: AAGATGCAGCGATGGCCAAA), stat3 (F:
CAGGACTGGGCGTATGCG; R: GAAGCGGCTGTACTGCTGAT), c4b (F:
GGGTGTTCTTATGGCGGTGG and R: GCGCACAACAAGCTTTTCTCATC) Ism12b
(F: GAGACTCCTCCTCCTCTAGCAT and R: GATTGCATAGGCTTGGGACAACQC).
The Q-PCR were performed using the StepOne real-time PCR system and following
its standard amplification protocol (Thermo Scientific). Relative gene expression levels
were quantified using the comparative CT method (2-AACT method or 2-ACT) on the

basis of CT values for target genes and Ism12b as internal control.
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RNA-sequencing and analysis

RNA-seq libraries were constructed at ICM according to standard lllumina protocols
and sequenced on an lllumina NovaSeq 6000 to obtain about 40 megabases of
sequence in total, both strands. Paired-end reads were aligned against the GRCz11
genome using the STAR RNA-seq aligner with default parameters outputting FastQ
files using PartekflowTM. Gene-expression levels in terms of transcripts per million
were estimated by HTseq-count, and differentially expressed gene (DEG) analysis was
carried out using ANOVA. The genes with a fold-change value of 2 or more and an
adjusted p value of less than 0.01 were defined as significant DEGs. The list of
differentially expressed genes was then generated. Gene Ontology GO analysis was
performed using DAVID (https://david.ncifcrf.gov/). Principle component Analysis PCA

and Hierarchical clustering were performed using Partek genomics suiteTM.

Quantitative proteomics

Sample preparation: Adult zebrafish were euthanized using lethal concentration of
MS222 (0.28 mg/mL). For proteomic analysis, brain from 3 months zebrafish were
dissected in cold PBS with forceps and immediately flash frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C. Zebrafish brain samples were lysed in RIPA buffer (Sigma) with 1/100
antiprotease and sonicated for 5 minutes. After a 660 nm protein assay (Thermo),
samples were digested using a Single Pot Solid Phase enhanced Sample Preparation
(SP3) protocol [58]. In brief, 40 pg of each protein extract was reduced with 12mM
dithiothreitol (DTT) and alkylated using 40 mM iodoacetamic acid (IAM). A mixture of
hydrophilic and hydrophobic magnetic beads was used to clean-up the proteins at a
ratio of 20:1 beads:proteins (Sera-Mag Speed beads, Fisher Scientific). After addition
of ACN to a final concentration of 50%, the beads were allowed to bind to the proteins
for 18 minutes. Protein-bead mixtures were washed twice with 80% EtOH and once
with 100% ACN. The protein-bead complexes were digested with a mixture of
trypsin:LysC (Promega) at a 1:20 ratio overnight at 37°C. Extracted peptides were
cleaned-up using automated C18 solid phase extraction on the Bravo AssayMAP

platform (Agilent Technologies).

NanoLC-MS-MS analysis
The peptide extracts were analysed on a nanoLC-TimsTof Pro coupling (Bruker

Daltonics). The peptides (200ng) were separated on an lonOpticks column (25cm X
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75um 1.6um C18 resin) using a gradient of 2-37% B (2%ACN, 0.1%FA) in 100 minutes
at a flow rate of 0.3 nl/min. The dual TIMS had a ramp time and accumulation time of
166 ms resulting in a total cycle time of 1.89s. Data was acquired in Data Dependent
Acquisition-Parallel Accumulation Serial Fragmentation (DDA-PASEF) mode with 10
PASEF scans in a mass range from 100 m/z to 1700 m/z. The ion mobility scan range
was fixed from 0.7-1.25 Vs/cm2. All samples were injected using a randomized
injection sequence. To minimize carry-over, one solvent blank injection was performed

after each sample.

Data interpretation

Raw files were converted to .mgf peaklists using MsConvert and were submitted to
Mascot database searches (version 2.5.1, MatrixScience, London, UK) against a
Danio rerio protein sequence database downloaded from UniProtKB-SwissProt
(2022_05_18, 61 732 entries, taxonomy ID: 7955), to which common contaminants
and decoy sequences were added. Spectra were searched with a mass tolerance of
15 ppm in MS mode and 0.05 Da in MS/MS mode. One trypsin missed cleavage was
tolerated. Carbamidomethylation of cysteine residues was set as a fixed modification.
Oxidation of methionine residues and acetylation of proteins’ n-termini were set as
variable modifications. |Identification results were imported into the Proline software
(version 2.1.2, ) [59] for validation. Peptide Spectrum Matches (PSM) with pretty rank
equal to one were retained. False Discovery Rate was then optimized to be below 1%
at PSM level using Mascot Adjusted E-value and below 1% at Protein Level using
Mascot Mudpit score. For label free quantification, peptide abundances were extracted
without cross assignment between the samples. Protein abundances were computed
using the sum of the unique peptide abundances normalized at the peptide level using
the median.

To be considered, proteins must be identified in at least four out of the five replicates
in at least one condition. The imputation of the missing values and differential data
analysis were performed using the open-source ProStaR software [60]. Imputation of
missing values was done using the approximation of the lower limit of quantification by
the 2.5% lower quantile of each replicate intensity distribution (“det quantile”). A Limma
moderated t-test was applied on the dataset to perform differential analysis. The
adaptive Benjamini-Hochberg procedure was applied to adjust the p-values and False

Discovery Rate.
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Embryos drug treatment

27 hpf embryos from dnaaf1'™3'7* incross were dechorionated manually. N-acetyl
cysteine ethyl ester (NACET) (BIOLLA Chemicals #59587-09-6) was prepared
extemporaneously at the final concentration of 3 mM in osmosed water (pH 7.2
Conductivity 650 uS). Embryos were treated between 27 hpf to 60 hpf and embryos

were anesthetized and imaged laterally with the head pointing to the left.

Juvenile drug treatment

Fish for drug treatment were housed off-system in 1.8 liter tanks with 20 fish per tank.
NACET (BIOLLA Chemicals #59587-09-6) was prepared extemporaneously at 1.5 mM
286.5mg/L in fish water (pH 7.2, Conductivity 650 yS) and fish water (containing the
drug or not) was changed once per day. Fish were treated from 30 dpf to 84 dpf. Fish
were fed according to the regular feeding schedule throughout the experiment. Once
per week, fish were monitored for scoliosis onset. At 85 dpf, fish were euthanized, and
pictures and size measurements were performed in order to evaluate the curvature
index. Half of the fish were fixed for histology analysis in zamboni fixative [35 ml PFA
4 %, 15 ml saturated picric acid (1.2 %)] overnight at 4°C under agitation, while the
other half was processed for RT-gPCR analysis. Their internal organs were removed
in cold PBS 1X, and they were cut in small pieces before lysis in QIAzol (QIAGEN).
Homogenization was achieved using plunger pistons and several passages through

1ml syringes.

Transgenesis

The Tol2 -5.2foxj1a:5xmyc-RPGRIP1L plasmid was produced using the Gateway
system by combining four plasmids. PSE-foxj1a enhancer was kindly donated by [3].
5xmyc-RPGRIP1L cDNA was amplified from the plasmid pCS2-5xmyc-RPGRIP1L [27]
using CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara # 639298) using primers : forward 5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAGCAGGCTGCAGGATCCCATCGATTTAAAGCT-3’

and reverse 5
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCCGAGCTCGGTTCAAGCCTCCA

AGTCATCTCTGT-3. The PCR product was gel purified using QIAEX Il gel extraction
kit (QIAGEN, #20021) . BP recombination (Invitrogren “Gateway BP Clonase I
Enzyme Mix” #11789-020) was performed into pDONR221 #218 to generate pMe-
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5xmyc-RPGRIP1L. the 3’ entry polyadenylation signal plasmid was used [61]. The 3
plasmids were shuttled into the backbone containing the cmcl2:GFP selection cassette
[61] using the LR recombination (Invitrogen “Gateway LR Clonase Il Plus Enzyme Mix”
#12538-120). rpgrip 11~ X AB embryos outcrosses were injected at the one cell stage
with 1nl of a mix containing 20 ng/ul plasmid and 25 ng/ul Tol2 transposase RNA and

screened at 48 hpf for GFP expression in the heart.

The Tol2 -1.7kbcol2a1a:h5xmyc-RPGRIP1L plasmid was produced using the Gateway
system by combining four plasmids. Col2a1a enhancer was amplified from the plasmid
—-1.7kbcol2a1a:EGFP-CAAX [28] using CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara #
639298) with the primers : forward 5-GGG GAC AAC TTT GTA TAG AAA AGT TGG
CCC TCT GAC ACC TGA TGC CAA TTG C-3 and reverse 5 GGG GAC TGC TTT
TTT GTACAAACT TGC TTG CAG GTC CTA AGG GGT GAA AGT CG-3'. The PCR
product was gel purified and BP recombination was performed into pDONR_P4-
P1R_#219. The middle entry plasmid and 3’ plasmid was the same as those used to
generate the Tol2 -5.2foxj1a:5xmyc-RPGRIP1L plasmid generated. rpgrip1/*- X AB
embryos outcrosses were injected at the one cell stage with 1nl of a mix containing 20
ng/ul plasmid and 25 ng/ul Tol2 transposase RNA and screened at 48 hpf for GFP
expression in the heart.

F1 transgenic animals were first selected upon the presence of green fluorescence
signal within the heart and later for their transmission of Myc staining at cilia base of
embryonic neural cells for the doxj7a promoter and notochordal cells for the col2a1

promoter.

Skeletal preparations, Alizarin staining and imaging

Animals were euthanized using a lethal concentration of MS222 (0.28 mg/mL), skin
was removed and then, the fish were fixed in 4% paraformaldehyde over-night 4°C.
After evisceration, samples were incubated in borax 5%, rinsed several times in 1%
KOH and incubated in solution composed with Alizarin 0.01% (Sigma, A5533) and
KOH 1% during 2 days. Fish were rinsed several times in KOH 1% and incubated in
trypsin 1% and borax 2% for 2 days until cleared. Samples were rinsed several times
in distilled water and transferred in glycerol 80% (in KOH 1%) using progressive

dilutions. Samples were kept in glycerol 80% until imaging.
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Cobb angles measurements

To quantitatively evaluate the severity of spine curvature in rpgrip1/*-;urp2*- incross,
we used the zebrafish skeletal preparations stained with Alizarin. We drew parallel
lines to the top and bottom most displaced vertebrae. The Cobb angle was then
measured as the angle of intersection between lines drawn perpendicular to the
original 2 lines. This was conducted using FIJI software. For each fish, the total Cobb

angle was calculated by summing all Cobb angles.

Curvature index measurements

We implemented a novel procedure to quantify curvatures on both axes by drawing a
line along the body of the fish as shown in Figure supplementary 3A and curvature was
calculated in MATLAB using the LineCurvature2D function. For rpgrip1/*-;urp2*-
incross and NACET experiment, a line following the body deformation was drawn from
the mouth to the base of the tail following the midline of the fish in lateral position and
another one along the dorsal axis. Curvature index of both curves were summed for
each fish. Curvature analysis was performed blinded to fish genotype. rpgri1l** or

rpgrip1I*- siblings were used as controls.

