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Résumé anglais
Molecular and cellular bases of the axoneme assembly in motile cilia

Dynein arms (DAs), the motors of ciliary and flagella beating, are anchored with a regular spacing along
cilia and flagella axonemes. Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare respiratory disease due to defects
in motile cilia. This mainly recessive condition combines laterality defects in half of the patients and
frequent male and female hypofertility. About 25% of PCD patients show an absence of both outer and
inner DAs. Those patients carry mutations in one of the 13 implicated genes that drive, for most of
them, the cytoplasmic assembly of DAs.

The aim of this thesis was to clarify the role of two co-chaperones, part of the cytoplasmic DA assembly
complexes and encoded by PCD genes newly (TTC12) or recently (PIH1D3) identified.

Our work on TTC12 revealed for the first time the existence of different mechanisms of DA assembly
between respiratory cilia and sperm flagella in humans. This is in keeping with the peculiar phenotype
of patients with TTC12 mutations: a predominant male infertility associated with mild respiratory signs.
Our data also show the existence of a distinct DA assembly process for the different subspecies of inner
DAs. Within the framework of this study, we developed an original cellular model of human airway
epithelial cells (HAECs) differentiated in vitro at air-liquid interface, in which genes can be CRISPR-Cas9-
invalidated. This tool opens new avenues for the study of the pathophysiology of airway diseases.
Our study on PIH1ID3, which mutations underlie the unique known X-linked non-syndromic PCD,
showed that women who carry a heterozygous PIH1D3 mutation displayed variable airway phenotypes
(from asymptomatic to severe respiratory symptoms) in close relation to the X-inactivation rate of the
mutated allele. This has been shown by two approaches that assess DNA methylation of CG dimers:
enzymatic digestion at the HUMARA locus and bisulfite conversion at the PIH1D3 locus. Those results
prompt to search for heterozygous mutations in PIH1D3, in anticipation of a genetic counselling, in (i)
females relatives of male PCD patients with a PIH1ID3 defect, and (ii) females with mild chronic
respiratory symptoms of unknown etiology. In both cases, diagnosis is difficult to estabilsh in those
women given the absence of situs inversus, mild respiratory signs, and normal nasal NO. At the
prospect of gene or RNA therapy, this work suggests that reaching 30% of PIH1D3 expression could

significantly improve the airway phenotype in patients.

Keywords: primary ciliary dyskinesia, axoneme, cilia, dynein arms, assembly, X-inactivation
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Le cil mobile est une organelle tres anciennement connue avec, en 1675, le tout premier témoignage,
par le hollandais Leeuwenhoek, de I'existence de protozaires qui possedent « d’'innombrables et fins
petits pieds en mouvement », communément appelés « cils » a partir de 1786 (Satir, 1995).

Il existe deux principaux types de cils qui se distinguent par leur cytosquelette interne, appelé
axonéme : les cils mobiles et les cils primaires. Ces derniers, immobiles et de taille inférieure, n’ont été
découverts qu’en 1898 (Bloodgood, 2009).

Les cils primaires sont des organelles sensorielles répondant a des stimuli mécaniques
(mecanorécepteurs) et chimiques (chemorécepteurs). lls sont présents en un seul exemplaire, de facon
constitutive ou transitoire, sur toutes les cellules de I'organisme a I'exception des cellules sanguines.
Des dérivés ciliés existent également au niveau des cellules sensorielles (cils connecteurs des
photorécepteurs, cils olfactifs, kinocilium des cellules de I'oreille interne) (Satir and Christensen, 2007).
Les cils mobiles sont, quant a eux, présents dans des tissus tres spécialisés (tractus respiratoire, tractus
génital masculin et féminin, ventricules cérébraux) ou ils ont pour réle de faciliter le déplacement de
fluide biologique (mucus, liquide céphalo-rachidien...). lls sont présents en plusieurs exemplaires sur
chaque cellule ciliée, allant d’'une dizaine par cellule pour les cils épendymaires a plusieurs centaines
par cellule pour les cils respiratoires. On trouve également un cil mobile unique sur les cellules
embryonnaires nodales a I'origine de la latéralisation des organes au cours du développement.

Mon travail de thése a porté sur ces cils mobiles et sur les dyskinésies ciliaires primitives, maladies
associées a des anomalies génétiques de ces cils mobiles.

Je détaillerai en introduction la structure, la fonction et la mise en place des cils mobiles, puis
j’aborderai la physiopathologie des dyskinésies ciliaires primitives (DCP) ainsi que leurs modeéles

d’étude.

I- Introduction

I.1. Les cils mobiles

I.1.1. Structure : ’'axonéme

L'axonéme constitue le cytosquelette microtubulaire des cils primaires, des cils mobiles et des
flagelles. Alors que l'axoneme du cil primaire est composé de 9 doublets périphériques de
microtubules (9+0), celui des cils mobiles et des flagelles présente en outre deux microtubules
centraux (9+2) entourés d’une gaine constituée d’'une quarantaine de protéine. Les microtubules
centraux et la gaine forment le complexe central (CC). Chaque doublet périphérique est constitué d’un

microtubule B incomplet, s'imbriquant dans un microtubule A complet au long duquel sont fixés les



moteurs des cils mobiles: les bras de dynéine externes (BDE) et internes (BDI). Les doublets
périphériques de microtubule sont reliés entre eux par les complexes N-DRC (Nexin-dynein regulatory
complex) indispensables a I'activation des dynéines, tandis que les ponts radiaires (RS, radial spoke)

relient les doublets périphériques au CC. (Figure 1).

Bras de dynéine
externe (BDE)

Pont radiaire .

Complexe régulateur
Complexe Nexine-Dynéine (N-DRC)
central (CC) Paire centrale

de microtubules

Bras de dynéine
interne (BDI)

Doublet de microtubules
périphériques (MT 1 a 9)

Figure 1. Représentation schématique d’une coupe transversale d’un axonéme de cil
mobile (modifié d’aprés Niziolek et al., 2022).

I.1.2. Localisation et fonction

Les cils mobiles sont présents dans plusieurs tissus de l'organisme. lls tapissent notamment
I’épithélium du tractus respiratoire ou ils ont pour réle de mobiliser le mucus et les micro-organismes
gu’il contient. lls sont également présents au niveau des épithéliums épendymaires et tubaires ou ils
assurent, respectivement, le flux de liquide céphalo rachidien (LCR) et le déplacement de I'ovocyte puis
du zygote au niveau des trompes de Fallope.

Au sein des épithéliums multiciliés, le mouvement des cils s’effectue de fagon coordonnée au sein d’un
plan. Les cils s’étendent a I'aller (power stroke) puis se courbent pour regagner leur position originale

(recovery stroke) (Sanderson and Sleigh, 1981) (Figure 2).

Figure 2. Schématisation 2D des deux Forward (power) stroke —

phases du battement ciliaire (modifé 4 3

d’apres Sanderson and Sleigh, 1981). 5 5
6 1

Backward (recovery) stroke —. 46

9 a1
8




D’une cellule a I'autre de I'épithélium respiratoire, le battement des cils présente un léger décalage de
phase qui augmente avec la distance, créant ainsi une onde métachrone

(https://www.youtube.com/watch?v={3CuqgRDGPmU) participant au déplacement du mucus

(Okamoto and Nakaka, 1994).

Les cellules embryonnaires nodales comportent un cil mobile unique : le cil nodal. Celui-ci comporte
des BDE et des BDI mais, contrairement aux autres cils mobiles, il est dépourvu de ponts radiaires et
de complexe central (structure 9+0). Le mouvement giratoire du cil nodal et I'inclinaison de son axe
par rapport a la surface cellulaire induisent un flux du liquide extra-embryonnaire responsable de la
latéralisation des organes au cours du développement embryonnaire.

Chez ’lhomme, des cils mobiles existent aussi au niveau des canaux efférents qui relient le testicule a
I’épididyme, assurant le transport des spermatozoides. Par ailleurs le flagelle des spermatozoides est
lui-méme constitué d’'un axoneme similaire a celui des cils mobiles (Figure 3). Ces flagelles, plus longs
que les cils, se meuvent selon un mouvement lent formant une onde pseudohélicoidale

(https://youtu.be/AGYechAipbo).

Cil des cellules épendymaires

Cil respiratoire Cil nodal

Cil des canaux efférents

Flagelle des Spermatozoides i i
Cil tubaire

) Tw

Figure 3. Localisation des cils mobiles dans I'organisme.




I.2. Les bras de dynéine

Tout le long de chaque microtubule sont ancrés des bras de dynéines externes et internes selon une
unité fonctionnelle de I'axonéme, répétée tous les 96nm. Chaque unité contient 4 BDE identiques et 7

sous-types différents de BDI (Figure 4).

Coupe transversale Coupe longitudinale

R

-~ g "™
ok = | Ponts
. l I radiaires
BDI
BDE

Figure 4. Représentation schématique de I'ultrastructure de I'axonéme du cil mobile chez I'Homme (modifié
d’aprés Niziolek et al., 2022); a a f: sous-types de bras internes, RS : radial spoke, T/TH : tether/tetherhead,
96/113 : CCDCY96/CCDC113 complex, N-DRC : nexin-dynein regulatory complex, MIA : modlifier of inner arms.

1.2.1. Bras de dynéine externes

Un bras de dynéine est un complexe composé de différentes protéines classées selon leur poids
moléculaires : les chaines lourdes (DNAH, dynein axonemal heavy chain) d’environ 500 kDa, les chaines
intermédiaires (DNAI, dynein axonemal intermediate chain) allant de 100 a 160 kDa et les chaines
|égeres (DNAL, dynein axonemal light chain) comprises entre 30 et 80 kDa. Ce complexe multiprotéique

est ancré au microtubule A via un complexe d’ancrage (DC, docking complex).

Alors que chez Chlamydomonas reinhardtii, algue verte couramment utilisée comme modele pour
étudier le cil mobile, les BDE sont constitués de trois chaines lourdes, ils sont composés chez I’'Homme
de deux chaines lourdes assemblées en dimeére (B et y), de deux chaines intermédiaires et, a ce jour,

de 8 chaines légéres (Braschi et al., 2022) (Figure 5).
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DNAH5
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DNAH9
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DNAL4
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CLXN  oDAD2
ODA docking complex

Figure 5. Les différents constituants des BDE connus a ce jour chez 'Homme, et la représentation
schématique d’'un BDE humain (Braschi et al., 2022). Les chaines lourdes spécifiques des cils respiratoires
sont inscrites en bleu, et les chaines lourdes spécifiques des flagelles des spermatozoides sont inscrites en

rouge.

Tandis que les chaines intermédiaires DNAI1 et DNAI2 participent a I'assemblage et a I'ancrage des

bras sur le microtubule A, les chaines |égeres ont un réle dans la régulation de I'activité des dynéines,

notamment via des interactions avec des protéines régulatrices dépendantes du calcium comme la

calmoduline. Les chaines lourdes sont quant a elles les moteurs a 'origine du mouvement des cils et

des flagelles.

Chaque chaine lourde comporte un domaine N-terminal (DHC-1N), un lien (linker), une téte globulaire

composée de six domaines moteurs ATPasiques (AAA+ ring, ATPase Associated with cellular Activities)

et d’une tige (stalk) a I'extrémité de laquelle se trouve un domaine de fixation au microtubule B

adjacent (microtubule-binding domain, MTBD) (Figure 6). Le domaine N-terminal permet la

dimérisation avec une autre chaine lourde, et I'ancrage au microtubule A.
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N 1C-11 : MT
Linker BD C C

__MTBD

Linker .
~ Buttress/strut

LC binding - ————— C-terminal domain

\

HC-HC dimerization DAAAR

Association with IC-LC

and docking complexes

~~__ N-terminal
domain

Figure 6. Représentation schématique d’une chaine lourde de BDE (modifié d’aprés King, 2021).
HC : heavy chain, IC : intermediate chain, LC : light chain.

Parmi les 6 domaines AAA+, le domaine AAA1 est 'unique domaine a avoir conservé au cours de
I’évolution son activité d’hydrolyse de I’ATP. Celle-ci fournit I'énergie nécessaire au mouvement
ciliaire/flagellaire en induisant un changement conformationnel de la tige permettant le mouvement
de la téte et de la région MTBD (Carter, 2013). Des analyses de chaines lourdes de BDE par SPA (single
particle cryo-electron microscopy) ont démontré un mouvement de balancement de leur domaine
« linker » (Roberts et al., 2009) qui interagit avec les domaines AAA3 et AAA4 aprés la phase
d’impulsion alors qu’il interagit avec le domaine AAA2 avant I'impulsion (Carter et al., 2011; Kon et al.,
2012; Schmidt et al., 2015). L’angle de fixation du domaine MTBD au microtubule B adjacent varie

également pendant I'impulsion (Rao et al., 2021; Redwine et al., 2012) (Figure 7).

Figure 7. Structure par cryo-microscopie électronique (cryo-ME) de BDE
fixés a deux microtubules adjacents chez Tetrahymena thermophila
(modifié d’apres Rao et al., 2021).
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Ces différentes conformations de la chaine lourde (forme inactive pré-impulsion vs forme active post
impulsion) induisent un mouvement de glissement entre deux doublets de microtubules adjacents
(Kubo et al., 2021). La distribution de ces formes actives/inactives sur les différents doublets de
microtubules (MT) est asymétrique, et le changement de conformation entre les c6tés opposés de
I’axonéme induit une flexion de I'axonéme qui se propage le long de celui-ci. Il a récemment été
montré dans les flagelles des spermatozoides d’oursin que les bras externes sont dans leur forme
active par défaut, et que I'asymétrie des formes actives/inactives des dynéines provenait d’une
inactivation spatialement restreinte a certaines dynéines plutét qu’a I'activation alternative entre les

deux cotés de I'axoneme (Lin and Nicastro, 2018).

Les chaines lourdes sont codées par une famille multigénique conservée au cours de I'évolution. Dans
les BDE des cils respiratoires, la composition des dimeéres y/B différe en fonction de leur localisation le
long de 'axonéme avec des diméres DNAH5/DNAH9 dans la portion distale des cils et des dimeéres
DNAH5/DNAH11 dans la portion proximale (Figure 8) (Dougherty et al., 2016). La composition des BDE
peut également varier selon les tissus comme nous avons pu le démontrer au laboratoire lors de
I'identification de BDE constitués exclusivement de diméres DNAH8/DNAH17 dans le flagelle des
spermatozoides avec absence des protéines DNAH5, DNAH9 et DNAH11 qui sont spécifiques des cils

respiratoires (Whitfield et al., 2019).

Distal Distal

Type 2 ODA [
DNAH5 / DNAH9
DNAHS / DNAH17

Type 1 ODA
DNAHS5 / DNAH11

ELHHHHHD
$3ddddddd

Proximal Proximal

r ? B heavy chains t B heavy chains
t y heavy chains r y heavy chains

Figure 8. Représentation schématique de la répartition des chaines lourdes
de BDE. A gauche, I'axoneme des cellules respiratoires. A droite, I'axonéme des
flagelles des spermatozoides (Legendre et al., 2021).
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1.2.2. Bras de dynéine internes

La composition exacte des BDI chez I’'Homme n’est pas encore totalement résolue mais des études
basées sur I'algue Chlamydomonas et la cryo-ME ont permis de progresser au cours des derniéres
années (Ishikawa, 2015; Osinka et al., 2019).

Chaque unité fonctionnelle axonémale comporte 7 sous types de bras de dynéines internes (BDI) : six
monomériques (a, b, ¢, d, e, g) constituées chacune d’une seule chaine lourde, et une dimérique 11 (f)

composée de deux chaines lourdes différentes (King, 2016) (Figure 9).

Chlamydomonas Homme \ .\ %
lla (fa) DHCla=PF9 DNAH10 V. /‘. 5 /vu.
= f/11
11B (f8) DHCIB=DHCIO  DNAH2 N‘_p\rw PN
a DHC6 DNAH3/H7/H12/H14 ? "~
b DHC5 DNAH3/H7/H12/H14 ? ‘
c DHC9 DNAH3/H7/H12/H14 ? '4 -
DU
e DHC8 DNAH3/H7/H12/H14 ?
g DHC7 DNAH6 fllla . . .. . .
DHC1 DHCS
d DHC2 DNAH1 S —

Figure 9. Composition des chaines lourdes des BDI chez Chlamydomonas et protéines orthologues chez
’Homme (d’aprés Yamamoto et al., 2021).

Chez Chlamydomonas, l'isoforme 11 dimérique comporte les chaines lourdes DHC10 et DHC1
(orthologues de DNAH2 et DNAH10 respectivement), tandis que les isoformes monomériques g et d
contiennent les chaines lourdes DHC7 (orthologue de DNAH6) et DHC2 (orthologue de DNAH1). Les 4
autres isoformes monomériques (a, b, c et e) sont constituées des chaines lourdes DHC6, DHC5, DHC9
et DHCS8 respectivement. Dans les régions proximales de I'axoneme, il existe des formes mineures de
sous-types g, e et d qui sont composées des chaines lourdes DHC3, DHC4, et DHC11 respectivement
(Yamamoto et al., 2021). En raison de la trés grande similarité entre les chaines lourdes a, b, cet e, la
correspondance exacte avec les protéines orthologues humaines (DNAH3, DNAH7, DNAH12 et
DNAH14) n’est pas déterminée. Par ailleurs, la présence des sous-types mineurs g, e et d chez
Chlamydomonas varie selon le doublet de microtubule (MT 1 a 9) (Yamamoto et al., 2021). Ainsi la

composition des BDI est particulierement complexe et reste encore incertaine chez I’'Homme.

En dehors des chaines lourdes, il existe diverses protéines faisant également parties des BDI. D’apres
les protéines présentes chez Chlamydomonas, les chaines lourdes du bras dimérique 11 seraient
associées, chez 'Homme, avec les protéines CASC1/DNAI7, WDR78/DNAI4, WDR63/DNAI3, ainsi
gu’avec les diméres [DYNLT1-DYNLT2B], [DYNLL1-DYNLL2] et [DYNLRB1-DYNLRB2] (Figure 10A). Les
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isoformes monomériques a, c et d seraient associées avec la protéine DNALI1 alors que les isoformes
b, e et g seraient associées avec la centrine. Enfin, le sous-type d comporterait également ZMYND12

et TTC29 (Bower et al., 2013; Braschi et al., 2022) (Figure 10B).