Data acquisition for body-curvature analysis at embryonic stage

Zebrafish larvae were anesthetized and imaged laterally with the head pointing to the
left. The angle between the line connecting the center of the eye to the center of the
yolk and the line connecting the center of the yolk to the tip of the tail was measured
to evaluate the body curvature of the embryos. For quantitative analysis, the angles of
each embryo were put in the same concentric circles represented with a Roseplot, with
0° pointing to the right and 90° pointing to the top. Each triangle represents a 30°

quadrant, and its height indicates the number of embryos within the same quadrant.

Quantification, statistical analysis and figure preparation

For all experiments the number of samples analyzed is indicated in the text and/or
visible in the figures. Statistical analysis was performed using the Prism software. ****:
P value < 0.0001; ***: P value < 0.001; **: P value < 0.01; *: P value < 0.05. Graph
were made using Prism and Matlab and figures were assembled using Photoshop

software.
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Figure 1: rpgrip1l'/' zebrafish develop scoliosis and show cilia defects at juvenile
stages.

(A) Representative rpgrip1t- fish at 5 days post-fertilization (dpf) (4 mm body length,
larvae), 5 wpf (1.2 cm body length, juveniles) and 12 wpf (2.5 cm body length, adults),
showing absence of defects in embryos, onset of spine curvature (tail up) in juveniles
and scoliosis in adults.

(B-C) Graph showing the dynamics of scoliosis appearance (B) in rpgrip7/'* incrosses
(total 4 clutches, 252 fish) and scoliosis penetrance (C) in adults.

(D-E) Micro-computed tomography (uCT) scans of 4 control siblings (D) and 4 rpgrip1l
" (E) adult fish.

(F-G) Dorsal and lateral views of the superimposed spines of one control (yellow) and

two rpgrip1F- (pink, cyan) adult fish illustrating the 3D spine curvatures in mutants.
(H-J””’) Scanning electron microscopy of the brain ventricles of control (H-H”), rpgrip1I”

- straight (I-1") and rpgrip1}- scoliotic (J-J”) fish at adult stage. Midbrain ependymal
multiciliated cells are remaining (I, I') in rpgrip7F- straight but hindbrain monociliated
cells (O) are appearing abnormal (I”). rpgrip 1t scoliotic fish present ciliary defects in
cerebellar ependymal multiciliated cells (J, J”) and in hindbrain monociliated cells
(J7,J”). Scale bars: 10 ym for H-J, 2 ym for K-M, 1 um for N-P’.

(K-M’’’) Immunostaining of trunk lateral sections at the level of the central canal of the
spinal cord between rpgrip1/"* (n=5) (K-K™), rpgrip1l- straight (n=4) (L-L’”) and
rpgrip1F- scoliotic (n=6) (M-M"") at 8 weeks (N=2). Cilia are immunostained with Arl13b
(cyan), and glutamylated-tubulin (magenta). K’, L’, M’ represent a magnification of
monocilia. Scale bars: 10 ym for K, L, M, 5 ym for K’-M’.

(N) Graph of cilia length mean (in um) along the central canal of rpgrip1/** siblings
(n=300 cilia from 5 fish), straight rpgrip1- (n=267 from 4 fish) and scoliotic rpgrip1/-
(n=414 from 6 fish) juvenile fish (N=2). Each dot represents the mean ciliary length of
4-8 sections analysis along the AP axis of the fish. Statistical analysis was performed
using Tukey's multiple comparisons test where * means P-value < 0.05, and ** means
P-value < 0.01. **" represents rpgrip1/** siblings, “ str” represents straight rpgrip 11"

fish and " sco” represents scoliotic rpgrip 1~ fish.
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(O) Graph of cilia density mean along the central canal of juvenile rpgrip1/*”* siblings
(n=5), straight rpgrip1/’- (n=4) and scoliotic rpgrip7t- fish (n=6) (N=2). Density is the
number of cilia per 100 um? CC length. Each dot represents the mean cilia density of
4-8 sections analysis along the AP axis of the fish. Statistical analysis was performed

*k%*

using Tukey's multiple comparisons test where ns means non significative, means
P-value < 0.001, and **** means P-value < 0.0001. *"*" represents rpgrip1/** siblings,
“~str” represents rpgrip1/”- straight fish and - sco” represents rpgrip1/”- scoliotic fish.

(P) Graph of central canal width (in um) of juvenile rpgrip7/** siblings (n=5), straight
rpgrip1l- (n=4) and scoliotic rpgrip1- fish (n=6) (N=2). This measurement
corresponds to the nuclear free region at the level of spinal cord central canal. Each
dot represents the mean of 3 measurements made at different AP axis level. Statistical
analysis was performed using Tukey's multiple comparisons test where ns means non

significative, * means P-value < 0.05.
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Figure 2: rpgrip1l'/'juveniles show ventricular dilations and Reissner Fiber loss
at scoliosis onset at the subcommissural organ level and in the central canal of
the spinal cord.

(A) Reconstruction of the posterior midbrain and hindbrain ventricles in a control
transparized 5 weeks post-fertilization (wpf) zebrafish brain stained with ZO1 antibody
(ventricular surface) and Dil (global brain shape). Several brain regions are annotated

on the reconstruction where Tel means telencephalon, ChP means forebrain choroid
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plexus, SCO means subcommissural organ, TeO means optic tectum, CCe means
corpus cerebelli, CC means crista cerebrallis and Rh means rhombencephalon.

(B-D) Visualization of the ROls shown in F. The orange line in D indicates the level of
optical sections in E.

(E) Optical transverse sections showing the caudal part of reconstructed ventricles of
a control and two rpgrip1l'/' fish, one straight and two tail-up.

(F) Graphs of the ventricle volume at the onset of scoliosis in 3 control and 4 rpgrip1I”
- (one straight and three tail-up) fish. The green dot corresponds to the straight mutant
fish. Each dot represents a fish. Statistical analysis was performed using unpaired t-
test where ns means non significative, and * means Pvalue < 0.05.

(G) Graph of the surface of the optical sections as illustrated in G. The green dot
corresponds to a straight mutant fish. Each dot represents a fish. Statistical analysis
was performed using unpaired t-test where ns means non significative, and * means
Pvalue < 0.05.

(H) lNustration of SCO location (transverse view) within the adult brain and of the spinal
cord central canal (lateral view) in the trunk. DiV corresponds to diencephalic ventricle.
(1-Q) Visualization of the RF in sagittal sections of the trunk (I-K) (N=3) and transverse
sections of the brain at the level of the sub-commissural organ (SCO) (N=2) (L-Q)
juvenile fish, using scospondin-GFP's?4* (fire mode for GFP and RF signals). I, L, O
are 8 (wpf) rpgrip1I** siblings (n=10), (J, M, P) straight rpgrip1/”- (n=9) and (K, N, Q)
scoliotic rpgrip71F- (n=8) fish. L-N show sections at anterior level (Ant SCO) while O-Q
show sections of the posterior SCO (Post SCO) at the junction between the

diencephalon and tectum region. Scale bars: 5 ym in I-K, 10 ym in L-Q.
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Figure 3: rpgrip1l’- scoliotic fish exhibit cilia defect at the subcommissural organ

level and introduction of RPGRIP1L in foxjla-positive lineages suppresses

scoliosis
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(A-I) Immunostaining of cilia of transverse sections at SCO level using glutamylated-
tubulin, acetylated-tubulin (both in white), and nuclei using DAPI (blue) between
rpgrip 11+ siblings (n=6) (A, D, G), straight rpgrip7-- (n=3) (B, E, H) and scoliotic
rpgrip1t- (n=7) (C, F, 1) 8 weeks juveniles fish (N=2). (A-F) correspond to anterior SCO
level where D, E, F are the respective magnification of control (A), straight rpgrip1F-
(B), and scoliotic rpgrip1-- (C) fish. (G-1) correspond to posterior SCO level where the
square on the right side represents a magnification of multi-cilia in control (G), rpgrip1*
- straight (H), and rpgrip 1" scoliotic (1) fish. Scale bars: 10 um for A-l.

(J-N’) Representative maximum intensity Z-stack projections of confocal transverse
brain section at the forebrain choroid plexus level between rpgrip1/** siblings (n=7),
straight rpgrip1/”- (n=4) and scoliotic rpgrip1- (n=5) in 8 wpf juvenile fish (N=2). Cilia
are immunostained with glutamylated-tubulin and acetylated-tubulin antibodies (both
in white) and nuclei are stained with DAPI (blue). At the level of Habenula nuclei,
control present monocilia in the dorsal midline region (J’) and multicilia on lateral sides
(J”) (n=7/7 whereas straight rpgrip1/”- exhibit either normal cilia phenotype with
monocilia (K’) or multicilia (K”) (n=2/4) or abnormal ones (L', L") (n=2/4). Scoliotic
rpgrip1l- present also normal monocilia (M) and multicilia (M”) (n=3/5) or long
monocilia (N’) and a decrease in ciliary density of multi-ciliated tufts (N”’) (n=2/5). Scale
bar: 20um for J-N”'.

(O) Time course of scoliosis appearance in rpgrip1/*- incross between non transgenic
(n=117 fish) and transgenic Tg(foxj1a:5xmyc-RPGRIP1L) (n=118 fish) fish from 0 to
13 weeks. In non-transgenic clutch, n=24/26 mutants developed a scoliosis.
Tg(foxj1a:5xmyc-RPGRIP1L); rpgrip1t- fish didn't develop any scoliosis (0/31
mutants).

(P) Graphic representing the curvature index at 5 months in rpgrip1/*- incrosses
between non transgenic siblings and Tg(col2a1a:5xmyc-RPGRIP1L) lines. Transgenic
mutants are not rescued either for scoliosis severity or appearance. Statistical analysis

*kkk

was performed using Tukey's multiple comparisons test where means Pvalue <

0.0001 with error bars s.d.
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Figure 4: Comparative transcriptome analysis of the trunk and brain of control
and rpgrip1l- fish.

(A) Hierarchical clustering of the deregulated genes in the trunk (after removal of the
skin and internal organs) of 2 wt, 3 rpgrip1H* and 7 rpgrip1/- (6 tail-up and 1 straight)
fish at 4 wpf (0.9 cm body length).

(B) Go term analysis of biological processes in the trunk samples.

(C) Vent diagram of the upregulated genes in brain and trunk samples, based on
human Refseq, showing many common genes between the two tissues.

(D) Selected genes of interest upregulated in the trunk and/or brain of rpgrip1}- fish.
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Figure 5: URP expression upregulation does not contribute to axis curvature of
rpgrip1l- fish.

(A) Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) assaying
urp2 expression level in rpgrip1/"- mutants and rpgrip1/** siblings. Each dot represents
the value obtained for one fish and values for straight rpgrip 1F- fish are colored in green
and for scoliotic rpgrip1/- fish in purple. gqRT-PCR analysis was performed at 5 weeks
post fertilization (wpf) or juvenile stage between controls (n=5) and rpgrip1/- (n=7) and
12 wpf (adult stage) between controls (n=5) and rpgrip1I- (n=9). urp2 expression level
are increased by approximately 3.5-fold in rpgrip 11 at both stages. Statistical analysis
performed using unpaired t-test where **P < 0.01 with error bars represent s.d.

(B) Quantification of body axis curvature from dorsal and lateral views at 3 months.
Each point represents the value measured for one fish. Statistical analysis was
performed using Tukey's multiple comparisons test where **** P < 0,0001 with error

bars represent s.d. (n=9 rpgrip1I**; urp2**, n=7 rpgrip11”*; urp2”, n=27 rpgrip1l”;
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urp2**, n=48 rpgrip1t”; urp2*-, n=27 rpgrip1t”; urp2”). The curvature index was not
significantly changed by removing one or two alleles of urp2 in rpgrip1/”-

(C) Representative rpgrip1F-; urp2** and sibling rpgrip117-; urp2”- zebrafish on lateral
and dorsal views at 12 wpf stage. Scale bar 5mm.

(D-E) Expression levels of urp2 (D) and urp1 (E) in zebrafish adult stage (12 wpf). Each
dot represents the value for one fish, where values for straight rpgrip7t- fish are
colored in green and for scoliotic rpgrip1/- fish in purple. (n=5 rpgrip11**; urp2**, n=9
rpgrip1l**; urp2”, n=11 rpgrip1l”-; urp2*-, n=10 rpgrip1F-; urp2”). Each gene
expression level is compared to Ism12b housekeeping gene. Statistical analysis was
performed using Tukey's multiple comparisons test where ns means non significative

and ** P < 0.01, *** P < 0.0001 with error bars represent s.d.
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Figure 6: Increased number of LCP1+ cells in straight rpgrip7/- brains and
NACET treatment reduces both scoliosis penetrance and severity in rpgrip1l-.
(A-F) Immunostaining of immune cells on transverse sections of the optic tectum

region of rpgrip1/** 8 wpf fish (n=4), straight rpgrip1/”- (n=4) and scoliotic rpgrip1/”- fish
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(n=3). Immune cells are marked with LCP1 antibody (magenta) and nuclei with DAPI
(blue). rpgrip1** are represented in (A, D) where (D) is a magnification of (A). (B, E)
straight rpgrip1F- fish experience an increase of immune cells in the parenchyma of
the optic tectum region. (E) is a magnification of (B). (C, F) Scoliotic rpgrip1/”- present
a reduced increase of immune cells numbers compared to rpgrip1/” straight fish in the
optic tectum region, (F) is a magnification of (C). Scale bars: 100 um for A, B, C; 30
pum for D, E, F. str: straight, sco: scoliotic.

(G) Quantification of the mean of LCP1+ cells density in the optic tectum region of
rpgrip11** siblings (n=4), straight rpgrip1/”- (n=4) and scoliotic rpgrip 1l fish (n=3) at 8
wpf. Each dot represents a fish. Between 15-20 sections were counted for each brain
level. Straight rpgrip7t- fish sections display around twice more Lcp1 cells at tectum
level than controls, while scoliotic rpgrip7/- fish present slightly increased of LCP1+
cells density compared to controls. Statistical analysis was performed using Tukey's
multiple comparisons test where ns means non significative and * Pvalue < 0.05, **
Pvalue < 0.01 with error bars represent s.d.

(H) Kinetics of scoliosis development in rpgrip1/*- incross in the presence (n=150 fish)
or absence (n=174 fish) of NACET treatment (1.5 mM) from 4 to 12 weeks. In untreated
condition, rpgrip1l- (n=36/39) developed a scoliosis whereas with NACET treatment,
42% of rpgrip11”- (n=13/31) remained straight at 13 wpf. “str” means straight and “sco”
means scoliotic.

(I) Quantification of body axis curvature from dorsal and lateral views at 13 wpf stage,
at the end of NACET treatment. Each dot corresponds to the value for one fish. Among
the 174 fish raised in untreated condition, we measured 18 controls (rpgrip1F-), and
33 rpgrip1l”-, and upon NACET treatment, 16 controls (rpgrip1#*) and 23 rpgrip1F-.
rpgrip1F- represents a pool of rpgrip1/*”* and rpgrip1/*"-. Statistical analysis was
performed using Tukey's multiple comparisons test where **** Pvalue < 0.0001 with
error bars represent s.d.

(J-L’) Representative picture of rpgrip1}- fish with its average curvature index without
or after NACET treatment, at 13 wpf. Scale bar correspond to 5 mm. (J, J’) present
pictures of untreated rpgrip1F- scoliotic fish on lateral (J) and dorsal (J') views. (K, K’)
present pictures of treated rpgrip 1/~ with a lower curvature index than scoliotic fish on
lateral (K) and dorsal (K’) views and (L, L’) pictures of rescued straight rpgrip1/'- fish

on lateral (L) and dorsal (L’) views.
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Figure 7: Results of the comparative proteome analysis on adult brain and
initiation of an astrogliosis-like response in rpgrip1l’- juveniles at the SCO and
cerebellum levels
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(A) Volcano plot where the log2 FC in x axis reflects the log2 of the fold change of the
mean expression level for a given protein between rpgrip1F- brains (N=5) compared
to control brains (N=5). -Log10(p adj-value) in y axis measures the p value for this
comparison. Only 26 proteins (red dots) are differentially expressed between mutant
and control brains, if the threshold for the P value is 1.10-3, 4 are less abundant, 22
more abundant.

(B) Selected proteins of interest that are more abundant or decreased in the brain of
rpgrip1l- fish with their respective fold change and p value.

(C-D) Metascape pathway enrichment analysis using the Danio rerio database for
significantly upregulated proteins (C) and significantly downregulated proteins (D)
identified in the proteomic analysis of 13 wpf brains, taking into account p values
inferior to 5.102 together with fold change above 1.5 or minus 0.7. The full list of
proteins and GO terms are given in Supplementary Table 3.

(E-L) Immunostaining of glial fibrillary acidic protein (magenta) using antibody against
GFAP and DAPI (white) on brain transverse sections at the SCO level in controls (n=4)
(E), straight rpgrip1l- (n=4) (F-G) and rpgrip1F- fish at scoliosis onset (n=3) (H) or at
the cerebellum level of controls (n=4) (1), straight rpgrip1I”- (n=4) (J-K) and rpgrip1l”- at
scoliosis onset (n=3) (L) at 8 wpf stage. Straight rpgrip7F- present an astrogliosis-like
response on secretory cells from the SCO and ventrally along rhombencephalic
ventricle, in a heterogenous manner (G; n=2/4) compared to (F; n=2/4) and controls
(E; n=4/4). The astrogliosis-like response is maintained in curved mutants (H; n=3/3).
Scale bar: for E-H: 20pm and for I-L:100um.

(M) GFAP positive cells density mean among the total number of SCO secretory cells
compared between controls (n=4), straight rpgrip1/”- (n=4), and rpgrip1}- fish at
scoliosis onset (n=3) (N=1). Each dot represents the mean of GFAP cells present in 3-
6 sections per fish. Green dots correspond to fish without any GFAP+ secretory cells,
red dots to fish with GFAP+ secretory cells. Statistical analysis was performed with
Tukey's multiple comparisons test where ns means non significative, ** means P-value
< 0.01 and *** P-value < 0.001 with error bars represent s.d “str” means straight and
“sco” means scoliotic.

(N-Q’) Immunostaining of LCP1 cells (magenta) on brain transverse sections at SCO
levels in controls (n=4) (N, N’), straight rpgrip1F- (n=4) (O-P’) and rpgrip 1t~ at scoliosis
onset (n=3) (Q, Q') of 8 weeks fish (N=1). 2/4 rpgrip1}'- straight fish present a few Lcp1
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positive amoeboid cells around the SCO (Compare P’ with O’; n=2/4 and with controls
N’; n=4/4). Lcp1 cells are also detected around the SCO of scoliotic mutants (Q’;
n=3/3). Scale bar: 20 uym.

(R) Quantification of LCP1+ cells density mean around the SCO region in controls
(n=4), straight rpgrip1F- (n=4) and rpgrip1H- at scoliosis onset (n=3) at 8 weeks. 23
sections were counted for control, 21 sections for rpgrip1/- straight and 18 sections for
rpgrip11- scoliotic fish. Each dot represents the mean value for one fish. Green dots
correspond to the fish without any GFAP+ secretory cells, red dots correspond to the
fish with GFAP+ secretory cells. Note that straight rpgrip 1/~ fish with GFAP+ secretory
cells present a higher number of LCP1+ cells (N=1 and second experiment is
undergoing). Statistical analysis was performed with Tukey's multiple comparisons test
where ns means non significative with error bars represent s.e.m. “str” means straight

and “sco” means scoliotic.
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Supplementary figure 1: Production and characterization of the rpgrip1IeX4 and

rpgrip1A mutant fish alleles.

(A) Graph showing the exon-intron structure of the Danio rerio rpgrip1/ gene. Two

alleles were produced by CRISPR/cas9-mediated genome engineering, rpgrip1/€X4

A4-25

with a nonsense mutation in exon 4 and rpgrip1 with a large deletion between

exon 4 and 25, so encompassing most of the protein coding sequence. Both alleles

had identical phenotype (panel B and data not shown). Only rpgrip1lA was further
studied and renamed rpgrip1H-

(B) Absence of laterality defects and kidney cysts in rpgrip?7/42 and rpgrip1/6x4/ex4

embryos.

(C-H) Immunofluorescence on whole 30 hpf control (C, E, G) and rpgrip7t- (D,F,H)
embryos to visualize the RF (anti-RF antibody) and cilia (acetylated tubulin antibody).
Nuclei are stained with DAPI. The RF is present in the central canal rpgrip1/- embryos.
Scale bar: 6um for C, D; 15 ym for E to H.

(1-J) Absence of retinal defects and normal photoreceptor cilia in 5 dpf rpgrip1H- larvae.
Retinal sections of control (1) and rpgrip1/- (J) were immunostained with Zpr3 (red, to
label the external segment of photoreceptors) and Acetylated Tubulin (Ac Tub, green)

to label cilia. Insets in K and L focus on the photoreceptor cilia. Scale bar: 50 pm.

(K) Graph of photoreceptor cilia length between control (n=131 cilia) and rpgrip1l'/' (n=
101 cilia) retinas.
(L-N) SEM on control adult brain to visualize the RF in brain ventricles. Scale bars: 20

pm for N; 10 um for O and 1 um for P.
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Supplementary figure 2: Presence of scospondin aggregates within choroid
plexus and optic tectum ventricles in scoliotic rpgrip1l'-

(A-C) Immunostaining of sco-spondin using the transgenic line tg(sspo:sspo-GFP) on
transverse section of the forebrain choroid plexus in rpgrip1/** (n=7), straight rpgrip1F
" rpgrip1t- (n=4) and scoliotic rpgrip1F- (n=5) in 8 weeks juvenile fish (N=2). Scoliotic
rpgrip117- present filamentous material and aggregates within the ventricle (C) whereas
no signal is detected in control (A) or straight rpgrip7F- (B). * indicate aggregates.
(D-F) Immunostaining of sco-spondin using the transgenic line tg(sspo:sspo-GFP) on
transverse sections of anterior optic tectum in rpgrip1/** (n=7), straight rpgrip1/”- (n=4)
and scoliotic rpgrip1F- (n=5) in 8 weeks juvenile fish (N=2). Scoliotic rpgrip1/”- present
filamentous material and aggregates within the ventricle, while a small RF fragment is
present within the ventricule of control (D) and straight mutant (E). * indicate
aggregates.