A B

MT-binding

MT-binding

Actin Actin Actin Actin
TTC29 —> x \DNAH1 \ DNAH6
DNALIt —> DNALI1 —) ZMYND12  Centrin —» Centrin —)
aetc d bete g
BDI dimérique BDI monomériques

11 (f)

Figure 10. Représentation schématique des 7 sous-types de BDI et leur composition protéique prédite
d’aprés Chlamydomonas (modifié d’aprés Braschi et al., 2022).

Cependant, une version plus précise de la composition des BDI a été proposée suite a des analyses
philogénétiques (Kollmar, 2016). En effet, les sous-types g (associé a la centrine) et d (associé a DNALI1)
seraient, dans I’évolution, les deux premiers sous-types monomériques. Puis, les chaines lourdes des
sous-types a, b, c et e seraient issues de duplications du gene codant la chaine lourde du sous-type d.
Chez Chlamydomonas, ces duplications auraient été suivies de modifications avec, pour b et e, une
partie chimérique en N-terminal provenant du sous-type g fixant la centrine. Ces mécanismes
expliquent pourquoi chez Chlamydomonas, les sous-types b, e et g sont liés a la centrine, alors que a,
c et d sont liés a DNALI1. En revanche, chez I’'Homme, les modifications en N-terminal n’auraient pas
eu lieu et les sous-types b et e, qui ne sont pas chimériques, fixeraient DNALI1 contrairement a

Chlamydomonas (Figure 11). Ainsi, chez 'Homme, seul le sous-type g fixerait la centrine.

Figure 11. Représentation Chlamydomonas
schématique des bras de
dynéines avec les chaines
lourdes des sous-types b et e
chimériques (dérivées de epeat
celle du sous-type g) chez
Chlamydomonas et non
chimériques chez 'Homme
(d’apres Kollmar et al., 2016). Homime
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Pour toutes ces raisons, il est encore trés difficile de connaitre exactement la composition complexe

des BDI chez 'Homme.

I.3. Mise en place des bras de dynéines

La mise en place des bras de dynéines (DAs) se divise en trois phases : le pré-assemblage des complexes
de dynéine dans le cytoplasme, le transport de ces complexes du cytoplasme aux cils, puis leur ancrage

sur les microtubules de I'axonéme (Desai et al., 2018; Qiu and Roy, 2022).

1.3.1. Pré-assemblage cytoplasmique

1.3.1.1. Les facteurs d’assemblage des dynéines axonémales

Les BDs sont de larges complexes multiprotéiques dont la synthése de chaque constituant peut étre
relativement longue (13 minutes par molécule de dynéine) (King, 2021). Une fois les chaines
peptidiques synthétisées, elles sont prises en charge par divers facteurs protéiques appelés DNAAFs,
facteurs d’assemblage des dynéines axonémales (DNAAF : axonemal dynein assembly factors). Ces
protéines chaperonnes/co-chaperonnes assurent dans un premier temps le bon repliement
conformationnel des polypeptides (chaines lourdes, intermédiaires et légeres) issus des ribosomes

avant d’assembler ces chaines entre elles.

Sur la base d’études menées chez la souris, le poisson-zébre et I'algue verte Chlamydomonas, une liste

de 20 DNAAFs est actuellement connue (Tableau 1).
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Tableau 1. Facteurs d’assemblage des Gene Alias
dynéines axonémales (d’apres Braschi et al., DNAAF1* LRRC50
2022). Les deux genes surlignés DNAAF2* KTU
(DNAAF6/PIH1D3 et TTC12) font I'objet des DNAAF3* C19orf51
résultats de cette thése. DNAAF4* Dyxici
*génes impliqués dans les DCP. DNAAF5* HEATR2
DNAAF6* PIH1D3
DNAAF7* ZMYND10
CFAP300* Cllorf70, DNAAF17
DNAAF8 Clé6orf71
DNAAF9 C200rf194, (Shulin ?)
DNAAF10 WDR92
LLRC6* DNAAF11
LRRC56* DNAAF12
SPAG1* DNAAF13
PIH1D1 DNAAF14
PIH1D2 DNAAF15
CFAP298* C21orf59, DNAAF16
CCDC103*
DAW1 ODA16, WDR69, DNAAF18
Trciz*

Chez 'Homme ainsi que dans les organismes modeles de DCP, ni les interactions entre les co-
chaperonnes ni les sous-types de bras pris en charge par chacune d’elles ne sont précisément

caractérisés.

1.3.1.2. HSP90 et les complexes R2TP-like

De nombreuses études (26,27) ont clairement établi un lien entre les DNAAFs et les protéines de la
famille HSP (heat shock protein), notamment HSP90.

Il existe chez 'Homme un complexe de 4 protéines chaperonnes (RUVBL-1, RUVBL-2, RPAP3 et PIH1D1)
appelé le complexe R2TP, correspondant au complexe R2TP décrit initialement chez la levure (Ruvbl-
1, Ruvbl-2, Tah1l et Pih1). Chez 'Homme, ce complexe s’associe d’'une part avec la sous-unité RPB5 de
I’ARN polymerase via le complexe UPC (unconventional prefoldin complex), d’autre part avec la
protéine WDR92/DNAAF10. Cet ensemble forme un des plus grand complexe de chaperonnes
intéragissant avec HSP90 : le PAQosome (particle for arrangement of quaternary structure).

Le complexe R2TP constitue le composant catalytique du PAQosome. Les protéines RUVBL-1 et RUVBL-
2 possédent des domaines d’hydrolyse de 'ATP (AAA+), tandis que les protéines RPAP3 et PIH1D1
constitueraient des plateformes accueillant HSP90 et les diverses «protéines clientes » (Figure 12)

(Lynham and Houry, 2022).

16



Unconventional Prefoldin
Figure 12. Représentation schématique Complex (UPC)
d’un PAQosome associé avec HSP90, et
les domaines protéiques impliquées dans
les interactions (Lynham & Houry, 2022).
Les domaines TPR de RPAP3 interagissent
avec HSP90, et avec les domaines CS de
PIH1D1. Le domaine C-terminal de RPAP3
se fixe sur RUVBL2. Certaines « protéines
clientes » de HSP90 et des complexes
R2TP peuvent étre recrutés via des
adaptateurs. CS: CHORD domain-
containing protein Sgtl domain; CTD : C-
terminal domain; DIl : Domain II; MD:
middle domain; NTD : N-terminal domain;
PIH1 : Pih1 homology domain; RPAP3 C:
RPAP3 C(C-terminal domain; RPAP3 N:
RPAP3  N-terminal  domain; TPR:
tetratricopeptide domain.

PFDN6 PDRG1

ASDURF
PFDN2 { RPB5

UXT

Ce complexe macromoléculaire d’assemblage et de stabilisation intervient dans de nombreux
processus cellulaires dont la réponse aux dommages de I'ADN, la voie de signalisation PIKK
(Phosphatidylinositolkinase-related kinases), et la transcription de I’ARN (Figure 13).

Il intervient également dans le processus d’assemblage des dynéines axonémales au sein duquel la
protéine WDR92/DNAAF10 est retrouvée de fagon tres spécifique d’aprés plusieurs études (Liu et al.,
2019; Patel-King et al., 2019; Patel-King and King, 2016).
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Figure 13. Les différentes voies faisant intervenir le PAQosome et HSP90 (Lynham and Houry, 2022)

Plusieurs DNAAFs possedent des domaines communs aux protéines du complexe R2TP canonique. En
effet, DNAAF2, PIH1D2 et PIH1D3 contiennent des domaines PIH1 (protein interacting with HSP90)
tout comme la protéine PIH1D1. Comme RPAP3, les protéines SPAG1, TTC12 et DNAAF4 possedent des
domaines TPR (tetratricopeptide repeat) d’interaction potentielle avec HSP90 (Kakihara and Houry,
2012). SPAG1 est d’ailleurs le paralogue de RPAP3. Enfin, les protéines DNAAF11/LRRC6 et
DNAAF7/ZMYND10 sont des protéines cytoplasmiques étroitement liées a HSP90 mais sans interaction
directe avec le complexe R2TP (Lynham and Houry, 2022).

Une combinaison d’études de double hybride chez la levure, de co-immunoprécipitations réalisées
dans des cellules HEK293 ou des cellules épithéliales de trachées de souris, a permis de mettre en
évidence une interaction directe entre : PIH1D3 et HSP90, DNAAF4 et HSP90, DNAAF4 et HSP70 et
DNAAF2 et DNAAF4 (Chen et al., 2009; Paff et al., 2017; Tarkar et al., 2013). Tous ces éléments, ainsi
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que les similarités de structure entre ces protéines, suggerent que DNAAF2 et DNAAF4 pourraient
former un complexe semblable au R2TP (R2TP-like complexe) impliqué dans I'assemblage des BDs
médié par HSP9O0 (Figure 14). Deux complexes R2TP-like ont d’ailleurs déja été identifiés : R2SP et R2SD
formés respectivement de [RUVBL-1, RUVBL-2, SPAG1 et PIH1D2] et [RUVBL-1, RUVBL-2, SPAG1 et
DNAAF2](Maurizy et al., 2018; Yamaguchi et al., 2018).

= Constituants des BD
<

? BDE dimérique
9 g

BDI dimérique

ou

PIH1D1
PIH1D2
PIH1D3
DNAAF2

BDI monomériques

Domaines TPR Domaines PIH1

Figure 14. Assemblage des BDs via HSP90 et les complexes R2TP/R2TP-like. Lors de I'assemblage
cytoplasmique, certains constituants de bras de dynéine (clients) seraient d’abord repliés via HSP90,
DNAAF7 et FKBP8 qui agiraient comme des co-chaperones. DNAAF11 pourrait avoir un role dans la
libération et le passage des clients du complexe HSP90-DNAAF7-FKPBS8 vers les complexes R2TP-like.
Certains clients ne nécessiteraient pas de repliement préalable via HSP9O, ils interagiraient directement
avec les complexes R2TP-like (modifié de Lynham and Houry, 2022)

1.3.1.3. Les DynAPs

Ces 10 dernieres années, diverses études (Horani et al., 2012a, 2013; Kott et al., 2012; Serluca et al.,
2009) ont mis en évidence que les protéines d’assemblage DNAAF5 et DNAAF11 étaient détectables
au sein de structures ponctiformes dans tout le cytoplasme des cellules multiciliées de I'épithélium
respiratoire humain, avec une distribution pouvant étre plus intense au niveau des corpuscules basaux
ou au niveau périnucléaire. L'observation par immunofluorescence de ces foci, a démontré qu’ils ne
colocalisaient pas avec les endosomes, les lysosomes ou les corpuscules basaux (Horani et al., 2012b).
Ces foci semblent contenir également SPAG1, DNAAF2, ainsi que des sous-unités de dynéine, telles

que DNAI1 (Horani et al., 2018).

Ces structures ponctiformes ont été étudiées plus en détail chez les embryons de xénope ou la
concentration et la colocalisation de DNAAFs, de chaperonnes et de sous-unités de dynéines ont été
confirmées par immunofluorescence (Huizar et al., 2018). Des études biochimiques basées sur le
phénoméne de séparation de deux phases liquide-liquide selon leur composition (Lee, 2020) ont mis

en évidence que ces structures possédaient des caractéristiques spécifiques a des organelles sans

19



membrane (liquid-like organelles) qui ont été dénommeées « particules de dynéines axonémales »

(DynAPs, dynein axonemal particles)(Huizar et al., 2018).

Ces DynAPs semblent étre elles-mémes compartimentées en différentes zones fonctionnelles dans
lesquelles les diverses sous-unités des BDE et BDI se concentrent de facon différentielle (Figure 15)

(Lee et al., 2020).

A
Figure 15. Mise en évidence par BDE Dnald
immunofluorescence de BDE
compartiments spécifiques des
BDE ou des BDI dans les DynAPs 3@2

(Lee et al., 2020)

Analyse par microscopie
confocale de marquages par
immunofluorescence de cellules
m,u|t|C|I|ees d’embryon de BDI o O
xénope  co-exprimant  des BDE
composants des BDE et/ou des

BDI tagués mcherry (violet) ou

GFP (vert). En Aet C, on observe
respectivement, une
colocalisation totale de deux
composants de BDE (Dnai2 et

Dnal4) et de deux composants

des  BDI  (Wdr78 et ggm Tetextd2| ~  Tctex1d2
Tctex1d2=DYNLT2B). En B, on
observe I"'absence de
colocalisation entre un

composant des BDE (Dnai2) et
un composant des BDI (DnalLl1).

Visualisées chez 'Homme, la souris, le xénope et le poisson-zébre, les DynAPs semblent étre un
élément conservé au sein des cellules multiciliées (Diggle et al., 2014; Horani et al., 2018; Huizar et al.,
2018; Li et al., 2017; Mali et al., 2017). Cependant leur fonction précise n’a pas encore été élucidée. Il
est intéressant de noter que toutes les DNAAFs et chaperonnes étudiées jusqu’a présent ont été mises
en évidence a la fois de fagcon diffuse dans tout le cytoplasme, mais aussi enrichies dans les DynAPs.
Ainsi I'assemblage des BDs pourrait ne pas étre restreint a ces DynAPs et avoir lieu dans le cytoplasme
en dehors de ces structures. Cela ameéne a imaginer que les DynAPs pourraient intervenir dans le
stockage des dynéines pour un assemblage rapide ou pour un contrble qualité des dynéines mal-

repliées (Lee et al., 2020).
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1.3.2. Transport jusqu’au cil

Une fois les complexes de dynéines axonémales assemblés dans le cytoplasme, ils doivent étre

transportés jusqu’a l'intérieur du cil pour leur mise en place au sein de I'axoneme.

1.3.2.1. Le transport intraflagellaire

La formation des cils, primaires et mobiles, ainsi que des flagelles nécessite le transport sélectif de
protéines produites au niveau cytoplasmiques jusqu’au sommet du cil. Le cheminement de ces
protéines produites et assemblées dans le cytoplasme jusqu’a la base du cil est tres peu connu. Une
fois localisées a la base du cil, les protéines axonémales d’intérét sont acheminées le long des
microtubules par un transport actif appelé transport intraflagellaire (IFT : intra-flagellar transport)
décrit pour la premiere fois en 1993 chez Chlamydomonas (Kozminski et al., 1993). Ce transport
bidirectionnel le long des doublets périphériques de I'axonéme concerne des complexes
multiprotéiques dénommeés « trains » (Kozminski et al., 1995) qui cheminent sur les microtubules B.
Les moteurs de I'IFT correspondent a deux protéines : la kinesine-2 hétérotrimérique (transport
antérograde) et la dynéine 2/1b (transport rétrograde), qui s’associent a deux complexes

multiprotéiques, IFT-B et IFT-A respectivement (Zhu et al., 2021) (Figure 16).

Figure 16. Le transport intraflagellaire
(modifié de Zhu et al., 2021).

)

IFTA g Kinesin-Il

o “e*“*

IFT8 & Dynein

Les molécules transportées, appelées « cargos », sont chargées au niveau du corpuscule basal, et
majoritairement libérées a I'extrémité du cil. Les complexes d’IFT se réorganisent alors et les moteurs
sont recyclés pour mettre en place le transport rétrograde (Rosenbaum and Witman, 2002).

Il existe une grande similarité entre la machinerie de I'lFT et celle du transport de vésicules le long des

microtubules cytoplasmiques.
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1.3.2.2. Transport des dynéines axonémales

La majorité des connaissances sur le transport des dynéines axonémales dans le cil se base sur des
études réalisées chez I'algue verte Chlamydomonas ou d’autres organismes unicellulaires plus simple
a étudier (cf I.5. Modeles d’étude des DCP).

Plusieurs études chez ces modeéles ont démontré que les dynéines axonémales étaient prises en charge
par I'IFT avant leur ancrage sur les microtubules A des doublets périphériques (Hou et al., 2007;
Piperno et al., 1996; Viswanadha et al., 2014). Bien que les mécanismes précis et les protéines mises
en jeu dans ce processus restent mal connus, quelques protéines ont été proposées comme ayant un
réle dans ce transport des bras de dynéines dans le cil (Tableau 2). Cependant, aucune étude n’a

permis de confirmer la fonction d’une de ces protéines chez I’'Homme.

Chlamydomonas Homme
Nom Caractéristiques Références | Nom Caractéristiques Références
ODAS e Colocalisation avec les (Desai et LRRC56 e ColP avec IFT88 dans (Bonnefoy
complexes IFT pendant la al., 2015) HEK293 etal., 2018)
construction de I'axonéme e Impliqué en DCP avec
e Mutants oda8 = absence absence distale de BDE
des BDE
ODA1 e Interaction avec IFT46 (Ahmed et WDR69 e Pas d’interaction directe (Wang et
6 e Mutants odal6 : absence de | al., 2008; /DAW1 avec IFT46 al., 2020)
BDE Hou and e (Cristallisation de
e Partie N-term de ODA16 : Witman, WDR69/DAWT1 :
fixation des BDE 2017, repliement trés différent
Taschner et par rapport au N-term de
al., 2017) ODA16
IDA3 e Adaptateur IFT - IDA-11 pour | (Hunter et ?
le transport antérograde al., 2018)
dans les flagelles en
croissance

Tableau 2. Protéines potentiellement impliquées dans le transport des dynéines axonémales dans
I'axonéme.

Chez Chlamydomonas, la protéine ODAS8 est retrouvée dans la méme fraction cellulaire que les
protéines de I'IFT et son altération conduit a une absence des BDE sur 'axoneme. Son orthologue
humain, LRRC56, dont le défaut est responsable de DCP, interagit avec IFT88 dans des cellules HEK293
sur-exprimant ces deux protéines. Toutefois cette interaction n’a pas été confirmée sur les protéines
endogenes dans des cellules respiratoires.

La protéine ODA16, la plus étudiée jusqu’a présent, interagit chez Chlamydomonas avec IFT46 et
transporte les BDE via son domaine N-terminal. Cependant, cette interaction n’a pas été validée pour

WDR69/DAW1, son orthologue humain. De plus la cristallisation de la protéine DAW1 a mis en
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évidence un repliement totalement différent de la partie N-terminal par rapport a ODA16, ce qui
pourrait suggérer I'existence d’'un mécanisme de transport différent chez 'Homme nécessitant
I'intervention d’autres facteurs (Qiu and Roy, 2022).