(G) lllustration of combined curvature index measurement from traced lines on lateral

and dorsal views of fish. The curvature index of both traced lines were measured using
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a modified MATLAB program (LineCurvature2D function) which gave us a
measurement in radian/length in pixels. Scale bar: 5 ym
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Supplementary figure 3: Genetic deletion of urp2 in rpgrip1l’- fish does not have
any beneficial effect on scoliosis penetrance or severity and absence of
compensatory upregulation of urp family members in urp2’-.

(A-E) Expression levels of urp2 (A), urp1 (B), urp (C), uts2a (D), uts2b (E) in zebrafish
at adult stage (13 weeks). Each dot represents the value measured for one fish, dots
for straight fish are green and dots for curved fish are purple. (n=5 rpgrip1I*”*; urp2+*,
n=9 rpgrip1I**; urp2”, n=11 rpgrip1t”; urp2*-, n=10 rpgrip1t”; urp2”). Expression
levels for each gene are compared to Ism12b housekeeping gene. Statistical analysis
was performed using Turkey test where ns means non significative, ** P < 0.01, **** P
< 0.0001 with error bars represent s.d. None of the urp family member is upregulated
in rpgrip1H-; urp2”- fish.

(F-G) Quantification of body axis curvature on dorsal and lateral positions at 2 (B) and
4 months (C). Each dot represents the curvature index of one fish. Statistical analysis
was done using Tukey's multiple comparisons test where ****P < 0.0001, with error
bars representing s.d. At 2 months: n=30 rpgrip1**; urp2**, n=26 rpgrip1**; urp2”,
n=27 rpgrip1l”-; urp2**, n=55 rpgrip1-; urp2*-, n=32 rpgrip11”-; urp2”. At 4 months:
n=9 rpgrip11**; urp2**, n=7 rpgrip11*; urp2”, n=27 rpgrip1-; urp2**, n=48 rpgrip1l-;
urp2*-, n=27 rpgrip1t-; urp2”".

(H) Rose plot representing combined Cobb angle measurement at 4 months of
rpgrip11**; urp2** (n=7) in green, rpgrip1I**; urp2”- (n=6) in blue, rpgrip1F-; urp2**
(n=10) in pink and rpgrip1F-; urp2”- (n=7) in yellow. Cobb angle measurement were
performed on digested fish skeleton. One example of digested skeleton for each

genotype is presented below its corresponding rose-plot.
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Supplementary figure 4: Biological assay of NACET activity on dnaaf1’- embryos
and expression level of three immune markers at adult stage.
(A) Angle theta (8) measurement between the eye and the tail extremity corresponding

to the curvature index on embryo.

(B) Lateral views of 60-hpf representative embryos showing axial curvature
phenotypes. dnaaf1*’* siblings exhibits a straight axis (untreated condition) and dnaaf1-
- embryos demonstrate characteristic curly tail down (CTD) phenotype (untreated
condition). Treatment of dnaaf1”’- mutants at 27 hpf with 3 mM NACET can suppress
CTD defects. In contrast, treatment of dnaaf1** siblings embryos with 3 mM NACET
does not affect axis curvature. Embryos measured around 2.5 to 3 mm.

(C-F) Roseplots representing the theta angle of dnaaf1*’* and dnaaf1”- in untreated
and NACET treated (3mM) conditions. Embryos were treated from 27hpf to 2.5 dpf
and angles were measured at the end of the treatment. Untreated dnaaff** are
represented in (C — dark green), and treated ones (D — light green). Untreated dnaaf1
I~are represented in (E — blue) and treated ones (F — red). NACET treatment (3 mM) is
able to rescue curly tail down phenotype in dnaaf1”- without affecting the controls.
(G-1) Comparison of expression levels of irg1/ (G), c4b (H), stat3 (l) at adult stage (13
weeks) between rpgrip1/** siblings and rpgrip1/-. Each dot represents the expression
level of one fish. For irg1/ and c4b markers, 5 rpgrip1/*"* siblings and 10 rpgrip1F- were
analysed. For stat3 marker, 5 rpgrip1l** siblings and 11 rpgrip1H- were analysed.
Expression levels are compared to Ism12b housekeeping gene. Statistical analysis
was performed using unpaired t-test where ns means non significative, with error bars

represent s.d.
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Djebar et al. Supplementary Figure 5

Supplementary figure 5: LCP1+ cells density quantification in different regions
of the central nervous system

(A) Quantification of LCP1+ cells density mean in cerebellum region of 8 weeks
juvenile fish (N=1). The analysis compared straight rpgrip7/- (n=4) and scoliotic
rpgrip1l- fish (n=3) to rpgrip1F"* siblings (n=4). Statistical analysis was performed
using Tukey's multiple comparisons test where ns means non significative with error
bars represent s.d. “str” means straight and “sco” means scoliotic.

(B) Quantification of LCP1+ cells density mean in the spinal cord of 8 weeks juvenile
fish (N=1). The analysis compared straight rpgrip 1t~ (n=4) and scoliotic rpgrip1/- fish
(n=3) to rpgrip1F"* siblings (n=4). Statistical analysis was performed using Tukey's
multiple comparisons test where ns means non significative with error bars represent

s.d. “str” means straight and “sco” means scoliotic.
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Djebar et al. Supplementary Figure 6

Supplementary figure 6: Increased amount of Annexin A2 and GFAP in SCO
secretory cells and cells lining the rhombencephalic ventricle of rpgrip1l-
scoliotic fish

(A-F) Immunostaining of Annexin A2 (green) and Glial fibrillary acidic protein
(magenta) with DAPI (white) on transverse brain sections at the SCO level in controls
(A-C) and scoliotic rpgrip1F- fish (D-F) at 8 wpf. Scoliotic rpgrip?F- fish upregulate
Annexin A2 and GFAP in overlapping territories. Scale bar: 20 um.

(G-L) Immunostaining of Annexin A2 (green) and Glial fibrillary acidic protein
(magenta) with DAPI (white) on transverse brain sections at the cerebellum level in
controls (G-l) and scoliotic rpgrip1t- fish (J-L) at 8wpf. Scoliotic rpgrip1/- fish present
an upregulation of annexin A2 expression in GFAP+ cells (K-L). Scoliotic rpgrip1F- fish

upregulate Annexin A2 and GFAP in overlapping territories. Some Anxa2 labelled cells
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have a longue protrusion (white arrow) projecting towards the pial membrane of the

neural tube. Scale bar: 100 uym.
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Discussion et perspectives
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Mon projet de thése a eu pour objectif de comprendre la cascade d’événements
participant a I'émergence de la scoliose chez le mutant de ZT rpgrip1F-. Nous avons
déterminé que la perte de rpgrip1l conduit a I'apparition de plusieurs défauts du
systéme nerveux n’étant pas directement impliqués dans I'émergence de la scoliose

chez le poisson-zébre. Nous discuterons de ces résultats dans la partie 4. de la

discussion.

Asynchronous astrogliosis Widespread astrogliosis in the SCO

Sspo secretory cells oﬁ
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Figure 33 : Schéma résumant les principaux résultats obtenus pendant la thése.
La partie supérieure se concentre sur I'organe subcommissural (SCO) : Les mutants
rpgrip1l- droits présentent un phénoméne d’astrogliose asynchrone sur les cellules
sécrétrices de I'organe subcommissural, qui s'accompagne d’augmentation de cellules
immunitaires autour de cet organe. Les mutants scoliotiques perdent les multi-cils
bordant 'organe subcommissural, coincidant avec la perte de la polymérisation de la
fibre de Reissner. L’astrogliose se généralise a toutes les cellules sécrétrices du SCO.
La partie inférieure se localise sur la moelle épiniére : les mutants rpgrip1/- présentent
une diminution du nombre de cils dans le canal central associée une augmentation de
la longueur. Les mutants scoliotiques perdent la polymérisation de la fibre de Reissner
dans le canal central, avec uniquement la présence d’agrégats (Schéma réalisé

manuellement).

De plus, nous avons observé un nouveau phénomeéne d’astrogliose qui apparait de
maniére asynchrone chez les mutants droits rpgrip7F- et qui se maintient chez les
mutants scoliotiques (Figure 33). Cet événement est accompagné d’'une augmentation

de cellules immunitaires dans le parenchyme du systéme nerveux central et
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notamment au niveau du SCO. Leur localisation coincide avec la perte de touffes multi-
ciliées situées latéralement au SCO et la perte de polymérisation de la FR chez les
mutants scoliotiques. Nous aborderons ces différents événements en détails dans la
partie 5. de la discussion. Nous procéderons ensuite a une comparaison avec les
phénotypes observés chez d’autres modeéles de poisson-zébre de Sl identifiés.

Enfin, nous aborderons la pertinence de notre étude pour mieux comprendre I'étiologie

de la Sl chez ’'homme dans la partie 6. de la discussion.
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4. Défauts du systéme nerveux du mutant rpgrip1/- ne contribuant pas
directement a la courbure de I'axe

4.1. Défauts de la porte sélective ciliaire et des mono-cils

Rpgrip1l est une protéine de la zone de transition qui contréle I'entrée et la sortie
des protéines du cil. Nous avons observé une diminution de la localisation ciliaire de
la protéine Arl13b dans le cil, déja présente chez un mutant rpgrip 1/ droit, suggérant
une altération de la fonction de porte sélective ciliaire. Ce phénotype est également
observé chez d’autres modeéles déficients pour le géne Rpgrip1/ comme dans les
cellules en culture NIH3T3 Rpgrip1}- (Wiegering et al. 2021). Ces résultats suggérent
donc que la perte de Rpgrip1/ pourrait conduire a une altération de la composition de
la zone de transition et du transport dépendant de la présence d’Arl13b. Ceci pourrait
conduire a un défaut de différentes voies de signalisation suite a une mauvaise
localisation d’effecteurs et/ou de leur récepteur respectif dans le cil. Nous avons
notamment observé une surexpression du géne pkd1 (x19,4 dans le tronc, et x6,9
dans le cerveau) au cours de notre analyse transcriptomique. Le géne pkd1 code pour
la protéine PC1 qui est capable de se localiser au cil pour agir comme mécano-
senseur. Il serait donc intéressant de voir si la protéine PC1 est toujours capable de
se localiser au cil dans les mutants rpgrip1/-, si nous disposions d’'un anticorps
reconnaissant cette protéine chez le poisson. Dans le cas ou la fonction de porte
ciliaire est altérée, une surexpression du gene pkd1 pourrait alors étre expliquée pour
compenser un défaut de localisation de la protéine au cil. Cette hypothése pourrait
également étre testée chez les mammiféeres, par immuno-marquage de protéine

étiquetée apres transfection a défaut d’anticorps satisfaisant.