La protéine IDA3 a été décrite chez Chlamydomonas comme un adaptateur pour le transport
antérograde sur I'lFT de la sous-unité dimérique 11 des BDI. En revanche, aucun orthologue humain n’a

été a ce jour associé a cette protéine, suggérant de nouveau des mécanismes distincts chez I’'Homme.

Les recherches progressent sur la compréhension du transport des BDs dans les cils. Cependant, un
défaut d’'une protéine impliquée dans le transport des dynéines au sein des cils conduirait
probablement a I'absence des deux bras de dynéine dans I'axonéme, méme phénotype ciliaire qu’un
défaut de protéine d’assemblage. Ceci rend difficile la détermination de la fonction précise de chaque
acteur protéique.

Les protéines FBB5 et FBB18, semblant initialement impliquées dans le transport des BDs, joueraient
finalement un réle dans I'assemblage cytoplasmique des BDs. En effet, des analyses biochimiques chez
Chlamydomonas avaient mis en évidence FBB18 et les protéines de I'IFT dans la méme fraction
cellulaire (Austin-Tse et al., 2013), mais récemment le role de FBB18 dans le complexe de
préassemblage R2TP a été décrit chez Chlamydomonas (Wang et al., 2022). De fagon intéressante,
I'orthologue humain de FBB18 (Kurly/C210rf59/CFAP298) est impliqué dans les DCP avec absence des
deux BDs. C’est également le cas de C11orf70/CFAP300 (orthologue de FBB5) impliqué chez des
patients avec absence des deux BDs. Des études chez Chlamydomonas et la Paramécie avaient
démontré la présence de FBB5 a la pointe du flagelle en élongation, de facon similaire a IFT46,
suggérant un réle de cette protéine dans I'IFT (Fassad et al., 2018b). Cependant, une interaction entre
FBB5 et DNAAF2 a également été décrite, suggérant que FBB5 puisse participer a I'assemblage

cytoplasmique (Hoében et al., 2018).

De nombreuses recherches restent donc a mener pour approfondir nos connaissances sur le processus
de transport des dynéines dans le cil mobile chez 'Homme. Jusqu’a présent, les anomalies de
composants connus de I'lFT chez I’'Homme conduisent toujours a une atteinte isolée du cil primaire

(exemple : Bardet—Biedl syndrome, Joubert syndrome, néphronophtise).

1.3.3. Ancrage a I'axonéme

Aprés avoir été transportés dans le cil, les bras de dynéines sont ancrés de facon stable sur les

microtubules.
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1.3.3.1. Ancrage des BDE

1.3.3.1.1. Complexe d’ancrage

Méme s’il n’est pas totalement résolu, le systéme d’ancrage des BDE est bien décrit. Chez
Chlamydomonas, le complexe d’ancrage des BDE est un trimére composé de DC1, DC2 et DC3. Des
analyses de cryo-ME haute résolution ont démontré que cet hétérotrimere constituait I'unique point
d’attachement des BDE aux microtubules (Walton et al., 2021).

Une étude récente a mis en évidence que le complexe d’ancrage des BDE chez les vertébrés était quant
a lui pentamérique, composé de différents ODADs (outer dynein arms docking complex): ODAD1
(CCDC114), ODAD2 (ARMC4), ODAD3 (CCDC151), ODAD4 (TTC25) et ODADS5 (EFCAB1/Calaxin) (Gui et
al.,, 2021a). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les BDE de Chlamydomonas sont

constitués de trois chaines lourdes contrairement aux mammiféres qui en possédent deux (Figure 17).
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Figure 17. Modele atomique du complexe d’ancrage des BDE : trimérique chez
Chlamydomonas et pentamérique chez les mammiféeres (modifié de Gui et al.,
2021).

L'organisation structurale de ODAD3/CCDC151 et ODAD1/CCDC114 se rapproche fortement des
complexes DC1 et DC2 de par leurs superhélices analogues (coiled-coil protein), tandis que
ODADS5/EFCAB1/Calaxin aurait un réle régulateur dépendant du calcium similaire a DC3. Enfin, les

domaines TTC (tétratricopeptide) des protéines TTC25 et ARMC4 permettraient de former un pont
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avec ODAD1 et ODAD3 (Gui et al., 2021a). Les mutations des génes ODAD1 a ODAD5 ont été associées

a des DCP avec absence des BDE.

1.3.3.1.2. MIPs, protéines internes aux microtubules

Les MIPs (microtubule inner proteins) sont des protéines qui tapissent la face interne des doublets de
MT formant un maillage le long de la lumiere. Chez Chlamydomonas, 33 MIPs ont été identifiées a ce
jour, et diverses fonctions leur sont attribuées : I'établissement de la structure unique des MT en
doublets, le maintien d’une périodicité cohérente le long de I'axonéme et la stabilisation des doublets
de MT axonémaux face aux pressions mécaniques (Ma et al., 2019; Owa et al., 2019). Par ailleurs, des
études récentes suggerent que certaines MIPs facilitent le processus d’ancrage des BDE aux
microtubules.

En effet, que ce soit chez Chlamydomonas ou chez les mammiferes, les MIPs sont positionnées selon
un motif répété tous les 48nm, périodicité cohérente avec les 24nm des DC du c6té externe des MT.
De plus, deux MIPs, Pierce 1 et Pierce 2, ont récemment été identifiées comme étant le lien, formant

un pont, entre les périodicités de 48nm interne et de 24nm externe (Gui et al., 2021a) (Figure 18).
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Figure 18. Lien entre les périodicités externes et internes des MT via Piercel et Pierce2
(modifié de Gui et al., 2021), ODA-DC : complexe d’ancrage pentamérique des BDE.

D’autres MIPs localisées le long de I'axonéme ciliaire pourraient faciliter 'ancrage des BDE a
I’axonéme. En effet, la protéine MNS1, dont I'absence cause un défaut d’ancrage des BDE, s’associerait
avec le complexe d’ancrage via CCDC114 (Ta-Shma et al., 2018). C’est aussi le cas de la protéine
CFAP53/CCDC11, récemment identifiée comme MIP (Gui et al., 2021a; Ma et al., 2019), pour laquelle
une interaction avec TTC25 a été démontrée dans des cellules HEK293T cotransfectées (lde et al., 2020)
et dont I'absence cause un défaut d’ancrage des BDE chez le poisson-zébre et la souris (Ide et al., 2020;
Narasimhan et al., 2015). Les mutations dans plusieurs genes de MIPs ont été associées a des défauts

de latéralisation isolés (CFAP45, CFAP52, CFAP53, ENKUR, MINS1).

1.3.3.1.3. CCDC103
La protéine CCDC103 a été décrite comme un facteur supplémentaire absolument nécessaire au

processus d’ancrage des BDE aux MT chez Chlamydomonas, le poisson-zébre et 'Homme (King and
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Patel-King, 2015; Panizzi et al., 2012). Elle est fixée aux MT tous les 12nm, ce qui pourrait suggérer la
présence de deux unités de CCDC103 par BDE. Elle ferait partie intégrante des doublets de MT;
toutefois sa localisation exacte n’a pas pu étre déterminée par cryo-ME. De nouvelles études seront

nécessaires pour comprendre comment elle s’incorpore dans I'axonéme et connaitre son rdle précis.

1.3.3.2. Ancrage des BDI

1.3.3.2.1. WDR65/FAP57

Les mécanismes d’ancrage des BDI sont tres peu connus. Chez Chlamydomonas, un défaut d'/DA8
codant pour la protéine FAP57 (WDR65 chez 'Homme) méne a un défaut d’assemblage des bras
internes (Lin et al., 2019). FAP57 est localisé le long de I'axonéme de fagcon asymétrique. En effet, cette
protéine est majoritairement présente sur les doublets de microtubules 1, 5, 6, 7, 8 et 9 (Figure 19A).
Diverses analyses chez Chlamydomonas ont mis en évidence une étroite relation entre FAP57 et le bras
interne dimérique 11, le complexe MIA (modifier of inner arms), le N-DRC et les sous-unités g et d.
WDR65 pourrait donc permettre de stabiliser I'ancrage de certaines de ces protéines a I'axoneme

(Figure 19B) (Lin et al., 2019).

DA

Proximal Distal

RS1 RS2 RS1

Figure 19. Localisation de FAP57 chez Chlamydomonas. A) Les points rouges
indiquent la position préférentielle de FAP57 sur 6 des 9 doublets de MT. B)
FAP57 (en rouge) sur une coupe transversale d’axonéme et ses contacts avec
11, N-DRC, MIA et les sous-unités g et d. (Lin et al., 2019).

1.3.3.2.2. CCDC39/40 et CCDC103

Les protéines CCDC39 et CCDC40 sont désormais bien connues pour étre les « régles moléculaires »
(molecular ruler) définissant I’espacement des unités axonémales le long de la face externe des MT. En
effet, elles sont localisées tous les 96nm et leur absence conduit a une absence des BDI et une
désorganisation axonémale (Oda et al., 2014) (Figure 20). Les protéines CCDC39 et CCDC40 serviraient
de point d’ancrage des BDI et des N-DRC. Des études basées sur I'analyse de I'axonéme par cryo-ME

de mutants de Chlamydomonas pour FAP59 ou FAP172, orthologues de CCDC39 et CCDC40
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respectivement, montrent que I'absence de ces protéines altere I'espacement de 96nm. Ces études
démontrent également que I'allongement de ces protéines par duplication de domaines étend I'unité
axonémale de fagon proportionnelle au nombre d’acides aminés dupliqués chez les mutants (Oda et
al., 2014). Par ailleurs, il a récemment été montré par cryo-ME chez Chlamydomonas que les protéines
FAP253 et FAP91 étaient nécessaires pour I'ancrage a I'axoneme du RS1 et du RS2 respectivement

(Grossman-Haham, 2023; Gui et al., 2021b).

96 nm repeat
I 1

RS1 RS2 ~ ------- :

ot
-2 FAP59/FAP172

o

FAPS9
FAP172

Figure 20. CCDC39 et CCDC40, les regles moléculaires définissant 'unité axonémale
chez Chlamydomonas (Grossman-Haham, 2023; Oda et al., 2014). Contrairement a
I'Homme, Chlamydomonas possede deux ponts radiaires (RS) et non trois. FAP59 et
FAP172 chez Chlamydomonas, orthologues de CCDC39 et CCDC40 chez 'Homme,
forment une regle moléculaire ol se fixent les ponts radiaires 1 et 2 via le
recrutement de FAP253 and FAP91. FAP91 interagit également avec le N-DRC.

Par ailleurs, la protéine CCDC103, dont I'absence conduit a un défaut d’ancrage des BDE (cf
1.3.3.1.3. CCDC103) méne également a une anomalie d’ancrage des BDI. Le r6le précis de cette protéine

reste a élucider.

27



1.4. Les dyskinésies ciliaires primitives

1.4.1. Manifestations cliniques

Les dyskinésies ciliaires primitives (DCP) sont des maladies génétiques, de transmission
essentiellement récessive, liées a un défaut des cils mobiles se manifestant par des infections
respiratoires chroniques (défaut d’épuration mucociliaire di a I'atteinte des cils mobiles de
I’épithélium respiratoire) associées a une infertilité masculine (immobilité des spermatozoides et/ou
des cils de canaux efférents) ou féminine (dyskinésie des cils tubaires), trés rarement une
hydrocéphalie (probable dyskinésie des cils épendymaires) et chez environ la moitié des patients, un
défaut de latéralisation (défaut de mobilité du cil nodal) pouvant conduire a un situs inversus
définissant le syndrome de Kartagener (Kartagener and Horlacher, 1935).

Les symptOomes respiratoires se caractérisent par des infections chroniques des voies aériennes
supérieures (rhinosinusites) et inférieures (broncho-pneumopathies) qui évoluent fréquemment vers
une polypose naso-sinusienne et une dilatation des bronches respectivement. Les symptémes
respiratoires peuvent apparaitre dés la naissance (détresse respiratoire néonatale inexpliquée) ou
dans la petite enfance. Certaines formes moins typiques (symptomatologie respiratoire plus discréte,

sans situs inversus) ne sont parfois diagnostiquées qu’a I'age adulte.

1.4.2. Diagnostic

Face a une suspicion clinique de DCP, le diagnostic est affirmé par I'analyse, sur prélevement nasal ou
bronchique, d’anomalies de la structure ciliaire (observation de I’axonéme en microscopie
électronique) et/ou du battement ciliaire (vidéomicroscopie a haute vitesse). Des marquages par
immunofluorescence de composants ciliaires des cellules épithéliales peuvent également aider au
diagnostic de DCP. Dans de nombreux cas, et lorsque I'dge le permet, les patients atteints de DCP ont
également un débit nasal de monoxyde d’azote (NO) abaissé ou effondré, ce qui permet d’orienter
vers une DCP. Les résultats des explorations ciliaires permettent également de guider les études
moléculaires qui sont ensuite réalisées dans le but d’identifier le géne impliqué dans la maladie. Un

exemple du parcours diagnostique des patients suspectés de DCP est donné dans la Figure 21.
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Figure 21. Parcours diagnostique habituellement suivi par les patients suspectés de DCP en France
dans les Centres de Référence/Compétence des Maladies Respiratoires Rares dédiés aux DCP
(https://respifil.fr/wp-content/uploads/2020/02/pnds-argumentaire-dyskinesies-ciliaires-

primitives.pdf).




Selon les pays, différents types de recommandations prenant en compte les résultats de ces

explorations ont été établis afin d’aider au diagnostic (Lucas et al., 2017; Nussbaumer et al., 2021;

Shoemark et al., 2019) (Figure 22).
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Clinical features - at least 2 of 4:
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T Analyse de plus de 12 génes associés au DCP

*Culture de cellules épithéliales nasales ou bronchiques en ALl (interface air-liquide)
¢ Investigations supplémentaires (HSVM, IF et TEM)

Figure 22. Algorithmes pour le diagnostic des DCP selon les recommandations européennes (gauche),
américaines (milieu) et belges (droite). (d’apres Nussbaumer et al., 2021)

Les encadrés bleus correspondent au minimum requis pour le diagnostic. ERS : European Respiratory
Society; ATS : American Thoracic Society, PCD-UNiBe : comprehensive diagnostic centre at the University
Children's Hospital of Bern, nNO : nasal nitric oxide; HSVM : high-speed videomicroscopy; |F
immunofluorescence staining; TEM : transmission electron microscopy.

En raison de la grande hétérogénéité génétique de la maladie (plus de 50 genes) et de la taille

considérable de certains genes impliqués dans les DCP (DNAH5, DNAH9, DNAH11, HYDIN..), le

diagnostic moléculaire, qui a pour but d’identifier le gene impliqué dans la pathologie, repose

maintenant sur des techniques de séquencage a haut débit telles que I'étude de panel de genes en

NGS (next generations sequencing), 'analyse d’exome (WES : whole exome sequencing) ou beaucoup

plus rarement du génome entier (WGS : whole genome sequencing).

Le taux de diagnostic moléculaire des DCP atteint 80% chez des patients ayant été bien sélectionnés

sur leur phénotype clinique et les résultats des explorations ciliaires.
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Lorsqu’aucun géne connu de DCP n’est identifié chez un patient dont le diagnostic de DCP est confirmé
ou hautement probable, les explorations génétiques sont poursuivies dans le cadre de la recherche

afin de tenter de caractériser une nouvelle étiologie.

1.4.3. Génes responsables de DCP

Les DCP sont trés hétérogenes sur le plan génétique. Environ 50 génes sont actuellement impliqués
dans cette pathologie, ce qui reflete la complexité du fonctionnement des cils et des flagelles. Les
génes responsables de DCP codent des protéines de structure axonémale, des protéines d’assemblage
et/ou de transport des constituants de I'axonéme, ou encore des facteurs impliqués dans la ciliogenése

des cils mobiles (Figure 23).
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a Forme syndromique de DCP (RPGR impliqué dans la rétinite pigmentaire et/ou DCP ; mutations dans les exons 20 et 21 de
OFD1 impliquées dans des DCP typiques et autres mutations impliqués dans des ciliopathies syndromiques, TUBB4B impliqué
dans atteintes neurosensorielles, des néphronophtises et/ou DCP)

b Fonctions proposées

¢ Résultats basées sur une seule famille

4 Non surexprimé pendant la ciliogenése.

Figure 23. Localisation et fonction des protéines codées par les génes impliqués dans les DCP chez ’'Homme

(modifié de Legendre et al., 2021). Les genes identifiés par notre laboratoire sont soulignés.

En fonction de la nature et de la fonction de la protéine altérée, les mutations dans les différents genes
de DCP n’ont pas les mémes conséquences sur le cil. Certaines mutations se traduisent par une

absence des BDE et/ou BDI, ou des anomalies du CC, ou une désorganisation axonémale. Cependant,
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certaines DCP se caractérisent par une ultrastructure de I'axoneme qui parait normale parfois associée
a une raréfaction des cils. Cet impact des mutations des genes sur I'ultrastructure de I'axonéme est
visualisé en microscopie électronique (ME) et permet de classer les génes en différentes catégories
phénotypiques (Tableau 3). La cohérence entre le type d’anomalie d’ultrastructure présenté par le
patient et le géne impliqué doit étre vérifiée, notamment si une ou les deux variations alléliques mises

en évidence sont de signification incertaine.
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Gene symbol (previous name) | Chr | Inheritance mode | Original identification
Absence/truncation of outer dynein arms

ODAD1 (CCDC114) 10 AR Onoufriadis et al, 2013 ; Knowles et al, 2013
ODAD2 (ARMC4) 19 AR Hjeij et al, 2013

ODAD3 (CCDC151) 19 AR Alsaadi et al, 2014 ; Hjeij et al, 2014
ODAD4 (TTC25) 17 AR Wallmeier et al, 2016

ODADS5 (EFCAB1/CLXN) 8 AR Hjeij et al, 2023

DNAH5 5 AR Olbrich et al, 2002

DNAH9 17 AR Fassad et al, 2018 ; Loges et al, 2018
DNAH11? 7 AR Bartoloni et al, 2002

DNAI1 9 AR Pennarun et al, 1999

DNAI2 17 AR Loges et al, 2008

DNAL1 14 AR Horvath et al, 2005

NME8 (TXNDC3) 7 AR Duriez et al, 2007

Absence of outer and inner dynein arms

CCDC103 17 AR Panizzi et al, 2016

CFAP298 (C210rf59) 21 AR Austin-Tse et al, 2013

CFAP300 (C110rf70) 11 AR Fassad et al, 2018 ; Hoben et al, 2018
DNAAF1 (LRRC50) 16 AR Duquesnoy et a, 2009 ; Loges et al, 2009
DNAAF2 (KTU) 14 AR Omran et al, 2008

DNAAF3 19 AR Mitchison et al, 2012

DNAAF4 (DYX1C1) 15 AR Tarkar et al, 2013

DNAAF5 (HEATR2) 7 AR Horani et al, 2012

DNAAF6 (PIH1D3) X XLR Olcese et al, 2017 ; Paff et al, 2017
LRRC6 8 AR Kott et al, 2012

RPGR X XLR Moore et al, 2006

SPAG1 8 AR Knowles et al, 2013

ZMYND10 3 AR Moore et al, 2013 ; Zariwala et al, 2013
Axonemal disorganization and absence of inner dynein arms

CCDC39 3 AR Merveille et al, 2011

CCDC40 17 AR Becker-Heck et al, 2011

TTC12 11 AR Thomas et al, 2020

Nexin dynein regulatory complex defects

CCDC65 (DRC2)° 12 AR Horani et al, 2013 ; Austin-Tse et al, 2013
DRC1¢ 2 AR Wirschell et al, 2013

GAS8? 16 AR Olbrich et al, 2015

Central complex defects

CFAP221¢ 2 AR Bustamante-Marin et al, 2020
DNAJB13 11 AR El Khouri et al, 2016

HYDIN' 16 AR Olbrich et al, 2012

NMES5 5 AR Cho et al, 2020

RSPH1 21 AR Kott et al, 2013

RSPH3 6 AR Jeanson et al, 2015

RSPH4A 6 AR Castleman et al, 2009

RSPH9 6 AR Castleman et al, 2009

STK36 2 AR Edelbusch et al, 2017

SPEF2f 5 AR Cindrié¢ et al, 2020

SPAG6 10 AR Wu et al, 2020

Normal ultrastructure

CFAP57¢ 1 AR Bustamante-Marin et al, 2020
LRRC56" 11 AR Bonnefoy et al, 2018

GAS2L2 17 AR Bustamante-Marin et al, 2019
NEK10' 3 AR Chivukula et al, 2020

OFD1 X XLR¥ Budny et al, 2006 ; Bukowy-Bieryllo et al, 2019
CFAP74 1 AR Sha et al, 2020 ; Biebach et al, 2022
CEP164 11 AR Devlin et al, 2023

Multiciliogenesis defect

CCNO 5 AR Wallmeier et al, 2014

FOXJ1 17 AD Wallmeier et al, 2019

MCIDAS 5 AR Boon et al, 2014

TUBB4B 9 AD Mechaussier et al, 2023

AR: autosomal recessive; AD: autosomal dominant; XLR: X-linked recessive; XLD: X-linked dominant; MT: microtubule.

20DA defects visible by electron tomography, ® mild MT disorganization with no IDA+ODA in patient sperm ¢ some N-DRC links absent in TEM
4 some mis-aligned outer MT doublets in TEM © no ultrastructure in TEM yet fcentral MT pair defects can be missed in TEM & CFAP57 is
axonemal. Depletion = no IDA in Chlamydomonas " LRRC56 is axonemal. Depletion = no distal ODAs in Trypanosoma ' cilia orientation affected
Ishort cilia ¥ C-term mutations lead to XLR PCD and other mutations lead to syndromic ciliopathies with XLD or XLR inheritance.

Tableau 3. Génes impliqués dans les DCP chez 'Homme et leur classification selon le principal défaut
ultrastructural auquel leurs mutations conduisent (modifié de Legendre et al., 2021)
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1.4.4. Corrélations génotype/phénotype

La sévérité des manifestations cliniques des DCP peut dépendre du gene impliqué ainsi que de la
mutation identifiée (Brennan et al., 2021). Parmi la cinquantaine de genes déja impliqués, trois sont
associés a des formes syndromiques avec atteinte conjointe du cil primaire : OFD1 (Orofaciodigital
syndrome 1), associé a des malformations craniofaciales et digitales, RPGR (retinitis pigmentosa
GTPase regulator) responsable d’atteintes oculaires de type rétinite pigmentaire, et TUBB4B (tubulin
beta 4B class IVb) impliqués dans des atteintes neurosensorielles et des néphronophtises.

Aprés exclusion de ces formes syndromiques, ce sont les patients porteurs de mutations dans CCDC39
ou CCDC40, qui présentent les phénotypes respiratoires les plus séveres (Davis et al., 2019). CCDC39
et CCDC40 codent des protéines permettant d’espacer les complexes ancrés sur le tubule A selon
I'unité fonctionnelle de 96nm. Une atteinte de ces génes induit chez les patients une absence des BDI
avec désorganisation axonémale majeure. A l'inverse, les MIPs qui ont également un role de maintien
d’une périodicité cohérente le long de I'axonéme (cf 1.3.3.1.2. MIPs, protéines internes aux
microtubules) n‘ont pas été associées a des manifestations pulmonaires a ce jour. En effet, des
mutations de CFAP45, CFAP52, CFAP53, ENKUR, MNS1 et NME7 ont été décrites chez des individus

atteints de défauts de latéralité et parfois d’infertilité masculine isolée, sans DCP.

Le défaut de certains génes mene a des DCP avec des symptomes respiratoires plus modérés. C'est le
cas des patients porteurs de mutations dans GAS2L2, LRRC56, DNAH9 ou RSPH1 qui présentent moins
de détresse respiratoire néonatale, ou une atteinte respiratoire plus tardive ou restreinte aux voies

aériennes supérieures (Legendre et al., 2021).

La composition des bras de dynéines joue également un réle dans la corrélation génotype/phénotype
des DCP. En effet, les BDE du cil respiratoire sont composés de complexes DNAH5/DNAH9 (dans la
région distale de I'axonéme) et de DNAH5/DNAH11 (région proximale) alors que les flagelles des
spermatozoides comportent exclusivement des complexes DNAH17/DNAHS sur toute leur longueur.
Ainsi, notre équipe a montré que les patients porteurs de mutations dans DNAH5 ou DNAH11
parvenaient a concevoir naturellement (Vanaken et al., 2017), tandis qu’a I'inverse, des mutations de
DNAH17 ou DNAHS8 conduisent a des infertilités masculines sans atteinte respiratoire (C. Liu et al.,
2020; Whitfield et al., 2019). Il faut noter toutefois que les individus masculins porteurs de mutations
de DNAH5, DNAH9 ou DNAH11 peuvent présenter une hypofertilité qui pourrait s’expliquer par le
défaut de ces protéines présentes dans les cellules multiciliées des canaux efférents conduisant les

spermatozoides vers I'épididyme. Par ailleurs, la fertilité féminine en fonction du gene impliqué chez
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les patientes atteintes de DCP est assez peu documentée, et la composition de I'axonéme des cellules

multiciliées des trompes de Fallope est pour le moment trés peu connue.

La moitié des patients atteints de DCP présente un défaut de latéralité. Toutefois, les mutations dans
certains genes de DCP comme ceux du N-DRC n’engendrent jamais de défaut de latéralité (Olbrich et
al., 2015; Wirschell et al., 2013). De méme, le cil nodal ne possédant pas de complexe central (structure
9+0), les mutations touchant les protéines du CC ou des ponts radiaires n’affectent pas la latéralisation
des organes (Legendre et al., 2021). C’est également le cas de deux génes codant des acteurs de la
multiciliogenése (voie NOTCH1): MCIDAS et CCNO dont les mutations n’ont aucun impact sur la
latéralité des organes puisque le cil nodal est un cil unique généré de facon indépendante de cette
voie. En revanche, des mutations dans FOXJ1, facteur de transcription également impliqué dans la
multiciliogeneése, conduisent a un défaut de latéralité dans 50% des cas. Ceci s’explique par le fait que
FOXJ1 intervient non seulement dans la voie NOTCH1 de la multiciliogeneése mais aussi dans la voie
NOTO impliquée dans la genése du cil nodal durant I'embryogenese (Wallmeier et al., 2020).

Les patients porteurs de mutations dans MCIDAS, CCNO ou FOXJ1 présentent une forme de DCP
nommée « génération réduite des cils multiples » (RGMC, reduced generation of multiple cilia). La
quantité de cils est drastiquement diminuée chez ces patients pour lesquels il existe une forte
prévalence de I'hydrocéphalie, exceptionnellement retrouvée chez les autres patients DCP. Par
ailleurs, un défaut de FOXJ1 est responsable de l'unique forme autosomale dominante non
syndromique de la DCP.

Outre le gene impliqué, la nature des mutations peut jouer un role dans la sévérité du phénotype.
Certains patients porteurs de mutations faux-sens hypomorphes présentent des caractéristiques plus
modérées : moindre altération de certains parametres du battement ciliaire (Sylvain Blanchon et al.,
2020), proportion d’anomalies ciliaires inférieure (Z. Liu et al., 2020), NO nasal au dessus du seuil
diagnostique (Legendre et al., 2022).

Les patients DCP présentent ainsi une trés grande variabilité des symptomes respiratoires et de leur
sévérité, reflet de la trés grande hétérogénéité génétique de la maladie. Le trés large spectre
phénotypique inclut des formes de DCP modérées qui peuvent étre initialement sous-diagnostiquées.
L'identification de I'étiologie moléculaire de la DCP est d’une part essentielle pour une meilleure prise
en charge des patients (mise en place précoce d’un traitement symptomatique particulierement
important dans les formes potentiellement séveres) et de leur famille (conseil génétique), et permet
d’autre part d’avancer dans la compréhension du fonctionnement du cil mobile et du mécanisme

d’assemblage de ses constituants.
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Lorsqu’un nouveau gene impliqué dans les DCP est découvert, des études fonctionnelles sont réalisées
in vitro et/ou in vivo dans divers modéles d’études pour valider son implication dans la maladie et

tenter de préciser son réle dans le fonctionnement ciliaire.

I.5. Modeéles d’étude des DCP
En raison de la grande conservation des protéines de I’'axonéme au cours de I'évolution, de nombreux
organismes peuvent étre utilisés comme modeles d’étude des DCP. Je détaillerai ici les organismes

unicellulaires, les embryons de vertébrés, les modeles d’invertébrés et modeéles animaux ainsi que les

modeles cellulaires.

I.5.1. Organismes unicellulaires

De nombreux organismes unicellulaires possédant des cils ou des flagelles sont utilisés comme modele
des DCP (Trypanosoma brucei, Paramecium tetraurelia, Tetrahymena dermophila) parmi lesquels

Chlamydomonas reinhardetii est le modele le plus largement utilisé (Figure 24).

flagellum cilia ~11-12 pm cilia ~6 pm
~25-30 pm

flagella
~10-14 pm

~10 pm
120-150 um
30-50 um

B e
~3 um
Chlamydomonas Trypanosoma Yaramecium Tetrahymena
reinhardtii brucei tetraurelia thermophila

Figure 24. Représentation schématique d’organismes unicellulaires, modéles des DCP (Niziolek et
al, 2022(Niziolek et al., 2022))

L'atout principal de ces modeéles (en particulier Chlamydomonas reinhardtii) repose sur la possibilité
d’induire tres facilement des mutations dans leur génome (exposition aux UV ou agents chimiques)
avant de sélectionner des mutants présentant un défaut de nage ou des anomalies ultrastructurales
de I'axoneme. Cette méthode permet d’identifier de nouvelles protéines impliquées dans la structure

et/ou la fonction ciliaire. La fonction de trés nombreux génes impliqués dans les DCP, codant
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majoritairement des protéines de structure de I'axoneme, a pu étre étudiée chez Chlamydomonas
(Poprzeczko et al., 2019) (Tableau 4). Parmi eux, DNAI1, codant une chaine intermédiaire des BDE, a
été le premier gene impliqué dans une ciliopathie chez ’'Homme (Pennarun et al., 1999). Ce géne a été
identifié par une approche « géne candidat » grace a son homologie de séquence avec le gene
orthologue de Chlamydomonas (IC78/0DA9/DIC1) pour lequel un mutant spontané était immobile et

présentait une absence des BDE dans I'axoneme flagellaire.
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Homme C.reinhardtii (mutant)

MCIDAS -
CCNO -
CCDC39 FAP59 (pf8)
CCDC40 FAP172 (pf7)
DNAHS5 ODA?2 (pf28)
DNAH9 ODA4 (oda4)
DNAH11 ODA4 (oda4)
DNAI1 ODAS9, DIC1 (oda9)
DNAI2 ODAG6, DIC2 (oda6)
DNAL1 DLC1, DLU1

DLC3, DLX1
NMES DLC5, DLX2
CCDC114/0DAD1 DCC2, ODA1 (oda1)
CCDC151/0DAD3 ODA10 (0oda10)
TTC25/0DAD4 -
ARMC4/0DAD2 -
EFCAB1/CLXN/ODAD5 -
CCDC103 PR46b, CCDC103
DNAAF1 ODA7, DAU1 (oda7)
DNAAF2 DAP1, MOT45 (pf13, mot45)
DNAAF3 DAB1, PF22 (pf22)
DNAAF4 PF23 (pf23)
DNAAF5 HEATR2
PIH1D3 TWIL (twil)
ZMYND10 ZMYND10
SPAG1 -
CFAP298 FBB18, DAB2
LRRC6 MOT47 (mot47)
CFAP300 FBB5
DRC1 DRC1, PF3 (pf3)
CCDC65 DRC2
GASS DRC4, PF2 (pf2)
RSPH1 RSP1
RSPH3 RSP3 (pf14)
RSPH4A RSP4 (pf1)
RSPH9 RSP9 (pf17)
DNAJB13 RSP16, HSP40 (pf33)
HYDIN HYDIN
STK36 CHLREDRAFT_ 104702 (Protéine)
SPEF2 CPC1 (cpcl)
CFAP221 FAP221
RPGR -
OFD1 OFD1
GAS2L2 -
LRRC56 ODAS, DLU2 (oda8, mot37)
TTC12 -
NMES5 RSP23
SPAG6 PF16
FOXJ1 -
CFAP57 FAP57 (fap57)
CFAP74 FAP74 (fap74)
CEP164 -
NEK10 CHLRE_17g747397v5 (Protéine)
TUBB4B -

Tableau 4. Génes impliqués dans les DCP et leurs orthologues
chez Chlamydomonas reinhardtii (modifié de Poprzeczko et al.,
2019).



La simplicité de culture in vitro de ces organismes unicellulaires et leur multiplication rapide
permettent d’obtenir une grande quantité de matériel. L’accessibilité directe a leurs cils/flagelles
permet d’analyser facilement différents parameétres tels que la longueur des cils, I'altération de la nage
(immobilité, amplitude, fréquence, forme du mouvement), ou encore les anomalies de l'ultrastructure
de I'axoneme en ME a transmission, balayage ou plus récemment, par cryotomographie électronique

(ECT).

1.5.2. Embryons de vertébrés

Les embryons de poisson-zébre (Danio rerio) et de certains xénopes (Xenopus laevis and X. tropicalis)
sont des modeles bien établis pour étudier les cils mobiles qui apparaissent t6t au cours de leur
développement embryonnaire. Ces deux vertébrés aquatiques produisent une quantité importante
d’ovocytes fertilisés a I'extérieur du corps maternel et dont la transparence permet une observation
directe des cils. De fagon remarquable, différents type de cils sont présents au cours du
développement de ces organismes. Leur centre organisateur droite/gauche (vésicule de Kupffer chez
le poisson zébre et « gastrocoel roof plate » chez le xénope) est assimilé au cil nodal des mammiferes.
Dés les premiers stades embryonnaires, cette structure hébérge des cellules monociliées dont le cil est
mobile ou immobile. Par ailleurs, dans la suite du développement embryonnaire, I'épiderme des larves
de xénope présente des cellules multiciliées pourvues de cils mobiles. En revanche, les larves de
poisson-zébre présentent des cellules multiciliées avec cils mobiles ou immobiles, mais également des
cellules au cil mobile unique de structure 9+2 ou 9+0 selon le tissu (Figure 25). Une anomalie des cils
mobiles chez le poisson-zébre ou le xénope conduit a une mauvaise latéralisation des organes et/ou a

des hydrocéphalies.
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Figure 25. Représentation schématique des embryons et larves de poisson-zébre
(a) et de xénope (b) (Niziolek et al., 2022). Noyau (bleu cyan), cil mobile 9+2 (vert),
cil mobile 9+0 du canal central (bleu foncé), cil immobile (rouge), cil mobile du
« gastrocoel roof plate » de configuration axonémale inconnue (gris)

La peau des larves de xénope présente un intérét tout particulier pour I'étude des DCP puisque sa
composition cellulaire est relativement similaire a celle de I'épithélium respiratoire, avec présence de
cellules a mucus, d’ionocytes, de cellules sécrétrices de protons et de petites cellules sécrétrices (SSC,
small secretory cell) (Dubaissi et al., 2014). Par ailleurs, contrairement a Chlamydomonas et a d’autres
organismes munis de flagelles, les cellules multiciliées des larves de xénope expriment les acteurs de

la multiciliogenése.

1.5.3. Invertébrés et mammiferes

La drosophile et la souris sont deux modeéles qui permettent de se rapprocher davantage des

mécanismes existants chez ’'Homme.

1.5.3.1. La drosophile
Drosophila melanogaster a émergé comme un bon modele d’étude des cils mobiles et des ciliopathies.
Il existe deux types de cils mobiles chez la drosophile : le flagelle des spermatozoides, et les dendrites

des neurones mécanosensoriels (neurone chordotonal) dont les caractéristiques sont différentes et se
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complétent (Figure 26). En effet, ces deux types de cils comportent a eux deux presque tous les
composants de la machinerie de la mobilité ciliaire retrouvée chez 'Homme, notamment la quasi-

totalité de ceux codés par les génes de DCP connus (Zur Lage et al., 2019).