De maniére intéressante, nous avons observé par microscopie électronique a
balayage la présence de mono-cils avec des renflements au niveau de la partie distale
dans le rhombencéphale. Ces défauts rappellent les phénotypes retrouvés en cas de
défaut de transport rétrograde, comme chez le mutant murin pour la dynéine
cytoplasmique 2 chaine lourde 1 (dnchc?2): les cils présentent des renflements au
niveau distal des cils (Huangfu et Anderson 2005). Les protéines du complexe
BBSome participent également au transport rétrograde dans le cil. Les souris
déficientes pour Bbs4’- présentent au niveau du tractus respiratoire des cils motiles

anormaux avec la présence de protrusions a I'extrémité du cil (Shah et al. 2008). La

213



microscopie électronique avait révélé une accumulation de vésicules dans le cil. Nous
pouvons donc émettre I'hypothése d’'un défaut de transport rétrograde dans le cil chez
les mutants rpgrip7/-, qui expliquerait a la fois une accumulation de matériel a

'extrémité du cil et une longueur plus importante.

IFT particles
IFT and motors Fold
family/motors | associated | change CERUEELD),
genes
IFT-A ift43 1,86 2,01
ift81 1,92 4,75
ift22 1,85 2,81
ifts7 1,65 2,87
IFT-B ift46 1,65 2,77
ift172 1,48 3,00
ifts2 1,42 2,16
ift74 1,38 2,11
Motors kif3a 1,31 2,0
kif17 2,03 2,9

Tableau 2 : Génes surexprimés dans I'analyse transcriptomique impliqués

dans le transport antérograde.

L’analyse transcriptomique révele une surexpression de plusieurs génes codant pour
des IFT-B et des moteurs couplés aux IFT-B (Tableau 2) impliqués dans le transport
antérograde. Cette surexpression chez le mutant rpgrip7F- pourrait traduire une
compensation des défauts de transport rétrograde plutét qu’un transport rétrograde
accru. De plus, les IFT possédent une similitude au niveau de la séquence et de la
structure avec les composants de la protéine d'enveloppe | (COPI) et des enveloppes
de clathrine (Jékely et Arendt 2006). Si les protéines IFT-B s’accumulent dans le cil du
fait d’'un défaut de transport rétrograde, elles pourraient alors initier la formation de

vésicules, qui conduiraient a la formation de ces protrusions dans le cil.

4.2. Dilatation des cavités du systéme nerveux

Nous avons observé que les mutants rpgrip1/'- présentent un élargissement des

ventricules au niveau du rhombencéphale (visualisés par transparisation du cerveau),
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mais €galement dans d’autres régions du cerveau (résultats non montrés dans

l'article), ainsi qu’un élargissement du canal central, avant 'apparition de la scoliose.

4.2.1. Hypothese de défaut de motilité des cils conduisant a une réduction
de flux du LCS

La dilatation des cavités est généralement causée par une accumulation de LCS, da
a un défaut de circulation de ce dernier, qui entraine alors une hydrocéphalie. Nous
n‘avons pas mesure la circulation du LCS mais nous pouvons faire I’hypothése que
les mutants scoliotiques rpgrip1/- présentent une altération de la circulation du LCS
pour deux raisons. La premiére est que de nombreuses cellules épendymaires ont
perdu leurs touffes multi-ciliées, qui participent activement a la circulation du LCS. La
seconde est la présence d’agrégats de sco-spondine dans les ventricules du cerveau,
antérieurement au SCO, au niveau des plexus choroides et donc situés dans la
direction opposée au flux de LCS qui s’écoule normalement vers la région postérieure
du tectum. Ce phénotype est trés souvent observé chez des mutants scoliotiques
présentant une altération de la circulation du LCS (Grimes et al. 2016; Van Gennip,
Boswell, et Ciruna 2018; Rose et al. 2020; Bearce et al. 2022). Pour tester
expérimentalement I'existence d’'un défaut de circulation du LCS avant I'apparition de
la scoliose et donc la perte de la plupart des touffes de multi-cils et la présence
d’agrégats de sco-spondine, nous pourrions injecter un colorant fluorescent dans les
ventricules du cerveau de mutants rpgrip7/- 4gés de 3-4 semaines, et ensuite évaluer
la progression de ce colorant dans le canal central. Faire cette analyse plus
tardivement a I'émergence de la scoliose est cependant compliquée car la
pigmentation du poisson empéche la visualisation de la progression du colorant
fluorescent. De plus, l'ossification de la boite cranienne du poisson rend difficile

l'injection du colorant.

La dilatation survient avant I'apparition de la scoliose, a un stade ou les touffes
multi-ciliées sont encore présentes chez le mutant rpgrip7/-. Nous pouvons donc
émettre plusieurs hypothéses permettant d’expliquer I'élargissement des cavités du

systéme nerveux.
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4.2.2. Hypothése d’un élargissement de la surface apicale des cellules

conduisant a un élargissement des cavités

La premiére hypothése implique une augmentation de la surface apicale des
cellules, ce qui conduirait a une augmentation de la taille des cavités. En effet, la voie
de signalisation mTORC1 est impliquée dans la morphogénése des ventricules du
cerveau chez la souris (Foerster et al. 2016). La perte conditionnelle de Kif3a dans les
cellules de glie radiaire chez la souris @ E10.5 conduit a un élargissement progressif
des ventricules du cerveau. Les cellules de glie radiaire mutées pour Kif3a présentent
une augmentation de leur surface apicale suite a une sur-activation de la voie
mTORC1. Un traitement par la rapamycine, un inhibiteur de cette voie est capable de
sauver le phénotype. La protéine Rpgrip1l possede des fonctions non ciliaires, ou elle
peut agir positivement sur 'autophagie via la diminution de mTORC1 du fait de
I'inhibition de la signalisation d'Akt (Struchtrup et al. 2018). La perte de Rpgrip1l dans
des fibroblastes murins conduit a une sur-activation de mTORCH1, et une inhibition de
'autophagie. Nous pouvons donc émettre I'hypothése que dans le poisson-zébre, la
perte de Rpgrip1l conduit a une sur-activation de mTORC1, entrainant une
augmentation de la surface apicale des cellules. Pour confirmer cela, nous pourrions
tester s'il existe un élargissement de la surface apicale des cellules du cerveau en
utilisant un anticorps anti-Claudin 5 sur cerveau juvéniles disséqués comme (Xie et al.
2023). Si c’est le cas, nous pourrions mesurer le niveau d’activité de mTORC1 par
western blot sur ses cibles pS6 ou p4Ebp1 sur des extraits de cerveaux disséqués de

controles et de mutants rpgrip1H-.

4.2.3. Hypothése d’une altération du contenu du LCS

4.2.3.1. Augmentation de la production de LCS par le plexus choroide

La seconde hypothese implique une modification de la production du LCS, suite a une
altération du plexus choroide conduisant alors a une dilatation des ventricules. Le LCS

est produit par le plexus choroide ou le cil joue un réle important dans la composition
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ionique (Na*, HCO3-, CI"). Les échanges d’ions sont permis grace a des transporteurs
spécifiques situés a la surface des cellules du plexus choroide et ceci influence le pHi
du LCS (Banizs et al. 2007). La sécrétion du LCS et de ces ions est contrélée
positivement par 'AMP cyclique (AMPc). Le mutant hypomorphe murin Tg737°k
présente une altération de la morphologie des cils des cellules de I'épendyme et du
plexus choroide et développe une hydrocéphalie pendant la période périnatale (Banizs
et al. 2005). Chez ce mutant, 'hydrocéphalie est liée a une altération de la fonction du
plexus choroide qui produit plus dAMPc ce qui conduit a une augmentation des
concentrations de Na*, HCO3-, mesurées dans le milieu extracellulaire des explants
de plexus choroide mis en culture. Au cours de notre analyse du plexus choroide, nous
avons observé chez certains mutants rpgrip7/”-, une altération de la morphologie des
mono et des multi-cils (mono cils plus longs ou absents, présence de protrusion au
niveau proximal des cils). Cette altération et/ou I'absence de cils pourrait conduire
alors a un défaut de localisation des canaux impliqués dans le transport ionique et la
production du LCS.

4.2.3.2. Altération de la composition ionique du LCS
La troisiéme hypothese repose sur 'augmentation de I'expression du transporteur Cftr
chez le mutant rpgrip1/- qui pourrait conduire a une augmentation de LCS dans les

cavités (Tableau 3).

Tableau 3 : Géne cftr surexprimé dans I’analyse transcriptomique impliqué
dans le transport d’ions chlorure et d’eau

Trunk Brain
Process Fold -Log10(p-value) Fold -Log10(p-value)
Gene change change
Transporter cftr 11,62 7,63 7,322 4,05

En effet, ce transporteur promeut le transport vers la lumiére des cavités d’ions CI- et
d’eau, conduisant a une augmentation du volume de liquide dans la vésicule de
Kupffer chez le poisson-zébre (Roxo-Rosa et al. 2015), et dans les kystes rénaux
retrouvés dans des modéles de la maladie ADPKD (Torres et Harris 2014). Les
morphants pkd2 présentent une augmentation significative de la sécrétion de liquide

médiée par la Cftr conduisant a un élargissement du lumen de la vésicule de Kupffer
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(Roxo-Rosa et al. 2015; Oliveira et al. 2021). Un traitement de drogue inhibant
spécifiquement le transporteur Cftr est difficilement réalisable chez le poisson-zébre
au stade juvénile. Nous pourrions alors tenter d’enlever un alléle de ce géne chez le
mutant rpgrip7- grace a l'outil génétique CRISPR-Cas9 afin de voir si la réduction

d’expression de ce transporteur permet de réduire la dilatation des cavités.
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5. Défauts du systéme nerveux contribuant a la scoliose
5.1. Proposition de cascade d’événements participant a la scoliose

5.1.1. Phénoméne d’astrogliose-like

Les mutants rpgrip1t- expriment fortement la GFAP au niveau des cellules
sécrétrices du SCO (Figure 33) et les cellules bordant le ventricule rhombencéphalique
au niveau du cervelet par rapport aux controles. Cet événement apparait de maniére
asynchrone chez les mutants droits mais persiste chez les mutants scoliotiques. La
GFAP est un marqueur de plusieurs types cellulaires : les cellules de la glie radiaire,
et les astrocytes. Chez les mammiféres, I'activation des astrocytes, appelée
astrogliose, conduit & une augmentation de I'expression de la GFAP au sein de ces
cellules. Cette astrogliose est caractérisée par I'activation des astrocytes suite a un
dommage du systéme nerveux, comme une blessure ou une infection (Eddleston et
Mucke 1993; Pekny et Nilsson 2005). Elle résulte en une modification de la
morphologie des cellules et de I'expression des différents marqueurs moléculaires,
notamment des filaments intermédiaires (une augmentation de la GFAP, vimentine,
nestine, S100R, glutamine synthétase). Le poisson-zébre ne posséde cependant pas
d’astrocytes mais un type cellulaire appelé astroglie radiaire qui exprime plusieurs
marqueurs d’astrocytes comme S1000 et la glutamine synthétase (Cuoghi et Mola
2009). Elles peuvent s’activer pour jouer le rble d’astrocytes comme chez les
mammiféres. En fonction du défaut dans le systéme nerveux, leur activation peut étre
en faveur d’une réparation, ou peut-étre délétere pour le tissu (Lyons et Talbot 2015).
Par exemple en cas de blessure dans la région du télencéphale chez des poissons de
8-10 mois, les cellules de la glie radiaire présentent une réponse de type astrogliose
(avec une augmentation de la GFAP) dans un environnement présentant des cellules
immuno-marquées par LCP1 (L-plastine, marqueur de macrophages/microglie (Narra
et al. 2023)) (Kroehne et al. 2011). Ce processus d’astrogliose est une réponse
favorisant la prolifération des précurseurs neuraux et a pour conséquence une
augmentation de la neurogénése. Au contraire chez la souris, le processus
inflammatoire et I'astrogliose contribuent a la formation de cicatrices gliales qui

persistent aprés la blessure sans contribution a la neurogenése (Sofroniew 2009).
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Chez le mutant rpgrip1F-, nous pouvons émettre plusieurs hypothéses qui pourraient
expliquer l'origine de 'augmentation du phénomene d’astrogliose-like dans le SCO et

dans les cellules ventrales bordant le ventricule rhombencéphalique du cervelet.