A B
Antenna Larval body wall
- Cilium
Axons
-+ Chordotonal
Q (Ch) neurons
Chordotonal
(Ch) neurons
Cell
bodies
C

Testis

accessory MT

Figure 26. Les cils mobiles chez la drosophile (Zur Lage et al., 2019) A) Chaque neurone
chordotonal de I'antenne de la drosophile porte un cil mécanosensoriel (9+0) dont la zone
proximale contient des bras de dynéines (marquage DNALI1 en vert). B) Des neurones
chordotonaux sont également présents sur le corps des larves. C) Marquage en vert d’un
consituant de BDI (DNALI1) dans les flagelles (9+2) des spermatozoides présents dans le
testicule de la drosophile.

1.5.3.2. La souris

Contrairement a d’autres mammiféres, le maintien des souris est relativement peu couteux, avec des
grossesses fréquentes (5-10 fois/an) et une gestation courte (environ 20 jours). Cependant, bien que
les cils mobiles des souris et des Hommes partagent les mémes localisations dans I'organisme, les
conséquences des anomalies moléculaires des génes responsables de DCP ne sont pas toujours
identiques chez les souris et 'Homme.

En effet, si certaines souris présentent des symptémes typiques de DCP (rhinites, sinusites, situs
inversus), la majorité d’entre elles développent surtout une hydrocéphalie, contrairement a ce qui est
observé chez les patients atteints de DCP. Cette différence notable, probablement due aux différences

anatomiques des ventricules cérébraux qui existent entre 'Homme et la souris, conduit rapidement a
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la mort de ces souris. Par ailleurs, les souris DCP développent également des anomalies cardiaques
majeures, conséquences probables du défaut de latéralisation des organes (Ibafiez-Tallon et al., 2004;
Tan et al., 2007). La viabilité ainsi réduite de ces souris peut masquer |'apparition de symptomes

respiratoires.

Malgré ces limites, presqu’une centaine de genes liés a la biologie cellulaire des cils mobiles (structure,
assemblage, différenciation, transport...) ont été invalidées, de facon artificielle ou spontanée, chez la
souris ces derniéres années. Parmi ces genes, 27 sont des genes impliqués dans les DCP (Tableau 5).
Ces modeles de souris ont permis d’améliorer considérablement nos connaissances sur les cils mobiles

(Lee and Ostrowski, 2021).
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Gene Invalidation

PCD Phenotypes

Cilia Structure

Cilia Function

References

Dynein genes

DNAH5 KO HC, HT, OM, sinus No ODA Decreased flow Ibanez-Tallon 2002, 2004
ENU HT No ODA N/A Tan 2007
ENU(Dakshi) N/A N/A Reduced CBF, decreased flow  Solomon 2017
DNAH11 Sp (iv) HT, OM, sinus Defects not detected Immotile Layton 1976, Supp 1977, Lucas 2012
ENU (Irm3) HT Defects not detected Immotile Ermakov 2009, Lucas 2012
ENU (Irm5) HT N/A N/A Ermakov 2009
ENU (avcd) HT N/A N/A Burnicka-Turek 201
KO HT N/A Immotile Supp 1999
DNAI1 Inducible KO Sinus No ODA Decreased flow Ostrowski 2014
Dynein docking genes
ARMC4/0ODAD2 ENU (Aotea) HC, HT No ODA N/A Hjeij 2013, Onoufriadis 2014
CCDC39 ENU HC, HT N/A Reduced CBF, decreased flow  Solomon 2017
ENU (prh) HC No IDA Reduced CBF, decreased flow  Abdelhamed 2018
CCDC40 ENU (links) HT N/A N/A Becker-Heck 2011
CCDC151/0ODAD3 ENU (snowball) HT No ODA N/A Hjeij 2014
Inducible KO HC, HT, MI N/A N/A Chiani 2019
TTC25/0DAD4 CRISPR HT No ODA N/A Wallmeier 2016
EFCAB1/CLXN/ODAD5 KO HC, HT Defects not detected Reduced CBF, decreased flow  Sasaki, 2019
Dynein p bly genes
DNAAF1/LRRC50 ENU HC, HT, sinus N/A N/A Ha 2016
DNAAF2/KTU KO HC, HT No IDA, no ODA N/A Matsuo 2013
KO HT N/A N/A Cheong 2019
DNAAF4/DYX1C1 KO HC, HT No IDA, no ODA N/A Tarkar 2013
ENU (sharpei) HT N/A N/A Tarkar 2013
LRRC6 KO HC, HT No ODA Reduced CBF Inaba 2016
DNAAF6/PIH1D3 KO Ml N/A N/A Dong 2014
DNAAF7/ZMYND10 KO HC, sinus No IDA, no ODA N/A Cho 2018
CRISPR HC, HT, sinus No IDA, no ODA Reduced CBF Mali 2018
Central pair apparatus (CPA) structure and assembly genes
CFAP221/PCDP1 Sp (nm1054) HC, M, sinus Defects not detected Reduced CBF Lee 2008
HYDIN Sp (hy3) HC, sinus CPA defects Reduced CBF, decreased flow  Berry 1961, Gruneberg 1943
Lawson 1973, McLone 1973,
Raimondi 1973, Davy 2003,
Lechtreck 2008
Tginsertion (ove459) HC N/A N/A Davy 2003
SPAG6 KO HC, MI, OM CPA defects Reduced CBF Li 2014, Sapiro 2002, Teves 2014
SPEF2/KPL2 Sp (bgh) HC, M, sinus Defects not detected Reduced CBF Sironen 2011
Conditional KO HC, Ml Defects not detected N/A Lehti 2017, Lehti 2018
Radial spoke structure and assembly genes
RSPH1 KO HC, sinus CPA defects Rotational waveform, Yin 2019
decreased flow
RSPH4 KO HC RS defects Rotational waveform Shinohara 2015, Yoke 2020
DNAJB13 CRISPR HC N/A N/A Qji 2016
Nexin-dynein regulatory complex (N-DRC) genes
GAS8/DRC4 Gene trapped HC, HT Microtubule defects Abnormal waveform, Lewis 2016
Reduced CBF, decreased flow
Multiciliated cell differentiation genes.
MCIDAS CRISPR N/A No cilia, basal body defects N/A Lu 2019
FOXJ1/HFH4 KO HC, HT No cilia, basal body defects N/A Chen 1998, Gomperts 2004, You 2004
KO HC, HT No cilia, basal body defects N/A Brody 2000, Gomperts 2004, You 2004
CCNO KO HC, sinus Fewer cilia, centriole defects N/A Funk 2015
KO HC, MI, FI No cilia N/A Nunez-Olle 2017
Cili is and IFT genes
RPGR KO N/A N/A N/A Hong 2000, Hong 2003
Tg overexpression Ml N/A N/A Brunner 2008
TUBB4B CRISPR N/A* Microtubule defects* N/A Mechaussier, 2023
Microtubule modification genes
GAS2L2 Conditional KO HT, sinus Abnormal orientation Increased CBF, decreased flow Bustamante-Marin 2019

*phenotype variable selon les mutations
ENU: N-ethyl-N nitrosourea mutagenesis, Fl: female infertility; HC: hydrocephalus; HT: heterotaxy (including situs inversus and congenital
heart defects); KO: knockout; MI: male infertility (including spermatogenesis and sperm motility defects); OM: otitis media; N/A: not reported;
Sinus: sinus abnormalities (including mucus accumulation and sinusitis); Sp: spontaneous; Tg: transgene

Tableau 5. Modéles de souris correspondant a 27 genes impliqués dans les DCP chez ’'Homme (modifié de
Lance Lee, Lawrence E. Ostrowski, 2021)
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Par ailleurs, la physiologie de la souris étant beaucoup plus proche de celle de 'Homme que d’autres
modeles, la souris pourrait représenter un bon modele pré-clinique pour tester I'efficacité de

traitements innovants (Lee and Ostrowski, 2021).

1.5.4. Modeéles cellulaires

Les modeles cellulaires sont une bonne alternative a I'utilisation de modeles animaux. Il n’existe
cependant aucune lignée cellulaire commerciale permettant d’étudier des cils mobiles en culture. En
effet, bien qu’une lignée de cellules bronchiques épithéliales humaines (Beas2B) soit commercialisée,
ces cellules ne sont pas capables de produire des cils mobiles. Les cellules Beas2B, ainsi que d’autres
lignées cellulaires comme les cellules Hela (issues d’un cancer de l'utérus) permettent toutefois
d’étudier le cil primaire.

Différentes techniques, que je détaille ci-aprés, permettent néanmoins de cultiver des cellules

multiciliées des voies aériennes.

1.5.4.1. Interface Air-Liquide (ALI)

La culture de cellules épithéliales respiratoires (AEC = airway epithelial cells) en ALl se base sur la
capacité des cellules basales de I'épithélium respiratoire a se différencier en cellules ciliées et cellules
a mucus lorsqu’elles sont cultivées au contact de I'air. Initialement développé a partir de cellules
épithéliales de trachée d’autopsies humaines dans les années 1990 (Gruenert et al., 1995), ce modéle
a bénéficié de plusieurs améliorations. Brievement, les cellules AEC recueillies a partir de piéces
opératoires, d’autopsie ou de brossages d’épithélium trachéo-bronchique/nasal, sont dissociées puis
ensemencées sur des flasques ou les cellules basales (cellules progénitrices) adhérent et se multiplient.
Aprés cette premiere phase d’expansion, les cellules basales sont ensemencées sur des inserts ou elles
continuent de s’expandre pour atteindre I'état de confluence. Les cellules sont ensuite placées en ALl
par retrait du milieu situé au-dessus de I'insert. La polarité ainsi induite dans ce systéme déclenche la
ciliogenése in-vitro ce qui permet de reproduire en environ trois semaines un épithélium respiratoire,
principalement composé de cellules basales, de cellules a mucus et de cellules ciliées (Coste et al.,
2000; Fulcher et al., 2005; Gray et al., 1996) (Figure 27).

L’épithélium obtenu en culture présente des caractéristiques tres proches de celles d’un épithélium
respiratoire normal, avec une morphologie pseudostratifiée, des jonctions serrées, des propriétés
électrophysiologiques (avec un transport ionique et une résistance transépithéliale), la sécrétion de
mucus et la mise en place d’un battement ciliaire progressivement coordonné et efficace (Chen and

Schoen, 2019; Lacroix et al., 2018; Papazian et al., 2016).
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Figure 27. Culture primaire de cellules respiratoires en Interface Air-Liquide (ALI)

Ce modele de culture peut étre aussi réalisé a partir de cellules de trachée de souris préalablement
modifiées génétiquement comme vu précédemment. Mais surtout, il permet de cultiver les cellules
respiratoires humaines afin d’étudier les cils mobiles chez 'Homme en s’affranchissant des différences

inter-espéces.

Dans le cadre de cette these, j’ai utilisé la culture en interface ALI de CENH, cellules épithéliales nasales
humaines que je détaille dans la partie Matériel de cette these (cf IV.1. Matériel : cellules épithéliales

nasales humaines (CENH)).

1.5.4.2. Sphéroides

Un autre mode de culture primaire d’AEC en 3D a été développé : la culture de sphéroides. La premiére
étape de ce modele, identique a la culture ALl, consiste a mettre en culture en flasque les cellules
basales dissociées a partir de cellules épithéliales respiratoires issues d’épithélium trachéo-bronchique
ou nasal. Apres cette étape d’expansion en flasque, le tapis cellulaire est décollé par digestion
enzymatique du collagene, puis ensemencé dans une nouvelle flasque qui est placée en constante
rotation afin d’empécher les cellules d’adhérer. Ces cellules vont alors former des agrégats et
s’organiser en structures sphériques monocouches, avant de se différencier en cellules a mucus et
cellules ciliées qui apparaissent a la face externe des sphéroides apres 15 jours de culture (Figure 28).

La différenciation est plus rapide en suspension qu’en culture ALI, cependant elle est plus asynchrone
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et dépend de la taille de chaque sphéroide (Jorissen and Bessems, 1995; Neugebauer et al., 2003). De

plus, il a été démontré qu’une fois différenciées, les sphéroides ne contiendraient plus de cellules

basales, rendant la culture incapable de se régénérer (Kumar et al., 2011; Laselva and Conese, 2021).
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Figure 28. Culture primaire de sphéroides de cellules respiratoires en suspension (modifié de

Bukowy-Bierytto, 2021)

1.5.4.3. Organoides

La culture d’organoides, troisieme méthode de culture de cellules respiratoires en 3D (Hild and Jaffe,

2016), consiste a cultiver les AEC issues d’épithélium trachéo-bronchique ou nasal dans du matrigel,

mélange complexe de molécules de la matrice extracellulaire, en présence d’un milieu contenant tous

les éléments essentiels pour la culture de cellules souches (ex: noggin, inhibiteurs de BMP, inhibiteurs

de ROCK). Les cellules forment alors des agrégats puis se différencient petit a petit en structures

organoides sphériques, au sein desquelles les cellules a mucus et les cellules ciliées tapissent I'intérieur

de la lumiere, tandis que les cellules basales recouvrent la face externe (Bukowy-Bierytto, 2021) (Figure

29).
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Figure 29. Culture primaire d’organoides de cellules respiratoires (modifié de Bukowy-Bierytto,

2021)
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La présence de cellules basales rend les organoides capables de se régénérer. En effet, apres
dissociation, les organoides se reforment et se redifférencient. lls peuvent ainsi étre maintenus plus
d’un an en culture (Nikoli¢ and Rawlins, 2017; Sachs et al., 2019). Cependant, la structure des
organoides rend inaccessible la partie apicale des cellules (cils dans la lumiére interne) et ne permet
pas toutes les analyses nécessaires a I'’étude des cils (ex : mesures de la résistance transépithéliales,
analyse du battement ciliaire). Les organoides sont couramment utilisés comme modéle d’étude de la
muciviscidose puisque les différentes mutations du géne CFTR conduisent a un phénotype différent
des organoides controles (gonflement des organoides, mesure de I'aire de la lumiére)(Laselva and
Conese, 2021).

De plus, la taille trés variable des organoides les rend peu reproductibles pour certains types d’études
a haut débit (Hynds et al., 2018; Mou et al., 2015). Cependant, il est possible de dissocier les organoides

et les mettre en ALl pour permettre davantage d’analyses.

Le terme « organoide » est restreint aux structures dont la capacité de se régénérer a été prouvée
(avec cellules basales), alors que le terme sphéroide concerne les structures ne pouvant pas se

régénérer (Berical et al., 2022; Laselva and Conese, 2021).

1.5.4.4. Cellules reprogrammées et iPSC

Ces trois précédentes techniques (ALI, sphéroides, et organoides), qui permettent de cultiver un
épithélium respiratoire contenant des cellules multiciliées, ont été initialement réalisées a partir de
cellules primaires c’est-a-dire de cellules non immortalisées fraichement extraites de I'épithélium
respiratoire humain ou animal.

Afin de s’affranchir du probléeme d’accés a du matériel humain nécessaire pour chaque culture,
I'utilisation de cellules souches pluripotentes induites (induced pluripotent stem cells, iPSC) s’est
ensuite développée. Ces iPSC peuvent étre stockées par cryo-conservation, modifiées génétiquement,
et utilisées en grande quantité afin de générer des cellules basales progénitrices pouvant étre ensuite
différenciées en ALI, en suspension sphéroide ou, le plus souvent, en organoides. Des cultures ALl ou
des organoides dérivés d’iPSC ont notamment été largement utilisés pour I'étude de CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) dans le cadre de la mucoviscidose (Bluhmki et al.,
2021). Une étude a également généré des organoides a partir d’'iPSC issus d’un patient DCP présentant
un défaut de DNAH5. Le phénotype ciliaire engendré par ce défaut a bien été reproduit dans les
organoides (Hawkins et al., 2021).

Tres récemment, un nouveau type de cellules a été développé pour pallier les inconvénients des iPSC

(perte des marques épigénétiques, instabilité génétique, tumorigénicité) : les cellules reprogrammées
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conditionnellement (conditionally reprogrammed cells, CRC) qui représentent une alternative plus
rapide et moins couteuse que les iPSC. En effet, les CRC peuvent étre générées rapidement a partir de
cellules épithéliales primaires de mammiferes, par I'utilisation de I'inhibiteur de Rho kinase, Y-27632,
combinés a la co-culture avec des fibroblastes irradiés nourriciers (feeder cells). Cette méthode induit
un état prolifératif constant permettant de multiplier les cellules, de les modifier génétiquement et de
les cryoconserver. Néanmoins cet état prolifératif est réversible par la suppression de I'inhibiteur de
Rho kinase et des fibroflastes nourriciers, les cellules basales peuvent alors se différencier
normalement en les placant en ALI, en suspension (sphéroides) ou en matrigel pour former des
organoides (Awatade et al., 2021; Bukowy-Bierytto, 2021; Suprynowicz et al., 2012). Les CRC ont un
caryotype stable et sont non-tumorigenes. La culture de CRC sans fibroblastes nourriciers a également
été décrite avec une monoculture dans un milieu contenant les inhibiteurs appropriés (inhibiteur de :

SMAD, mTOR, myosin et PAK...) (Bukowy-Bierytto, 2021) (Figure 30).
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Figure 30. Cellules reprogrammées de fagon conditionnelle (CRC) pour la mise en culture de cellules
respiratoires (modifié de Bukowy-Bierytto Z. 2021).

La méthode de culture des CRC doit cependant continuer a étre améliorée, en particulier sur le plan
physiologique, car les cellules semblent perdre aprés quelques passages (5 a 8) I'expression de
certaines protéines spécialisées (comme CFTR dans le cadre des études sur la mucoviscidose), et la

fréquence de battement ciliaire serait diminuée (Awatade et al., 2021).
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ll- Objectifs de la these

Malgré I'implication de plus de 50 genes dans la DCP, I'étiologie moléculaire reste toujours inconnue
pour 20 a 25% des patients, justifiant la poursuite de la recherche de nouveaux génes de DCP. Les cas
non encore élucidés concernent plus particulierement les DCP sans anomalie de 'ultrastructure ciliaire
décelable en microscopie électronique et celles avec absence des deux bras de dynéine. Ces deux
phénotypes peuvent correspondre respectivement a des anomalies de la structure fine de I'axonéme
ou a des défauts d’assemblage des bras de dynéine des cils mobiles, pour lesquels les connaissances

chez ’Homme restent encore limitées.

L'objectif de cette thése était de préciser le role de deux protéines codées par des genes nouvellement
(TTC12) ou récemment (PIH1D3) impliqués dans les DCP par notre équipe, afin de progresser dans la
compréhension de cette maladie rare et dans les mécanismes d’assemblage des bras de dynéine dans

I’axonéme des cils mobiles.

Les premiéres mutations de TTC12 ont été identifiées chez un individu masculin présentant une
infertilité avec absence des deux BDs dans le flagelle des spermatozoides, associée a des symptomes
respiratoires discrets. Nous avons d’une part cherché a comprendre le réle de TTC12 dans I'assemblage
des bras de dynéine dans les cils et dans les flagelles, et d’autre part voulu expliquer la
physiopathologie de ce phénotype particulier de DCP avec infertilité masculine prédominante et

atteinte respiratoire modérée.

PIH1D3, qui code une protéine impliquée dans I'assemblage cytoplasmique des deux bras de dynéines,
est le seul gene lié a I’X responsable de DCP non syndromique. Les patients masculins porteurs d’une
mutation pathogene de ce gene présentent des cils avec absence des deux BDs. De maniere
intéressante, des symptOomes respiratoires de sévérité variable ont été retrouvés chez les meres de ces
patients. A partir de cette observation, nous avons voulu comprendre quel était le mécanisme
responsable de I'existence ou non de manifestations respiratoires chez les individus de sexe féminin

porteurs de mutations PIH1D3 a I'état hétérozygote.
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llI- Patients

L’'UMRS_933 a mis en place depuis 1981 I'une des plus importantes cohortes a I'échelle internationale
comportant environ 1300 individus indépendants avec diagnostic de DCP confirmé, un phénotype
clinique et ciliaire bien caractérisé, et des ADN disponibles au laboratoire. La grande majorité de ces
patients a bénéficié d'une étude génétique réalisée a titre diagnostique, recherchant I'implication d’un
géne connu de DCP, basée sur I'analyse globale d’un panel NGS ciblé contenant tous les genes connus
de DCP, suivi d’une analyse plus détaillée des génes correspondants au phénotype ciliaire observé en
ME.

Dans notre cohorte, comme dans la littérature, la proportion de patients atteints de DCP avec absence

des deux BDs est estimée a environ 25% (Tableau 6).

Papon ef al, Stannard et | Olin ef al, | Shoemark ef | Boon ef al, Jackson ef Total
2010 [56] | 61,2010 [48] | 2011[59] | aL 2012 [58] | 2014 [60] | ai 2015 [26]
n=190 n=68 n=155 n=214 n=138 n=57

Iolatod ouilosmon e 33% 26% 54% 41% 59% 46% 44%
defect
Inner and outer dynein arm 3204 34% 230 4% 6% 399 2504
defecl Fad ] 70 &270 &40 0 70 (1]
e dyoeinsonlL 13% 6% 7% 9% 16% 9% 10%
microtubular disorganisation
ch’f?c‘fd it L 4% 21% 15% 13% 0% 0% 9%
Central pair defect 19% 13% 1% 12% 14% 7% 8%
Other ™ 3% 5% 1%
Total (n=) 190 68 155 214 138 57

*
Other defects reported include ciliary aplasia, disorientation and extra microtubules
Tableau 6. Proportion des défauts ultrastructuraux observés en ME chez des patients DCP issus de

9 études distinctes (Lucas et al., 2017).

A ce jour, 13 génes sont impliqués dans les DCP avec absence des deux BDs (Figure 31).
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Figure 31. Répartition des 12 génes responsables de DCP non syndromique
avec absence de deux BDs dans I"axonéme ciliaire respiratoire, dans la
cohorte du laboratoire (426 patients). PIH1D3 (rouge) représente 6,5% des
DCP avec absence de deux BDs. TTC12 ne figure pas ici puisqu’il est
responsable d’'une absence de deux BDs uniquement dans le flagelle des
spermatozoides.

Mon travail de thése s’est intégré dans la recherche de nouvelles étiologies moléculaires chez les
patients atteints de DCP avec absence des deux BDs (au niveau ciliaire et/ou flagellaire) et pour
lesquels aucun gene connu de DCP n’avait été identifié lors du parcours diagnostique habituel décrit
précédemment. Pour ces patients, des études génétiques plus approfondies sont menées, dans un
premier temps par analyse de plus de 300 génes candidats présents sur le panel NGS de routine,
éventuellement couplée a des puces SNPs pour cartographie d’homozygotie, et d’études de WES chez
certains patients. C'est dans ce contexte que les deux nouveaux génes sur lesquels j’ai travaillé ont été

identifiés :

- L’étude de TTC12 a concerné 4 patients issus de 4 familles indépendantes. Deux de ces patients
étaient des hommes adultes, présentant une absence des deux BDs dans le flagelle des
spermatozoides, pour lesquels I'implication du gene TTC12 avait été identifiée par WES. Chez les deux
autres patients, une femme et un enfant de sexe masculin, les mutations du géne TTC12 ont été
identifiées par panel NGS et WES respectivement. lls présentaient quant a eux une absence de BDI
avec légere désorganisation de I'axoneme dans leurs cils respiratoires. Mon travail sur TTC12 a porté

sur ces 4 patients.
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- PIH1D3 avait été impliqué dans notre cohorte chez 8 individus masculins, issus de 6 familles
indépendantes, atteints de DCP avec absence des deux BDs dans le cil respiratoire (Olcese et al., 2017).
L'identification de mutations du géne PIH1D3 avait été réalisée par panel NGS chez deux patients et
par puces SNP chez 4 autres patients porteurs de grandes délétions (UK10K Rare Group et al., 2017).
Au cours de l'interrogatoire des patients DCP sur leurs antécédents familiaux, il avait été noté dans
certaines familles, I'existence d’infections respiratoires hautes et/ou basses chez les méres porteuses
a I'état hétérozygote de la mutation PIH1D3 qu’elles avaient transmises a leur fils. Mon travail sur
PIH1D3 a porté sur 5 de ces meres ainsi que sur une sixieme mere d’un nouveau patient DCP (données

non publiées), porteur d’une délétion du gene PIH1D3.
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IV- Matériels et méthodes
IV.1. Matériel : cellules épithéliales nasales humaines (CENH)

En dehors de I’ADN sanguin des patients étudiés, j'ai été amenée a utiliser pour mon travail de these
des cellules épithéliales nasales humaines (CENH), étudiées ex vivo ou in vitro en cultures primaires,
provenant des patients ou d’individus controles.

Les CENH de patients sont récoltées a partir de brossages des voies aériennes qui fournissent une
quantité limitée de cellules pouvant étre étudiées ex vivo. Ces CENH peuvent néanmoins étre étudiées
in vitro apres une mise en culture en ALl qui permet d’obtenir davantage de matériel cellulaire. Des
cultures ALl de sujets contréles non DCP sont également réalisées a partir de déchets opératoires de
polyposes nasosinusiennes (PNS) primitives nécessitant une intervention chirurgicale.

Pour les cultures primaires de CENH en ALI, les cellules contréles issues des déchets opératoires sont
d’abord dissociées par la pronase a 4°C (12h) avant d’étre ensemencées en milieu Pneumacult-EXP
(StemCell) dans des flasques préalablement coatées au collagene. Les cellules de patients issues de
brossage nasal sont quant a elles directement ensemencées dans les flasques coatées au collagéne
dans ce méme milieu Pneumacult-EXP. Une fois confluentes, les cellules basales sont dissociées avec
de faibles concentrations de trypsine (0,5X) afin de maintenir la présence d’amas cellulaires. Les amas
sont alors répartis dans des inserts (Corning) préalablement coatés au collagéne, et dont les
compartiments inférieurs et supérieurs sont remplis de milieu Pneumacult-EXP. Lorsque les cellules
basales atteignent la confluence, le milieu du compartmeint inférieur de I'insert est remplacé par du
milieu Pneumacult-ALl (StemCell) tandis que le milieu présent dans I'insert au-dessus des cellules est
retiré afin de laisser les cellules au contact de l'air. L'interface air-liquide est maintenue pendant
environ trois semaines pour permettre la différenciation in vitro des cellules basales en cellules a

mucus ou en cellules multiciliées (cf 1.5.4. Modéles cellulaires).

IV.2. Principales méthodes d’étude fonctionnelle

Différentes analyses peuvent étre menées a partir des CENH afin de préciser la fonction de leurs cils
(vidéomicroscopie haute vitesse), leur ultrastructure (microscopie électronique), mais aussi
I’expression de protéines (immunofluorescence, western blot) et de transcrits (RT-PCR, RT-qPCR).

La vidéomicroscopie haute vitesse (HSVM) permet d’étudier le battement ciliaire et de détecter la
proportion de cellules ciliées immobiles, mobiles ou dyskinétiques (battement altéré), mais aussi de
mesurer les caractéristiques du battement (fréquence, angle de battement, distance parcourue par la

pointe du cil).
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La microscopie électronique (ME) sur coupe transversale de cil permet d’analyser |'ultrastructure de
I'axonéme pour détecter d’éventuelles anomalies structurales (absence des BDE, des deux BDs, du
complexe central..) et de déterminer le pourcentage de cils anormaux. En coupe longitudinale, cette
technique permet de visualiser les corpuscules basaux et de détecter des défauts de ciliogenese (ex :
défaut de migration des corpuscules basaux).

L’analyse par immunofluorescence (IF) consiste a marquer par un anticorps spécifique une ou
plusieurs protéines d’intérét a I’échelle cellulaire. Elle permet de visualiser la localisation précise d’une
protéine dans le cil ou dans le cytoplasme des cellules ciliées et, en cas d’anomalies, d’observer sa
diminution ou sa localisation anormale. Le marquage peut directement cibler la protéine impliquée
dans la DCP. Par exemple, I'immunomarquage de DNAH11, chaine lourde des BDE localisée de fagon
spécifique a la partie proximale des cils respiratoires, permet de visualiser |la présence de la protéine
exclusivement a la base de I'axonéme, et son absence en cas de défaut moléculaire du gene DNAH11
affectant son expression protéique.

Toutefois le marquage peut aussi cibler des protéines indirectement impactées par le défaut d’une
autre protéine. C’'est le cas des mutations dans des genes d’assemblage des deux BDs qui conduisent
a la perte de marquage des composants des BDE (e.g. DNAH5, DNAI1) et des BDI (e.g. DNALI1) au sein
du cil.

L'analyse de I'expression des protéines, directement ou indirectement impliquées dans les DCP, peut
également étre effectuée dans le lysat des CENH par western blot (WB), technique permettant de
détecter une protéine par immunomarquage apres I'avoir fait migrer sur un gel d’acrylamide qui
sépare les protéines selon leur poids moléculaire. Cette technique permet notamment d’observer la
disparition ou la diminution de I'expression d’une protéine, mais aussi de visualiser des isoformes de
différents poids moléculaires ou encore d’éventuelles protéines tronquées en cas d’anomalie.

Enfin, 'expression des ARNm, extraits de CENH de contréles ou de patients, peut étre étudiée par
transcription inverse (RT, reverse transcription). Cette méthode permet de transcrire ’ARNm en ADN
complémentaire (ADNc) pouvant ensuite étre analysé de fagon qualitative par dépot sur gel d’agarose
aprées amplification (RT-PCR) afin d’observer par exemple la présence de diverses isoformes, ou de
facon quantitative par RT-gPCR (quantitative polymerase chain reaction) qui permet d’évaluer

I’expression des transcrits.
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V- Résultats

V.1. TTC12, nouveau gene de DCP, code une protéine d’assemblage
des BDs dont la fonction differe entre flagelles et cils respiratoires

V.1.1. Introduction

Dans le cadre de la recherche de nouveaux genes responsables de DCP avec absence des deux BDs, 4
mutations bi-alléliques ont été identifiées au laboratoire chez 4 patients indépendants dans le
géne TTC12 qui code une protéine cytoplasmique. Parmi ces patients, deux hommes adultes étaient
atteints d’infertilité masculine due a une asthénospermie (défaut de mobilité des flagelles).
L'ultrastructure des flagelles de leurs spermatozoides étudiés en ME avait montré une absence des
deux BDs. Ces patients présentaient des symptomes respiratoires relativement discrets.

De fagon intéressante, des mutations de TTC12 ont également été identifiées chez une femme et un
enfant de sexe masculin pour lesquels I'analyse de l'ultrastructure des cils respiratoire en ME révélait
une altération de la structure distincte de celle des spermatozoides des deux hommes adultes : une
absence de BDI avec légére désorganisation des microtubules périphériques.

Ce premier travail m’a permis de mieux caractériser la protéine TTC12, son réle et les conséquences
de son défaut dans les cils et les flagelles afin de mieux comprendre les différences observées entre
ces deux organelles.

Pour ce travail, j’ai eu acces aux cellules nasales de trois patients (un homme adulte, la femme et
I’enfant) que j’ai pu mettre en culture en ALl afin de réaliser des analyses approfondies des cils
respiratoires (VMHV, ME, IF, et WB). Nous avons confirmé que chez ces trois patients, les CENH
présentaient une absence des BDI qui contrastait avec I'absence des BDE et des BDI observée dans le
flagelle des spermatozoides d’'un homme adulte. J'ai ensuite eu accés aux spermatozoides de ce sujet
afin de réaliser des IF qui ont confirmé le phénotype d’absence des deux BDs visualisé en ME.

Dans le cadre d’une collaboration avec Anne-Marie Tassin (I2BC, CRNS, Université Paris-Saclay), nous
avons ensuite déplété TTC12 in vivo dans le modeéle Paramecium tetraurelia. Cette approche a précisé
la fonction de la protéine codée par ce gene (analyse de la vitesse de nage, rescue de la nage par
expression de TTC12, IF, WB, ME). Chez ce protiste, le défaut de TTC12 reproduisait le phénotype

observé dans le flagelle des spermatozoides humains (absence des deux BDs).

Nous avons alors entrepris d’étudier I'effet de linvalidation de TTC12 dans un modele plus
physiologiques, les cils respiratoires humains en culture. J'ai alors développé au laboratoire la
technique d’invalidation de gene par CRISPR-Cas9 dans les CENH en culture ALI. Cette technique basée

sur la transduction lentivirale nécessite de travailler sur plusieurs flasques de cellules a 50% de
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confluence (en cours de division). Pour cela, j’ai tout d’abord mis au point les conditions de culture et
d’infection nécessaires pour que les cellules basales supportent, d’'une part un passage
supplémentaire, et d’autre part l'infection lentivirale, avant leur mise en insert, tout en m’assurant de
n’avoir aucun un impact sur leur différenciation en cellules ciliées en ALl. Une fois ces conditions
déterminées, les cellules basales issues d’individus non-DCP, ont pu étre infectées au stade
d’expansion sur flasque avant d’étre ensemencées en insert submergé pour une nouvelle étape
d’expansion au cours de laquelle les cellules transduites sont sélectionnées par la puromycine. A

confluence, les cellules survivantes (transduites) sont mises en ALl ou la sélection par la puromycine

continue jusqu’a I'obtention d’un épithélium différencié (Figure 32).

Expansion Ciliogenese in-vitro

o
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Figure 32. Méthode pour I'invalidation de géne par CRISPR-Cas9 dans des CENH en interface ALI.

Par I'invalidation par CRISR-Cas9 de TTC12 dans les CENH, nous avons reproduit le phénotype obtenu
dans les cils respiratoires des patients (absence des BDI). Des analyses par immunofluorescence nous
ont également permis de mettre en évidence dans ce modele, comme chez les patients, que le défaut
des BDI des cils respiratoires était restreint a certains sous-type de BDI. Ces sous-types de BDI affectés
par le défaut de TTC12 dans les cellules respiratoires se sont avérés différents des sous-types de

BDI affectés dans le flagelle des spermatozoides de patients porteurs de mutations dans TTC12.
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Cette étude a d’une part permis d’identifier TTC12 comme nouveau gene responsable de DCP codant
pour un nouvel acteur de I'assemblage cytoplasmique des bras de dynéines. Elle a en outre démontré
pour la premiere fois I'existence d’une absence isolée des BDI dans les cellules respiratoires, indiquant
que le mécanisme de leur assemblage et/ou de leur transport présente des différences avec celui des
BDE. Enfin, elle a permis de révéler I'existence de mécanismes d’assemblage différents entre cils
mobiles et flagelles chez 'Homme.

Ces résultats expliquent la différence observée entre I'atteinte marquée de la fertilité due aux
spermatozoides totalement immobiles avec absence des deux BDs chez les patients masculins, et
I'atteinte modérée sur le plan respiratoire en raison de la persistance d’un battement ciliaire dans les
cellules respiratoires dont les cils présentent seulement une absence de BDI.

Par ailleurs, le développement et la validation du modéle de CENH différenciées in vitro en cellules
ciliées apres une invalidation de gene par CRISPR-Cas9, a ouvert de nouvelles perspectives pour I'étude
des protéines impliquées dans la ciliogenése et de la physiopathologie des maladies touchant
I’épithélium respiratoire. Plusieurs projets basés sur cette approche physiologique ont débuté au

laboratoire.
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V.1.2. Article 1

TTC12 Loss-of-Function Mutations Cause Primary Ciliary Dyskinesia and Unveil Distinct Dynein
Assembly Mechanisms in Motile Cilia Versus Flagella.

Thomas L, Bouhouche K, Whitfield M, Thouvenin G, Coste A, Louis B, Szymanski C, Bequignon E, Papon
JF, Castelli M, Lemullois M, Dhalluin X, Drouin-Garraud V, Montantin G, Tissier S, Duquesnoy P, Copin
B, Dastot F, Couvet S, Barbotin AL, Faucon C, Honore |, Maitre B, Beydon N, Tamalet A, Rives N, Koll F,

Escudier E, Tassin AM, Touré A, Mitchell V, Amselem S, Legendre M.