5.1.2. Dysfonctionnement du métabolisme mitochondrial et de I’expression
de la protéine GSK3R

Nos deux premiéres hypothéses reposent sur I'analyse Métascape sur des cerveaux
disséqués de mutants rpgrip7F- et contrdles. Nous avons observé une diminution de
plusieurs enzymes appartenant au métabolisme du pyruvate chez les mutants rpgrip 1/
" (tableau 4).

Tableau 4 : Protéines d’intéréts sélectionnées dans I’analyse protéomique. Ici
sont représentées des protéines diminuées appartenant au métabolisme du

pyruvate.
Process Protein Expression variation (%) p-value
Pyruvate Glo1 -40% 0,015
metabolism Aldh3a2a -40% 0,022
Grhpra -30% 0,045

Le pyruvate est un intermédiaire important pour plusieurs processus biologiques qui
participent a la production d’énergie dans la mitochondrie (McCommis et Finck 2015).
De maniére trés intéressante, une étude récente a mis en évidence que la perte de
Peroxiredoxin 5, une enzyme mitochondriale anti-oxydante, par injection de
morpholino chez 'embryon Xénope, conduit a une réduction du niveau d’expression
transcriptionnelle de I'enzyme pyruvate kinase, une enzyme impliquée dans le
métabolisme du pyruvate (Ji et al. 2019). Les deux protéines Peroxiredoxin 5 et
Pyruvate kinase sont exprimées dans les cellules multi-ciliées chez le xénope et leur
déplétion conduit alors a une réduction importante voire a leur perte dans le cas de
Peroxiredoxin 5 des touffes multi-ciliées de I'épiderme de xénope. De la méme
maniére, les morphants peroxiredoxin 5 perdent leur cil primaire au niveau du tube
neural. Une analyse fonctionnelle sur les cellules en culture RPE a révélé que la perte
de I'une de ces deux protéines conduit a une augmentation des ROS et que cette

augmentation est responsable de la perte des cils. Les mitochondries présentent alors
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une morphologie anormale avec des bourgeonnements et une réduction de leur
nombre. Ces résultats nous permettent de suggérer que la perte de rpgrip1/-
conduirait a un dysfonctionnement du métabolisme du pyruvate et un
dysfonctionnement mitochondrial conduisant in fine a la perte des cils. Ce
dysfonctionnement mitochondrial pourrait étre en faveur d'une activation du
phénomeéne d’astrogliose déclenché par la production de ROS par la mitochondrie.
Pour confirmer cela, il serait intéressant d’analyser par microscopie électronique a
transmission, la morphologie des mitochondries dans les cellules sécrétrices du SCO

et les cellules de glie radiaires.

En parallele de ces observations, nous avons également observé une augmentation
de I'enzyme glycogen synthase kinase-3 beta (Gsk3RR) chez le mutant rpgrip1H- (x2,4
et P :0,001). Cette enzyme est impliquée dans le développement du systéme nerveux,
et dans la transduction de plusieurs voies de signalisation cellulaire dans le cerveau,
notamment Wnt et Hedgehog (Duda et al. 2018). Elle est retrouvée augmentée dans
plusieurs pathologies neurodégénératives telles que Alzheimer ou Parkinson (Silva et
al. 2014; Nagao et Hayashi 2009). La suractivation de Gsk3R promeut la stimulation
des astrocytes et la microglie. Nous pouvons donc émettre I'hypothése qu’une
augmentation aberrante de la protéine Gsk3RBB chez le mutant rpgrip1l”- est

responsable d’une activation du processus d’astrogliose.

5.1.3. Recrutement de cellules immunitaires au sein du territoire du SCO

Le phénomeéne d’astrogliose est généralement couplé au recrutement de cellules de
linflammation comme la microglie/les macrophages (Sofroniew 2009). Suite a son
activation, la microglie va adopter une morphologie amiboide pour migrer sur le site
de la blessure ou elle phagocyte les débris cellulaires (Neumann, Kotter, et Franklin
2008; Narra et al. 2023). La microglie participe a la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires qui stimule la réponse astrogliale radiaire créant alors une boucle
d’auto-régulation positive. Nous avons en effet observé la présence de cellules
ramifiées dans les tissus du systéme nerveux, et des cellules amiboides autour du
SCO LCP1+, proche des vaisseaux sanguins lorsque les cellules sécrétrices du SCO
expriment fortement la GFAP. Ces deux événements concomitants suggérent que la

présence de ces cellules LCP1+ proche des cellules sécrétrices du SCO GFAP+
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réguleraient positivement le phénoméne d’astrogliose. Il serait intéressant d’utiliser
une lignée transgénique tg(il13 :GFP-F) (Nguyen-Chi et al. 2014) ou
tgBAC(tnfa:eGFP) (Marjoram et al. 2015) pour déterminer si les cellules de la microglie
sécretent des facteurs pro-inflammatoires qui participeraient alors a I'activation de la
GFAP dans les cellules sécrétrices du SCO. |l reste a déterminer pourquoi les mutants
rpgrip1l- présentent une invasion de cellules LCP1+ dans différents territoires du
cerveau. Nous pouvons émettre 'hypothése qu’un dysfonctionnement du métabolisme
du pyruvate conduit a défaut mitochondrial, induisant la mort neuronale ou la mort
d’autres types cellulaires. L’analyse protéomique a en effet révélé une surexpression
de plusieurs protéines impliquées dans l'induction du processus de mort cellulaire. Les
cellules LCP1 seraient donc recrutées au sein du systéme nerveux pour phagocyter
les débris cellulaires. Nous pourrions alors réaliser un marquage Caspase-3 sur des
coupes de cerveau afin d’évaluer si le mutant rpgrip7F- expérimente une vague de

mort cellulaire.

5.1.4. Perte ciblée des touffes multi-ciliées dans le SCO

Nous avons observé que la perte des touffes multi-ciliées dans le SCO des mutants
rpgrip1l- coincide avec l'apparition de la scoliose (Figure 33). La microscopie
électronique a balayage a également mis en évidence que les mutants scoliotiques
rpgrip1l- perdent les cellules multi-ciliées du cervelet. Dans le choroide plexus
antérieur, la perte de rpgrip1/”- ne conduit pas inévitablement a un défaut de
morphologie ciliaire, comme chez le mutant katbn1’- (Meyer-Miner et al. 2022) nous
permettant de conclure que Rpgrip1l n’est pas requis pour le maintien des multi-cils et
des mono-cils dans le choroide plexus. La localisation des multi-cils sur les cellules
situées latéralement au SCO suggére un role clé dans la polymérisation de la FR,
grace a leur battement qui pourrait permettre de générer un flux favorisant la
polymérisation de la sco-spondine. Comme chez le poisson-zébre, une analyse par
microscopie électronique a balayage chez le rat a mis en évidence la présence de
cellules multi-ciliées situées latéralement au SCO et la présence de mono-cils sur les
cellules neuro-épithéliales sécrétrices de la sco-spondine (Collins et Woollam 1978),
ce qui montre la conservation du voisinage de ces deux types cellulaires ciliés. Nous
sommes les premiers a rapporter la perte des cellules multi-ciliées en sortie du SCO,

visualisées sur sections transverses de cerveau de mutant scoliotique de poisson-
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zébre. Les autres équipes de recherche ayant plutét analysé les multi-cils du cervelet
par microscopie a balayage (Grimes et al. 2016; Rose et al. 2020) ou les multi-cils des
plexus choroides en montage dorsal du poisson entier (Meyer-Miner et al. 2022).

Nous émettons donc I'hypothése que la perte des touffes multi-ciliées des cellules
situées latéralement au SCO initient I'apparition de la scoliose. Les cellules sécrétrices
du SCO possedent des caractéristiques de cellules neuro-épithéliales immatures
sécrétrices qui expriment la GFAP chez la souris adulte (Corales et al. 2022). Ainsi en
cas de dysfonctionnement de ces cellules, tel qu’un dysfonctionnement mitochondrial,
une surexpression de la GFAP surviendrait dans ces cellules et pourrait conduire a un
phénomeéne d’astrogliose radiaire. Comme mentionné précédemment, ce phénoméne
est souvent couplé au recrutement de cellules inflammatoires (macrophages ou
microglie immuno-marquée par l'anticorps L-plastine). La microglie peut adopter
plusieurs morphologies dont une forme ramifiée et une forme amiboide. La microglie
adopte une morphologie ramifiée lorsqu’elle est dans les tissus, et amiboide lorsqu’elle
se trouve proche des vaisseaux endothéliaux, ou proche des niches de cellules
souches neurales. En cas de blessure dans une région du cerveau, les cellules LCP1+
sont recrutées au niveau du site de Iésion transitoirement (Kyritsis et al. 2012;
Baumgart et al. 2012; Ghaddar et al. 2021; Narra et al. 2023) et une augmentation de
marqueurs oxydants sont observés. Chez le modéle murin, la présence d’une forme
constitutivement active de Nf-kB dans les astrocytes est suffisante au stade précoce
post-natale (P2) pour induire un recrutement de macrophages dans les tissus, et
favoriser la perte des touffes multi-ciliées. L’enrichissement de ces deux types
cellulaires favorisent alors un environnement neuro-inflammatoire (Lattke et al. 2012).
Au cours de notre analyse par immunofluorescence, nous avons observé le
recrutement de cellules LCP1+ avec une forme amiboide. La présence du phénoméne
d’astrogliose en présence de cellules immunitaires a proximité des cellules multi-
ciliées du SCO suggere qu’elles pourraient participer a la perte de ces touffes et initier

I'apparition de la scoliose.

5.1.5. Défaut de maintenance de la FR

La perte de la polymérisation de la FR coincide avec I'apparition de la scoliose chez
les mutants rpgrip1F- (Figure 33). Les mutants scoliotiques rpgrip1/’- présentent

uniquement la présence d’agrégats dans les ventricules du SCO et du canal central
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de la moelle épiniére. Nous pouvons de plus affirmer que la perte de polymérisation
de la FR n’est pas due a un défaut de sécrétion de la sco-spondine par le SCO, car
nous observons l'accumulation de matériel au sein du ventricule. Notre analyse
protéomique est davantage en faveur d’'une augmentation du processus de transport
vésiculaire, et donc potentiellement d’'une augmentation de la sécrétion de sco-
spondine. La perte de polymérisation de la FR est présente chez plusieurs modeles
de scoliose idiopathique comme le mutant ptk7--, cfap2987 (Grimes et al. 2016; Rose
et al. 2020). Ce défaut de polymérisation coincide avec une réduction de la vitesse de
circulation du flux du LCS chez ces mutants, suggérant un défaut de maotilité ciliaire.
Chez le mutant rpgrip1F-, nous émettons I'hypothése que la perte spécifique des
touffes multi-ciliées bordant le SCO diminue le flux du LCS et contribue a la perte de

polymérisation de la FR, initiant I'apparition de la scoliose.

5.2. Validation de la cascade d’événements grace aux expériences de
sauvetage

5.2.1. Expérience de traitement anti-inflammatoire/anti-oxydant

Notre analyse suggére que les mutants droits rpgrip7F- expérimentent une
invasion précoce de cellules immunitaires marquées par I'anticorps L-Plastine, au
niveau des régions internes du cerveau, peu riches en noyaux et riches en fibres
nerveuses. Un traitement sur le long terme anti-inflammatoire/antioxydant pendant la
période juvénile est capable de diminuer significativement la pénétrance d’un facteur
x2 et de maniére importante la sévérité de la scoliose. Nous avons ainsi conclu qu’un
processus inflammatoire participe a 'émergence de la scoliose.

Cet épisode inflammatoire est précoce et transitoire car les marqueurs d’inflammation
sont absents par RT-gPCR a l'age adulte et I'enrichissement en cellules Lcp1 est
diminué chez les juvéniles scoliotiques, contrairement aux marqueurs d’inflammation
observés chez les mutants scoliotiques sspo?™#* et ptk7-- qui sont maintenus dans
les mutants scoliotiques séveéres jusqu’au stade de 3 a 4 semaines (7 a 8 mm) (Rose
et al. 2020; Van Gennip, Boswell, et Ciruna 2018). De plus, I'analyse protéomique sur
des cerveaux disséqués adultes scoliotiques a mis en évidence une quantité plus
importante de facteurs du complément. Cela souligne donc que le processus
inflammatoire se présente sous la forme de deux vagues, la premiére correspond a

une invasion de cellules immunitaires (microglie ou macrophages) dans le

224



parenchyme du systéme nerveux qui est visiblement résolue chez des mutants
scoliotiques, puis une autre population de cellules se met a exprimer des facteurs du
complément chez I'adulte. Cette population pourrait correspondre aux cellules
astrogliales présentant une augmentation de GFAP qui expriment les molécules du
complément (Pekna et Pekny 2021). Au niveau du SCO, [lastrogliose est
accompagnée d’invasion de cellules immunitaires. Il serait alors particulierement
intéressant de déterminer si le traitement anti-inflammatoire par le NACET a permis
de diminuer I'astrogliose radiaire et de réduire I'invasion de cellules immunitaires dans
le SCO chez les mutants rpgrip1/’- sauvés. Cette expérience nous permettrait de
déterminer si la réduction de l'astrogliose au niveau du SCO permet de prévenir la
perte des touffes multi-ciliées chez les mutants sauvés rpgrip7/-. Il serait également
intéressant d’évaluer si les mutants sauvés ont maintenu une FR. Au stade
embryonnaire chez le mutant cfap298, le processus inflammatoire intervient aprés la
perte de la FR et n’est pas capable de la restaurer (Rose et al. 2020). Ainsi, dans le
cas ou l'astrogliose et la perte de la FR ne seraient pas résolues, nous pourrons

affirmer que ces processus sont en aval de la perte de la FR.

5.2.2. Sauvetage tissu spécifique dans les cellules ciliées motiles

Puisque rpgrip1/ code une protéine ciliaire ubiquitaire et que le mutant développe une
scoliose pendant la période juvénile, nous nous sommes demandées quelle(s)
population(s) de cils exprimant Rpgrip1l est importante pour maintenir un axe droit. Au
cours de notre analyse, nous avons déterminé que le mutant rpgrip1/- présente une
perte des multi-cils qui bordent le SCO seulement dans les poissons qui ont débuté le
processus de courbure de l'axe ainsi qu'une perte des multi-cils du cervelet. La
réintroduction de RPGRIP1L sous le contréle d’un promoteur de cellules ciliées foxj1a
conduit & un sauvetage de la courbure chez les mutants rpgrip1/-. De maniére
intéressante, foxj1a et foxj1b sont exprimés au stade embryonnaire chez le poisson-
zébre (2 et 4 dpf) dans le SCO (Olstad et al. 2019), mais aucune donnée n’a rapporté
leur territoire d’expression au niveau du SCO plus tardivement dans le développement.
Chez le Xénope, foxj1 n'a pas de paralogue, et I'analyse entre les stades 36-53 a
également révélé son expression au niveau du SCO (Hagenlocher et al. 2013). Grace
a la microcopie électronique a balayage, ils ont pu distinguer des cils au niveau de son

territoire d’expression, mais la résolution n'a pas permis de distinguer s’il s’agit de
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mono ou multi-cils. Les morphants foxj7 chez le Xénope présentent une réduction
drastique des cils au niveau du SCO avec la présence d’agrégats a la surface des
cellules, qui correspondent probablement a des agrégats de sco-spondine non
polymérisée (Hagenlocher et al. 2013). Chez le poisson-zébre, le mutant foxj1a™
présente une courbure de I'axe, létale au stade larvaire, et D’Gama et al. ont montré
que les double-mutants foxj1b”, gmnc”, foxj1b”-;gmnc’ ne présentent aucune
déformation de I'axe (D’Gama et al. 2021), tandis que la perte d’une copie de foxj1a
dans le mutant foxj1b”- ;gmnc”- conduit a I'apparition d’une scoliose. Cela suggére un
réle déterminant du facteur de transcription foxj7a dans la droiture de I'axe. De par son
territoire d’expression, nous pouvons émettre '’hypothése que la motilité des cils dans
les CMC en sortie de SCO est déterminante pour maintenir un axe droit. Pour
confirmer notre hypothése, il serait intéressant d’évaluer si la protéine 5xmyc-
RPGRIP1L chez les mutants sauvés rpgrip?t-; Tg(foxjla:5xmyc-RPGRIP1L) se
localise au niveau des cellules multi-ciliées bordant le SCO et si leurs cils sont

morphologiquement intégres.

5.3. Comparaison avec les autres modeéles de Sl de poisson-zébre

Il existe plusieurs mutants de poisson-zébre qui développent une Sl. Nous
verrons que le mutant rpgrip7F- présentent des similarités et des différences mettant

en évidence plusieurs voies de contréle de la courbure de I'axe.

5.3.1. Phénotypes similaires observés avec les modeéles de Sl

Les phénotypes observés chez le mutant rpgrip1t- participant a la scoliose sont
similaires a deux mutants de PCP : les mutants vang/2s¢FPs'CFP-zGrad;foxj1a::iCre et
ptk77- (Jussila et al. 2022; Grimes et al. 2016; Van Gennip, Boswell, et Ciruna 2018)
et au mutant hypomorphe sspo?™¥* (Rose et al. 2020). Le mutant
vangl2s'6FPISTCFP. 7Grad;foxj1a::iCre présente une perte de vangl2 spécifiquement dans
les cellules ciliées grace a méthode de dégradation conditionnelle appelée « zGrad »
(N. Yamaguchi, Colak-Champollion, et Knaut 2019). |l développe une scoliose au
stade juvénile sans anomalie vertébrale. Chez les mutants
vangl2sferPIs’CFP.zGrad;foxj1a::iCre, ptk7”- et sspo®™#* |a scoliose est corrélée a la

perte de la polymérisation de la FR et a une augmentation du niveau d’expression de
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urp2 chez le mutant ptk7-- tandis qu’'a une diminution chez le mutant sspo?™#* Ces
deux mutants présentent un processus inflammatoire qui peut étre contré par un
traitement au NAC ou au NACET respectivement (Van Gennip, Boswell, et Ciruna
2018; Rose et al. 2020). La réintroduction de ptk7 sous le contréle du promoteur de
cellules ciliées motiles foxj1a permet de sauver I'apparition de la scoliose (Grimes et
al. 2016). Ces résultats établissent alors un réle critique des protéines Ptk7 et Vang|2
au sein des cellules ciliées motiles pour le maintien d’'un axe droit de la colonne
vertébrale chez le poisson zébre, ce qui suggére un lien entre les défauts de PCP et
la pathogenese de la scoliose idiopathique. De maniére intéressante, au stade
embryonnaire chez le poisson-zébre, Mahuzier et al. ont notamment montré que
Rpgrip1l joue un réle dans la PCP en participant au positionnement du corps basal
grace a la stabilisation de la protéine Dsh a la base du cil dans le plancher de la moelle
épiniére ainsi que dans des cellules rénales en culture (Mahuzier et al. 2012). Nous
proposons donc que la perte de protéines de PCP participe a I'émergence de la
scoliose, en jouant sur le positionnement du corps basal des cils des cellules
épendymaires et donc la production d’un flux directionnel, ce qui pourrait impacter

indirectement leur maintien dans le systéme nerveux et la polymérisation de la RF.

5.3.2. Implication d’une autre cascade génétique contrélant la courbure de

I’axe

Grace a la production de double-mutants, nous avons montré que I'élimination de la
signalisation urp2 chez rpgrip7/- n’a aucun effet bénéfique sur le phénotype de
courbure de I'axe. Nous concluons donc que 'augmentation de la signalisation URP
chez le mutant rpgrip1/ ne contribue pas a la courbure de I'axe. Etonnamment, nous
observons que chez les modéles de Sl, les niveaux d’expression d’urp2 peuvent
varier de maniére opposée: chez les mutants scoliotiques sspo?™/* (Rose et al. 2020)
et cfap2987- (Bearce et al. 2022), le niveau d’expression d’urp2 est diminué, tandis que
chez les mutants ptk7-- (Meyer-Miner et al. 2022), ccdc577, tmem67-- (Xie et al. 2023)
le niveau d’expression d'urp2 est augmenté. Chez le mutant katbn1”- (Meyer-Miner et
al. 2022), le niveau d’expression d’urp2 reste inchangé. Les doubles mutants urp 1
~urp2’- (Gaillard et al. 2023; Bearce et al. 2022) développent une kyphose au stade
juvénile qui évolue vers une scoliose sévére chez I'adulte, tout comme la mutation de

leur récepteur Uts2r3 (Gaillard et al. 2023; Bearce et al. 2022) et ce phénotype de
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courbure est différent de celui de rpgrip7F-. Ces données nous indiquent qu'’il existe
probablement un ou plusieurs mécanisme(s) indépendant des URPs permettant de
contréler la droiture de I'axe au stade juvénile, et donc différent(s) du modele proposé
pour le maintien de la courbure de I'axe chez I'embryon présentée en introduction
3.1.5. De plus, les neuropeptides urp1 et urp2 sont exprimés par les CSF-cNs qui
bordent le canal central. Les mutants pkd2/1--, un canal normalement exprimé par les
CSF-cNs, conduit a une kyphose au stade juvénile (Sternberg et al. 2018; Marie-Hardy
et al. 2023). Ce phénotype, plus Iéger que la scoliose celui des doubles mutants urp 1

~;urp2” suggére une compensation fonctionnelle par des canaux de la méme famille.