Publié dans : Am J Hum Genet. 2020 Feb 6;106(2):153-169. doi: 10.1016/j.ajhg.2019.12.010.
PMID: 31978331

58



ARTICLE

TTC12 Loss-of-Function Mutations Cause Primary Ciliary
Dyskinesia and Unveil Distinct Dynein Assembly
Mechanisms in Motile Cilia Versus Flagella

Lucie Thomas,! Khaled Bouhouche,21? Marjorie Whitfield,3'° Guillaume Thouvenin,*> Andre Coste,%”
Bruno Louis,” Claire Szymanski,® Emilie Bequignon,®” Jean-Francois Papon,’. Manon Castelli,?
Michel Lemullois,? Xavier Dhalluin,!© Valérie Drouin-Garraud,!! Guy Montantin,'2 Sylvie Tissier,!2
Philippe Duquesnoy,! Bruno Copin,!? Florence Dastot,!2 Sandrine Couvet,! Anne-Laure Barbotin,!3.14
Catherine Faucon,!> Isabelle Honore,'¢ Bernard Maitre,!” Nicole Beydon,* Aline Tamalet,*

Nathalie Rives,!8 France Koll,2 Estelle Escudier,!.12 Anne-Marie Tassin,?20 Aminata Touré,320,*

Valérie Mitchell,!3,14.20 Serge Amselem,!,12.20* and Marie Legendre!,12,20

Cilia and flagella are evolutionarily conserved organelles whose motility relies on the outer and inner dynein arm complexes (ODAs and
IDAs). Defects in ODAs and IDAs result in primary ciliary dyskinesia (PCD), a disease characterized by recurrent airway infections and
male infertility. PCD mutations in assembly factors have been shown to cause a combined ODA-IDA defect, affecting both cilia and
flagella. We identified four loss-of-function mutations in TTC12, which encodes a cytoplasmic protein, in four independent families
in which affected individuals displayed a peculiar PCD phenotype characterized by the absence of ODAs and IDAs in sperm flagella, con-
trasting with the absence of only IDAs in respiratory cilia. Analyses of both primary cells from individuals carrying TTC12 mutations and
human differentiated airway cells invalidated for TTC12 by a CRISPR-Cas9 approach revealed an IDA defect restricted to a subset of sin-
gle-headed IDAs that are different in flagella and cilia, whereas TTC12 depletion in the ciliate Paramecium tetraurelia recapitulated the
sperm phenotype. Overall, our study, which identifies TTC12 as a gene involved in PCD, unveils distinct dynein assembly mechanisms
in human motile cilia versus flagella.

Introduction

Primary ciliary dyskinesia (PCD [MIM: 244400]) is a group
of clinically and genetically heterogeneous disorders
wherein dysfunction of motile cilia leads to impaired mu-
cociliary clearance and early recurrent airway infections.
About one person in 10,000 individuals is affected,! and
given the key role of motile cilia in the establishment of
left-right asymmetry during embryogenesis,” nearly 50%
of those individuals display situs inversus and have Kartage-

sperm flagella, most affected male individuals are also
infertile. The axoneme consists of nine peripheral outer
microtubule doublets circularly arranged around two cen-
tral microtubules surrounded by a central sheath (“9+42”
pattern). Attached all along the microtubule length, the
outer dynein arms (ODAs), and the inner dynein arms
(IDAs) are multiprotein complexes that carry an ATPase ac-
tivity and provide the sliding force for motility.

In humans, ODAs are composed of two axonemal
dynein heavy chains (HCs), namely the B and vy chains,

which are attached to a large intermediate chain/light
chain complex (IC/LC). Two types of ODAs have been

ner syndrome. In addition, because the microtubule-based
structure of motile cilia, the axoneme, is close to that of
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described in cilia: the type 1 ODAs are located at the prox-
imal part of the cilium and contain DNAHS (y chain) asso-
ciated with DNAH11 (B chain), and the type 2 ODAs are
located at the distal part of the cilium and contain
DNAHS (y chain) associated with DNAH9 (B-chain). It is
worth noting that recent studies performed in humans re-
vealed that the ODA composition of spermatozoa differs
from that found in cilia:® in spermatozoa, the y and B
chains consist of DNAH8 and DNAH17, respectively,
which are both specifically expressed in sperm cells. As
for IDAs, their exact structure and composition is virtually
unknown in humans. Most of the available knowledge was
provided by studies in the flagellated alga Chlamydomonas
reinhardtii, where seven IDA subspecies have been identi-
fied. Six distinct single-headed IDA subspecies (called IDA
a, b, ¢, d, e and g), each including only one HC, have
been characterized, and one dimeric IDA complex (called
IDA f or IDA-I1), which contains two HCs, has been iden-
tified.*” There is growing interest in identifying the key
players involved in the process of ODA and IDA assembly
and transport. In this regard, one of the most frequent
ciliary ultrastructural defects found in PCD is the absence
of both dynein arms (DAs)® as a result of mutations in
genes encoding proteins involved in ODA and IDA assem-
bly, docking, and transport (i.e., such genes include
DNAAF2/KTU® [MIM: 612517], DNAAF1/LRRC50'° [MIM:
613190], DNAAF3'' [MIM: 614566], CCDC103'? [MIM:
614677], DNAAF5/HEATR2® [MIM: 614864], LRRC6'
[MIM: 614930], DNAAF4/DYX1C1" [MIM: 608709,
ZMYNDI0'® [MIM: 607070], SPAG1' [MIM: 603395],
CFAP298/C210rf59'® [MIM: 615494], PIHID3'’ [MIM:
300933], and CFAP300/C110rf70°° [MIM: 618058]).

Although several of these genes have been renamed with
the acronym DNAAF, which stands for dynein axonemal
assembly factor, their precise role in the assembly and/or
transport machinery is not known. As shown recently,
multiciliated cells contain cytoplasmic liquid-like organ-
elles that concentrate DNAAFs with dynein chains and
chaperones.”! To date, very few investigations have been
performed on spermatozoa from PCD-affected individuals;
in all cases, the sperm ultrastructure defects revealed by
transmission electron microscopy (TEM) were always
found to be identical to those reported in the cilia. In
this regard, the recent observation of differences in the
protein composition of ODAs between human cilia and
sperm flagella® raises the question as to whether the assem-
bly and transport mechanisms of ODA and IDA compo-
nents are conserved between human cilia and flagella.

In the present study, we identified independent families
in which affected individuals displayed a peculiar PCD
phenotype characterized by the absence of IDAs in respira-
tory cilia; this phenotype was in contrast with the absence
of both ODAs and IDAs in sperm. Such an unusual obser-
vation prompted us to search for the molecular basis of
the PCD phenotype in those individuals and to decipher
the consequences of the identified molecular defects on
cilia and flagella assembly by developing an in vivo model

in the ciliate Paramecium tetraurelia and a CRISPR-Cas9-
mediated genome-editing approach in human primary
airway epithelial cells (AECs).

Material and Methods

Affected Individuals

We obtained written informed consent from all affected individ-
uals and/or their parents according to protocols approved by the
Comité de Protection des Personnes (CPP) Ile de France III
(CPP02748) and the institutional review board of the French Insti-
tute of Health and Medical Research (CEEI-IRB: no. 15-259).

Genetic Analyses

Identification of TTC12 (GenBank: NM_017868.4) sequence vari-
ations was performed from genomic blood DNA, either by whole-
exome sequencing (WES) or by parallel sequencing with a custom
targeted-capture panel. More precisely, in individual DCP791,
WES was performed with the Agilent SureSelect V5 target enrich-
ment system on a HiSeq sequencing machine (Illumina). In indi-
viduals DCP153 and DCP1606, WES was performed with the
SeqCap EZ MedExome target-enrichment kit on a NextSeq
sequencing machine (Illumina). The DNA of individual
18GMO00157 was analyzed on a MiSeq sequencer (Illumina) with
a custom targeted-capture panel (SeqCap EZ Choice, Roche Diag-
nostics) that encompasses the 45 genes involved in PCD and
250 candidate genes for PCD. The libraries were prepared accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Data were analyzed
through an in-house double pipeline based on Bowtie2 and
BWA tools. Reads were visualized with the Integrative Genomics
Viewer (IGV, Broad Institute). Copy-number variation was
analyzed via a depth-ratio comparison between subjects
sequenced in the same run, and depth ratios obtained for each
of the four individuals were represented on a graph built with
GraphPad Prism 5 software.

Sanger sequencing was performed on genomic blood DNA with
the BigDye Terminator v3.1 system (Thermo Fisher) after PCR
amplification with the Go-Taq Green Master Mix (Promega) at
an annealing temperature of 60°C and purification with ExoSAP-
IT(USB), according to the manufacturer’s instructions. Fragments
were analyzed on a 3730XL device (Thermo Fisher) after Sephadex
G-50 Superfine purification (GE Healthcare). Amplification and
sequencing primers are listed in Table S1. Sequences were analyzed
with SeqScape software (Thermo Fisher).

TEM Analysis of Ciliary and Flagella Ultrastructure

AECs obtained from nasal or bronchial biopsies were fixed in 2.5%
glutaraldehyde to be processed for TEM as previously described.*”
Ciliary ultrastructural results were quantified as a percentage of
abnormal cilia among the total number of analyzed cilia. Semen
was fixed in 2.0% v/v glutaraldehyde in phosphate buffer, washed
for 15 min in fresh buffer containing 4% w/v sucrose, and
embedded in 2% agar. Post-fixation lasted 1 h in 1% w/v osmic
acid in phosphate buffer. After dehydration in a graded series of
ethanol, small pieces of agar containing sperm cells were
embedded in Epon resin (Polysciences). Sections were cut on a
Reichert OmU2 ultramicrotome (Reichert-Jung AG) with a dia-
mond knife. 70 nm sections were collected on nickel grids and
stained with uranyl acetate (2% in 70% ethanol, 20 min) and Rey-
nolds lead citrate (10 min) and examined with a Zeiss transmission
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electron microscope 902 (Leo). Images were acquired with a Gatan
Orius SC1000 CCD camera (Gatan France).

Immunoblotting
AECs obtained by airway brushing from individuals 18GM00157
and DCP1606 and control individuals, as well as spermatozoa
from a control donor, were suspended in ice-cold lysis buffer
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, and Complete Pro-
tease Inhibitor Cocktail [Roche Diagnostics]). Lysates were soni-
cated and cleared by 10 min of centrifugation at 1,000 X g at 4°C.
Cell lysates were loaded on 10% SDS-PAGE; proteins were then
transferred for 2 h to a PVDF membrane, and analyzed via immu-
noblotting with TTC12 antibody (Santa Cruz sc-390229, 1/200),
DNAJB13 antibody (HPA052465, 1/300), or DNAI1 antibody
(HPA021649, 1/400), all incubated overnight at 4°C in PBS con-
taining 0.1% Tween 20 and 5% milk. The secondary antibody (rab-
bit-HRP, SIGMA, A0545) was incubated for 1 h at room tempera-
ture at a final dilution of 1:5000 in PBS containig 0.1% Tween
20 and 5% milk. Proteins were detected with Amersham ECL
Select Western Blotting Detection Reagent (GE healthcare) accord-
ing to the manufacturer’s recommendations.

Immunofluorescence Analyses on AECs

All antibodies are listed in Table S2. AECs obtained via nasal brush-
ing from individuals 18GM00157, DCP1606, and control individ-
uals (i.e., individuals in whom the diagnosis of PCD was excluded
based on the absence of sinopulmonary symptoms and of normal
values of nasal nitric oxide) were suspended in FertiCult IVF me-
dium. Samples were cytocentrifugated onto glass slides, air dried,
and directly used for immunostaining. Cells were first fixed with
4% paraformaldehyde for 15 min at room temperature, washed
three times with PBS++ (i.e., PBS supplemented with 0.49 mM
MgCl, and 0.9 mM CaCl,), incubated for 10 min with PBS++
50 mM NH4CI, and permeabilized with 0.1% Triton X-100 for
10 min. Then, cells were incubated for 2 h at room temperature
with primary antibodies before being revealed by secondary anti-
bodies at room temperature for 1 h. All antibodies were incubated
in PBS++ 1% BSA. Finally, cells were washed three times with
PBS++ and mounted in ProLong Gold Antifade Reagent with
DAPI (Cell Signaling #8961) so that nuclei would be stained, and
images were taken with an ECLIPSE 80i microscope (Nikon) with
a Retiga-2000R camera (QImaging).

Immunofluorescence Analyses of Human Spermatozoa
Study participants provided semen samples via masturbation after
a period of 2-7 days of sexual abstinence, evaluated according to
World Health Organization (WHO) guidelines,** and then frozen
until further analysis. 10 pL of frozen semen samples were spread
onto a Superfrost Plus slide (Menzel Glasbearbeitungswerk) and
fixed by incubation with 4% paraformaldehyde for 10 min. The
slides were incubated 20 min at 95°C in citrate buffer (H-3300,
VectorLabs), treated with 0.2% Triton in PBS for permeabilization,
and then blocked by incubation in 1% BSA for 1 h. The slides were
then incubated with primary antibodies overnight at 4°C and
then with secondary antibodies for 1 h at room temperature.
The slides were mounted in Vectashield medium (Vector
Laboratories) supplemented with 0.5 mg/mL DAPI and were sub-
sequently analyzed with a Zeiss Axiophot epifluorescence micro-
scope. Digital images were acquired with a cooled charge-coupled
device (CCD) camera (Hamamatsu) under identical instrument
settings with MetaMorph software (Molecular Devices).

Paramecium Experiments

All experiments were carried out with entirely homozygous
mutant strains: 7S strain for feeding experiments and nd7, which
carries a recessive monogenic mutation blocking trichocyst
discharge,?* for Paramecium transformation.

Paramecium Strain and Cultivation

Cells were grown at 27°C in a wheat grass powder (BHB from GSE
Vertrieb GmbH) infusion medium bacterized with Klebsiella pneu-
moniae and supplemented with 0.8 png/mL B-sitosterol according to
standard procedures.”’

Paramecium Gene-Knockdown Experiments

We used the feeding procedure previously described to achieve
RNAi gene silencing. ° We obtained the plasmids used in RNAi
silencing experiments by cloning PCR products, which were
amplified from the coding region of each gene (Table S3), in
L4440 vector”’ via Gibson technology (Gibson DJ 2009). These
plasmids were then transformed in an HT115 DE3 Escherichia
coli strain to produce T7Pol-driven dsRNA as previously
described.?®

Microinjection of a Transgene Expressing a GFP-Tagged TTC12a
Protein

To create a version of TTCI12a that would be resistant to RNAi
silencing, we replaced the sequence from nucleotide 471 to 745
(corresponding to dsRNA sequence) of the TTC12a coding region
in vitro by a modified synthetic DNA sequence coding for the same
amino acid sequence (Figure S1). The GFP coding sequence was
fused at the 3’ end of WT or TTC12a RNAi-resistant versions and
cloned (via Gibson technology [Gibson DJ 2009)) in the Xhol
site of the pPXV-GFP vector under the control of the constitutive
regulators of the Paramecium calmodulin gene.?® Twelve nucleo-
tides coding for four glycine amino acids were introduced between
the TTC12a-coding region and the GFP-coding sequence. The
plasmid was linearized by Sfil digestion and microinjected along
with ND7-complementing plasmid into the macronucleus of
nd7-1 mutant cells unable to discharge their trichocysts.>* Trans-
formants were first screened for their ability to discharge tricho-
cysts, and if they had this ability, they were further analyzed.
Microinjection was performed under an inverted Nikon phase-
contrast microscope via a Narishige micromanipulation device
and an Eppendotf air pressure microinjector.

Paramecium TEM Analysis

For ultrastructural observations, paramecia were permeabilized in
PHEM buffer (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, and
2 mM MgCL,, adjusted to pH 6.9 with NaOH) with 1% Triton
X-100 for 1 min, rinsed in PHEM buffer, and fixed in 1% (v/v) tan-
nic acid and 1% (v/v) glutaraldehyde in PHEM buffer for 30 min.
Cells were then rinsed in PHEM and 0.05 M cacodylate buffers
before being postfixed in 1% OsOy4 (v/v) 0.05 M cacodylate buffer
at pH 7.4 for 30 min. After being rinsed, cells were embedded into
2% agarose. Agar blocks were then dehydrated in graded series of
ethanol and propylene oxide and embedded in Epon. Ultrathin
sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate.
The sections were examined with a Jeol transmission electron mi-
croscope 1400 (at 120 kV). The number of ODAs and IDAs were
counted in about 140 cilia cross-sections obtained from TTC12-
knocked-down or control cells.

Paramecium Swimming Speed and Cell Trajectory

We analyzed paramecia swimming behavior of TTC12-depleted
and control cells by transferring 8-10 paramecia into a drop of
conditioned BHB medium and imaging them for 10 s every 0.3 s
to assess the swimming pattern under dark-field microscopy by us-
ing MetaVue software. Image analysis and the measurement of

The American Journal of Human Genetics 106, 153-169, February 6, 2020 155



swimming velocity were then performed with the Image]
software.

Paramecium Fluorescence-Microscopy Analysis
Immunofluorescence (IF) was performed as follows: paramecia
were fixed in 2% paraformaldehyde in PHEM buffer for 15 min.
Cells were then permeabilized for 15 min in 1% Triton X-100 in
PHEM and washed three times in PBS supplemented with 3%
BSA. Immunostaining was performed with a polyglutamylated
tubulin antibody (kindly provided by Carsten Janke, 1/500) as pre-
viously described.?” Cells were observed with a confocal Leica SP§
microscope, and image stacks were processed with the Image] and
Photoshop softwares.