5.3.3. La perte de la polymérisation de la FR n’explique pas I'apparition de la

scoliose chez tous les modéles de Si

Récemment, deux nouveaux modéles de Sl ont émergé et présentent des phénotypes
distincts des autres modeéles de scoliose : le mutant katnb1”- présente une perte des
cils du plexus choroide qui correle avec I'apparition de la scoliose (Meyer-Miner et al.
2022). La réintroduction de katnb1 sous le contréle du promoteur foxj1a est capable
de sauver la courbure de I'axe. Le mutant de PCP ccdc57-- présente un battement non
coordonné des cils des cellules épendymaires conduisant a une circulation altérée du
LCS et a une hydrocéphalie au stade juvénile (Xie et al. 2023). Ccd57 régule le
positionnement des corps basaux dans les cellules épendymaires, alors que la PCP
est correcte au stade embryonnaire et larvaire. Le mutant ccdc57- présente une sur-
expression de urp2 dans la téte et une diminution du niveau d’expression dans le milieu
du tronc. Dans les deux cas, ces mutants scoliotiques ne présentent pas de défauts
de polymérisation de la FR, cependant la fibre présente un aspect ondulant avec un
diamétre irrégulier et une intensité de marquage plus faible. Il est donc possible que
cette fibre de morphologie altérée ne puisse exercer ses fonctions physiologiques
normales, comme la stimulation de I'activité électrique des CSF-cNs ou le contréle du
niveau d’expression des URPs dans les CSFcNS, deux « read-out » qui n’ont pas été

testés dans ces modéles.
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6. Pertinence du modéle pour déterminer les cascades d’événements

pouvant participer a la scoliose idiopathique chez ’homme

6.1. Absence de contribution de la motilité ciliaire dans la circulation du

LCS chez ’homme

Nos expériences de microscopie électronique a balayage et
d'immunohistochimie ont révélé une altération de la morphologie ciliaire (multi et
mono-cils) et de leur nombre dans différentes régions du cerveau : le cervelet, le
rhombencéphale et dans le canal central de la moelle épiniere. Ces résultats ont été
associés a une dilatation des cavités du systéme nerveux chez les mutants rpgrip1I.
Le battement des multi-cils des cellules épendymaires du cerveau est trés importante
pour la circulation du LCS chez le poisson-zébre. Leur perte associée a cette dilatation
chez rpgrip1I- suggére donc une altération de la circulation du LCS. La réintroduction
de rpgrip1l sous le contréle du promoteur de cils motiles foxj1a est capable de
restaurer un axe droit chez les mutants rpgrip 1/, tout comme chez les mutants katbn1
- (Meyer-Miner et al. 2022) et ptk7-- (Grimes et al. 2016) qui présentent également une
altération des cils du systéeme nerveux et une dilatation des ventricules. Cela met alors
en évidence un role clé d’'un flux de LCS directionnel et des cils motiles pour maintenir
un axe droit chez le poisson-zébre. Mais quand est-il de I'importance de la motilité
ciliaire dans la circulation du LCS chez 'lhomme ? Chez 'lhomme, la circulation du LCS
se fait principalement par le systéme artériel pulsatif, ou I'afflux du sang dans le
cerveau et la contraction des artéres permet de comprimer les ventricules, tandis que
la relaxation des veines permet une expansion des ventricules et une progression du
LCS (Preuss et al. 2013). De la méme maniére chez le poisson-zébre au stade
embryonnaire, le systéme artériel pulsatif participe a I'échange du LCS entre les
cavités du cerveau, mais n’est pas l'acteur principal (Olstad et al. 2019). De plus,
méme si un défaut de motilité ciliaire/perte des cils sur les cellules épendymaires
conduit la plupart du temps a une hydrocéphalie chez le poisson-zébre et la souris
(Grimes et al. 2016; Meyer-Miner et al. 2022; Lee 2013), c’est rarement le cas chez
les patients atteints de dyskinésie ciliaire primaire. La différence d’anatomie du
cerveau, notamment du volume des ventricules chez ’'homme, pourrait expliquer la
différence de sensibilité au développement d'une hydrocéphalie en cas de

dysfonctionnement des cils des cellules épendymaires. Enfin, si 'importance de la
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motilité ciliaire dans la circulation du LCS semble dépendre de I'espéce et n’est pas
conservée chez I'homme, d’autres mécanismes pourraient donc participer au

développement de la scoliose chez 'homme.

6.2. Absence d’évidence de la présence de fibre de Reissner chez ’lhomme

La perte de la polymérisation de la FR coincide avec le développement d’'une scoliose
chez de nombreux mutants de poisson-zebre, identifies comme des modéles de la Sl
mais pas tous. Il serait donc intéressant de se poser la question de la pertinence d’une
perte de la FR chez 'homme pour expliquer les scolioses idiopathiques. En effet,
plusieurs travaux ont mis en évidence que le SCO (I'organe sécrétoire de la sco-
spondine), est une des premieres structures a se différencier durant le développement
chez 'homme et son activité sécrétoire est bien documentée au stade foetal et
néonatal (Oksche, Rodriguez, et Fernandez-Llebrez 1993; E. M. Rodriguez,
Rodriguez, et Hein 1998). Cependant, le SCO va ensuite régresser pendant la puberté
(E. M. Rodriguez, Oksche, et Montecinos 2001). Au stade fecetal, la sco-spondine
sécrétée par le SCO est incapable de former une fibre détectée par l'utilisation de
I'anticorps dirigé contre la protéine bovine. Une hypothése plausible serait que la
structure de la protéine humaine sco-spondine differe probablement de celle des
autres espeéces et est probablement remplacée par la production de plusieurs peptides
plus courts et solubles (S. Rodriguez et al. 1990; E. M. Rodriguez, Oksche, et
Montecinos 2001). La difficulté d’obtenir du matériel humain comprenant des rares
cellules du SCO viables exprimant le géne n’a pas permis de cloner son messager
géant (12 Kb), ni de déterminer avec précision les produits transcrits a partir du locus.
D’aprés les expériences de RNA-seq, le locus est activement transcrit sur plusieurs
sous-régions mais I'assemblage est uniquement prédictif pour le moment. Il est de plus
trés délicat de visualiser la fibre dans le cerveau ou le canal central par microscopie
électronique ou immuno-marquage sur des prélévements de tissus de bonne qualité.
D’autres études ont besoin d’étre réalisées chez 'homme pour réellement évaluer

'importance de la FR ou des peptides issus du locus pour le maintien d’'un axe droit.
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6.3. Importance du processus inflammatoire dans I’émergence de la

scoliose chez ’lhomme

Au cours de notre étude, nous avons montré que le mutant rpgrip 11~ expérimente une
activation aberrante d’un processus inflammatoire/oxydatif qui participe a la scoliose,
et qui peut étre contré par un traitement anti-inflammatoire/antioxydant. Cette
activation non contrélée est conservée entre plusieurs modeéles de poisson-zébre de
Sl, ptk7-- et sspo?™¥* (Van Gennip, Boswell, et Ciruna 2018; Rose et al. 2020). Un
processus inflammatoire pourrait donc expliquer Il'apparition de la scoliose
idiopathique chez 'homme. En effet, il existe une maladie appelée la malformation de
Chiari de type | (MC-I) qui présente un défaut de circulation du LCS et peut conduire
a une inflammation locale au niveau des cervicales et a 'émergence d’une scoliose.
La MC-I correspond a un positionnement des amygdales cérébelleuses qui sont
anormalement basses et viennent s’engager au travers du foramen magnum (qui
correspond au trou au centre des vertébres) lui-méme malformé de 3-5 mm (Shaffer,
Martin, et Loth 2011). Cette maladie est souvent accompagnée d’'une formation
anormale d'une ou plusieurs cavités a l'intérieur de la moelle épiniére appelée
syringomyélie et impacte la circulation du LCS. La syringomyélie peut conduire a
'apparition d’'une arachnoidite, c’est-a-dire, une inflammation chronique du feuillet
arachnoidien des méninges (Nadeem et al. 2022). La prévalence de la scoliose chez
les patients atteints de MC-I est de 20%, et augmente a 60% si elle est associée a une
syringomyélie (Kelly, Guillaume, et Lenke 2015). La décompression du Chiari est un
acte chirurgical qui permet de dégager suffisamment de place autour de la
malformation de maniére a retrouver une circulation normale du LCS. Elle est souvent
nécessaire pour prévenir une progression de la scoliose chez les patients jeunes ou
agés. Ces résultats suggeérent alors qu’une obstruction du LCS au niveau des
cervicales, associés dans certains cas a un processus inflammatoire, conduit a
I'apparition d’'une scoliose idiopathique chez 'homme. La piste neuro-inflammatoire
serait a investiguer chez les patients atteints de scoliose idiopathique, afin de tester si
cela peut participer ou non a la progression de la maladie. L’utilisation de la résonance
magnétique nucléaire a trés haute résolution serait une maniére d’évaluer si les
patients présentent une altération de la vitesse de circulation du LCS dans le tronc par
rapport aux sujets sains. Des études pilotes sont en cours de réalisation (Dr

Catanzariti, Fondation Cotrel).
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Ainsi, nos résultats ont mis en évidence une nouvelle cascade d’événements
participant a la scoliose chez le mutant ciliaire rpgrip7F-. Les mutants droits
expérimentent un phénomeéne d’astrogliose de maniére asynchrone dans les cellules
sécrétrices de la sco-spondine du SCO, et les cellules ventrales bordant le ventricule
rhombencéphalique du cervelet. Cet événement s’accompagne d’invasion de cellules
immunitaires dans le parenchyme du systéme nerveux, et a proximité du SCO. Les
mutants scoliotiques rpgrip1t- perdent les touffes multi-ciliées bordant le SCO
associée a une perte de la polymérisation de la FR. Nous faisons I'’hypothése que
'astrogliose participe a la perte de ces touffes multi-ciliées conduisant a une
polymérisation défectueuse de la FR et de l'apparition de la scoliose. Nos résultats
apporteront une nouvelle vision des acteurs participant a la scoliose chez le poisson-

zebre.
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