Paramecium Deciliation, Protein Extraction, and Immunoblot

Cilia were purified*” and recovered by centrifugation at 28,000 X g
for 30 min, and protein was directly extracted in SDS-Laemmli
buffer. Total protein content from paramecia or paramecia cell
bodies (deciliated paramecia) was directly boiled in 10% SDS, fol-
lowed by dilution in 2XSDS Laemmli buffer. Proteins were then
separated on SDS-PAGE, blotted on a nylon membrane, and
probed with an anti-GFP antibody (1:1,000, Interchim).
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Air-Liquid Interface Culture and Infection

AECs obtained either from surgical material from non PCD-
affected individuals suffering from nasal polyps requiring surgery
or from nasal brushing of PCD-affected individuals were cultured
at the air-liquid interfacw (ALI) as previously described.*' In brief,
epithelial cells were seeded in 12-well collagen IV-coated transwell
inserts (Costar, corning) and cultured in PneumaCult-Exp Plus me-
dium (#05040, Stem Cell) until confluence was reached. The me-
dium was then removed from the apical surface and replaced in
the basal chamber by the PneumaCult-ALI medium (#5001,
Stem Cell) so that cells would be exposed to an air-liquid interface
that promoted ciliogenesis during the following 21 days. Lentivi-
ral transduction of AECs was performed as previously
described.*” In brief, viral particles together with a Rho-associated
protein kinase inhibitor were added to the medium during the
expansion phase before a cell-selection step with the use of puro-
mycine (2 pg/mL). Resistant cells were then cultured at the ALI as
described above. Cells infected with an empty vector were used as
a control.
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Next-Generation Sequencing-Based Approaches

Identify Homozygous Loss-of-Function TTC12 Mutations
in Four Independent PCD-Affected Individuals with
Distinct Ciliary and Flagellar DA Defects

To uncover novel genetic causes responsible for PCD, we
used a next-generation sequencing (NGS)-based approach
in four independent probands with a PCD phenotype
that was not explained by mutations in genes known to
be involved in PCD. As summarized in Table 1, individuals
DCP791, 18GM00157, and DCP1606 originate from North
Africa and were born from a consanguineous union,
whereas the fourth individual, DCP153, originates from
Europe and has parents with no known consanguinity.
All four individuals displayed sinopulmonary symptoms
with rhino-sinusitis and had normal situs position. Indi-
viduals 18GMO00157 and DCP1606 also displayed

male (24 years)
male (11 years)
male (33 years)

Gender (Age

at
Diagnosis)

female (50
years)

Consanguinity

Known

Phenotype of PCD-Affected Individuals with Identified TTC72 Mutations
ye
yes
yes
no

Abbreviations are as follows: NNRD, neonatal respiratory distress; NR, not relevant; NO, nitric oxide; NA, not available; TEM, transmission electron microscopy; IDAs, inner dynein arms, and ODAs, outer dynein arms. PCD

nasal NO < 77 nL/min.®
“Exact value not available.

Table 1.
Individuals
(Origin)
DCP791
(Turkey)
18GMO00157
(Morocco)
DCP1606
(Tunisia)
DCP153
(Europe)
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A~ tural Defects in PCD-Affected Individuals
4#%g | | with TTC12 Mutations
"6 %% Electromicrographs of cross-sections of
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18GMO00157, and DCP1606 are compared
to those of cross-sections of sperm flagellar
axonemes (lower panel) from a control
NR individual and from the infertile PCD-
affected  individuals DCP153  and
DCP791. In each individual, the ciliary
section shows an abnormal configuration
with missing IDAs and an associated mild
axonemal disorganization in individuals

18GMO00157 and DCP1606, but ODAs are clearly present. The flagellar sections show a lack of both IDAs and ODAs. Black scale bars
represent 0.1 pm. Abbreviations are as follows: NR, not relevant; NA, not available.

bronchiectasis, and individual DCP1606 suffered from
neonatal respiratory distress. Nasal nitric oxide (NO) con-
centrations were recorded for those four individuals and
showed low levels for two of them. High-speed videomi-
croscopy (HSVM) performed on nasal brushings of three
individuals showed variable proportions of immotile cilia
(70%, 50%, and 10% in 18GMO00157, DCP1606, and
DCP153, respectively); a normal beat frequency and mod-
erate beating defects (for the portion of motile cilia) con-
sisting of a reduced beating angle; and a lower distance
swept by the cilium tip (Table S1). Representative videos
showing immotile and beating cilia are shown in the sup-
plemental data (Videos S1 and S2; S3 and S$4; and S5 and S6
for individuals 18GM00157, DCP1606, and DCP153,
respectively, and Video S7 for a control individual).
TEM analysis of respiratory cilia was performed for individ-
uals DCP153, 18GMO00157, and DCP1606 and showed
the absence of IDAs associated with some axonemal disor-
ganization (2%, 22%, and 24%, respectively) but also,
importantly, the presence of ODAs in all examined cilia
(Table 1) (Figure 1).

Among the three male individuals, individual DCP1606
was a child (11 years old), and individuals DCP791 and
DCP153 were adults known to be infertile as a result of
total asthenozoospermia (Table 2). Surprisingly, TEM anal-
ysis of sperm cells from the two infertile individuals re-
vealed the total lack of both IDAs and ODAs, an ultrastruc-
tural phenotype clearly different from that observed in
cilia from respiratory cells where only IDAs were missing.

NGS analyses led to the identification of homozygous
mutations in TTCI12 [MIM: 610732], a gene that has so
far not been associated with PCD. TTC12 is located
on chromosome 11 and consists of 22 coding exons
(GenBank: NM_017868.4), suggesting a protein of 705 res-
idues (UniProt: Q9HS892). Individuals DCP1606 and
18GMO00157 were shown to carry the nonsense mutations
c.607del (p.lle203*) and c.1678C>T (p.Arg560%), respec-
tively. Individual DCP791 carried a splice mutation
(c.1614+3A>T, p.?) and individual DCP153 was ho-
mozygous for the missense mutation ¢.1700T>G
(p-Met567Arg). Two of these mutations, c.1614+3A>T
and c.607del, are not reported in gnomAD, and the

c.1678C>T and ¢.1700T>G mutations are found at very
low frequencies: 4 x 10~ and 6 x 10>, respectively (Table
S4). The presence of all these TTCI2 mutations was
confirmed by Sanger sequencing, as illustrated in Figures
S2 and S3. The expected consequences of the identified
variants at the protein level are shown in Figure 2.

TTC12 Is a Cytoplasmic Protein of Ciliated Cells

TTC12 contains three tetratricopeptide repeat (TPR) do-
mains in its N-terminal part and three armadillo repeat
domains (ARM1, ARM2, and ARM3) in its C-terminal
part. A TPR domain consists of a motif of ~34 amino acids
organized in two antiparallel alpha helices known to
mediate protein-protein interactions and the assembly
of multiprotein complexes.”* ARM domains, which are
approximately 40 amino acids long, have also been impli-
cated in protein-protein interactions through their super-
helix structure.®® To date, the biological functions of
TTC12 are unknown. To gain insight into its role, we first
checked TTC12 tissue expression by RT-PCR in AECs and
in testis tissue (Figure S4A) with a primer set (located in
exons 2 and 22) bracketing the entire coding region (Table
S1). Sequencing of the resulting RT-PCR products allowed
the identification of the same TTC12 isoform (GenBank:
NM_017868.4) in both samples. As shown by real-time
PCR performed with primers located in exons 11 and 12
of TTC12 (Table S1), a similar expression level of this tran-
script was found in AEC and testis samples (Figure S4B).
The corresponding TTC12 75 KDa protein was also easily
detectable by immunoblot in both cell types (Figure S4C).
We next investigated the subcellular localization of
TTC12 in ciliated cells. Given the absence of available
anti-TTC12 antibodies suitable for IF studies, we per-
formed immunoblot experiments on protein extracts
from ciliary or cytoplasmic fractions of cultured AECs.
This analysis showed that TTC12 is virtually exclusively
detected in the cytosolic fraction; in contrast, DNAJB13,
a component of radial spokes, was mainly detected
in the ciliary fraction, as expected (Figure S4D). These re-
sults are in line with data from quantitative proteomic
analyses, which did not identify TTC12 in purified
preparations of axonemes from human airway cells.*®
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Table 2.

Semen Characteristics of Infertile Individuals with Identified TTC72 Mutations

Flagellum Defects

Individuals pH Volume Sperm Total
(ml) Count  Motility Motility
(10° (%) (%)
/mL)
DCP791 ND ND 21 o° o° 75
DCP153 7.9 45 81 o° o° 68
Reference 7.2 1.5 15 40 32 58

values®

Progressive Vitality Typical
(%)

Absent Short Irregular Coiled Multiple

Forms Caliber

(%)

36 7 0 0 10 0
33 2 1 1 6 1
23 5 1 2 17 1

Values are expressed in percent, unless otherwise specified. ND: not determined.

2According to the World Health Organization (WHO) standards®® and the distribution range of morphologically abnormal spermatozoa observed in fertile

individuals.> i
PAbnormal values.

Overall, the cytoplasmic localization of TTC12 indicates
that this protein is not a structural component of the
axoneme but might play a role in the assembly and/or
the transport of axonemal components.

Functional Consequences of the Identified TTC12
Mutations

The nonsense mutations carried by individuals
18GMO00157 and DCP1606 might generate truncated pro-
teins lacking the ARM superhelix structure of TTCI12
(Figure 2). Such premature stop codons might also trigger
the nonsense-mediated mRNA decay pathway and there-
fore might lead to the absence of protein. To test these hy-
potheses, we cultured AECs from individuals 18GM00157
and DCP1606 and from a control individual at the ALI as
previously described.”’ Analysis of total protein extracts
by immunoblotting with an antibody raised against the
N-terminal part of TTC12 led to the detection of TTC12
in the control but not in samples from individuals
18GMO00157 and DCP1606 (Figure 3A). These results
clearly indicate that the two nonsense mutations identi-
fied in individuals 18GMO00157 and DCP1606 are associ-
ated with TTC12 loss of function.

As for individual DCP153, he carries a missense varia-
tion replacing methionine 567, located in the second
ARM domain of TTC12, by an arginine residue. Several
lines of evidence support the involvement of the
p-Met567Arg variation in the PCD phenotype of this indi-
vidual. First, as mentioned above, this variation is re-
ported in gnomAD at a very low frequency (6 x 107°)
and only in the heterozygous state (Table S5). Second, it
predicts changes in both the polarity and the charge of
this amino acid that is highly conserved in mammals.
In zebrafish and Xenopus, this methionine residue is re-
placed by a leucine, an amino acid that is also apolar
(Figure S5A). In addition, alignments of the well-
conserved ARM2 and ARM3 domains of TTC12 with the
ten ARM domains found in ARMC4—also involved in
PCD*’—unveil (1) that the methionine found in ARM2
at position 567 also corresponds to a methionine in the
ARM3 domain (Met610) (Figure S5B) and (2) the high
conservation among all those ARM domains of a hydro-

phobic residue at a position corresponding to Met567 in
TTC12 (Figure S5C). Third and most importantly, in
immunoblot analyses on protein extracts from AECs and
from spermatozoa of individual DCP153, who carries
the missense mutation in the homozygous state, the
amount of TTC12 was found to be dramatically reduced
(Figures 3A and 4B), thereby attesting to the pathoge-
nicity of the p.Met567Arg mutation.

The last individual, DCP791, carries the c.1614+3A>T
transversion involving the splice-donor site of TTCI12
intron 18. As predicted by the MaxEntScan webtool, this
nucleotide substitution is expected to have a strong
impact on the splicing of TTCI2 transcripts (score
decreasing from 9.49 to 2.03). In addition, a recent study
described a deep neural network that precisely models
mRNA splicing from a genomic sequence and accurately
predicts the effects of all possible genomic SNVs on
splicing.*® On the basis of this dataset, the probability
that the TTC12 c.1614+3A>T mutation alters the intron
17 canonical splice site is 88%. To further confirm the
deleterious effect of this mutation on splicing, we gener-
ated minigene constructs containing a genomic DNA re-
gion spanning exons 17 to 19 of TTC12, with or without
the A>T transversion. Analysis of the corresponding
transcripts in HEK293 cells transfected with those plasmid
constructs showed that the mutation induces a complete
skipping of exon 18 (Figures S6A and S6B). This in-frame
deletion of exon 18 spares the exons encoding the ARM2
and ARM3 domains but, as shown with the NCBI
CDD webtool, the prediction of those domains is lost
(Figure S6C).

TTC12 Mutations Affect a Subset of Single-Headed IDAs
in Respiratory Cilia

To further investigate the function of TTC12 in respiratory
cilia and in sperm flagella, we first used high-resolution IF
to compare the localization of different axonemal compo-
nents in AECs from three individuals (18GMO00157,
DCP1606, and DCP153) to their localization in controls.
We used DNAHS and DNAI1 as markers of the ODAs;
DNAH2 and DNAHI10 for the double-headed IDA-I1 com-
plex; RSPH3 and RSPH4a for radial spokes (RSs); GASS8 for
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TTC12 Mutations and Their Putative Impact at the Protein Level in Individuals with PCD

The mutations are shown within the exonic organization of the human TTCI12 cDNA (top) and a domain-organization model of the
corresponding protein (bottom) according to the SMART webtool and CDD NCBI database. Abbreviations are as follows: TPR, tetratri-
copeptide repeat; and ARM, armadillo repeat. The light green box represents a degenerated ARM domain, and the two dark green boxes

correspond to typical ARM domains.

the nexin-dynein regulatory complex (N-DRC); and
CCDCA4O0 for the ciliary ruler.* As proposed by Kollmar,*’
the single-headed IDA subspecies (a, b, ¢, d, e, and g) would
result from gene duplications followed by the generation
of highly divergent N termini and the formation, in Chla-
mydomonas but not in mammals, of chimeric single-head-
ed heavy dynein chains. This model, which relies on
thorough phylogenetic analyses, readily explains the fact
that the single-headed IDAs a, ¢, and d bind the light-chain
DNALI1 (both in Chlamydomonas and in humans),
whereas the heavy chains belonging to another subgroup
(b, e, and g) bind centrin in Chlamydomonas, and in hu-
mans, the b and e heavy chains, which are not chimeric,
would bind DNALI1. We therefore performed immuno-
staining with antibodies directed against DNALI1 (corre-
sponding to IDA subspecies a, ¢, and d and potentially to
IDA subspecies b and e), DNAH1 (corresponding to IDA
subspecies d), DNAH6 (corresponding to IDA subspecies
g), and DNAH12 and DNAH3, both corresponding to other
IDA subspecies (a, b, ¢, or e). We found that, in the respira-
tory cilia of the three individuals with TTC12 mutations,
the subcellular localization patterns of the markers for
ODAs, radial spokes (RSs), the nexin-dynein regulatory
complex (N-DRC), and the ciliary ruler were similar to
those found in controls (Figure S7). Interestingly with re-
gard to IDAs, although DNAH2 and DNAH10, correspond-
ing to the double-headed IDA-I1, were found to be normal
in those same three individuals (Figure S7), all the markers
of the single-headed IDA subspecies (i.e., DNALI1, DNAH1,
DNAH6, and DNAH12) displayed an abnormal pattern
(Figure 3B). DNALI1, DNAH1, and DNAH6 were present
at low levels in the very proximal part of the cilia from
the three individuals and absent from the rest of the
axoneme, whereas DNAH12 was not detectable all along
the cilia and was found to accumulate at the subapical
part of the cytoplasm of ciliated cells. Overall, in cilia,
TTC12 mutations do not affect ODAs or IDA-I1 but

compromise a single-headed-IDA subset, which comprises
DNALI1, DNAH1, DNAH6, and DNAH12. Of note, DNAH3
was not detected in cilia from control individuals (data not
shown).

TTC12 Mutations Affect ODAs and a Distinct Subset of
Single-Headed IDAs in Sperm Flagella

In line with the TEM data, IF analyses in spermatozoa from
the infertile PCD-affected individual DCP153 showed that
DNAI1 as well as DNAH8 and DNAH17, the two dynein
HCs specific to ODAs in sperm flagella,” were undetectable
(Figure 4A), thus clearly confirming that TTC12 mutations
induce a loss of ODAs in sperm cells but not in airway cilia.
Because very little information on the IDA subtypes and
their HC composition is available in human sperm cells,
we analyzed the pattern of all described IDA HCs in hu-
mans (except DNAH7 and DNAH14, for which no anti-
bodies are so far suitable for IF). Interestingly, as observed
in cilia, markers of the double-headed IDA-I1 complex
(i.e., DNAH2 and DNAH10) were found unchanged in in-
dividual DCP153. Regarding markers of single-headed
IDAs, although the dynein HC DNAHS3 (a, b, ¢, or e) was
not detected in control respiratory cilia, it was found
along the axoneme of control spermatozoa. Remarkably,
this dynein HC was totally absent in sperm from individ-
ual DCP153. Additionally, DNAH12 (also corresponding
to the single-headed IDA subspecies a, b, ¢, or e) was de-
tected along the full length of the flagellar axoneme in
a control but displayed an expression pattern restricted
to the proximal part of the flagella in the affected indi-
vidual DCP153 (Figure 4A). By contrast, the dynein HCs
of the single-headed IDA subspecies d and g (i.e., DNAH1
and DNAH6) displayed a normal expression pattern
(Figure S8). As for DNALI1, the light chain associated
with the IDA subspecies a, ¢, and d, it was found to be nor-
mally localized along the flagellar axoneme of spermato-
zoa from the affected individual DCP153; however, the IF
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Figure 3. TTC12 Loss-of-Function Mutations Cause Defective Single-Headed IDA Assembly in Respiratory Cilia

(A) Protein lysates extracted from AECs of a control individual and individuals 18GM00157, DCP1606, and DCP153 were resolved by
SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting with an anti-TTC12 antibody. The expression of TTC12 is virtually absent or dramatically
reduced in PCD-affected individuals. DNAJB13, a component of radial spokes, was used as a positive control.

(B) IF microscopy analysis of IDA markers in respiratory epithelial cells from a control and from individuals 18GM00157, DCP1606, and
DCP153 homozygous for TTC12 mutations. Cells were double-labeled with an anti-acetylated a-tubulin antibody (red), a marker of
ciliary axonemes, and anti-DNAH6, anti-DNAH12, or anti-DNALI1 antibodies as markers of IDAs (green). Nuclear staining was per-
formed with DAPI (blue). In affected individuals, DNAH12 is completely absent in the cilia but seems to accumulate at the subapical
part of the cytoplasm. By contrast, DNALI1 and DNAHG6 appear to be strongly reduced but are partially present at the proximal part
of cilia. (DNAH2 and DNAH10, two markers of the double-headed IDA-I1, were shown to be normally expressed in the individuals;

see Figure S7). Scale bars represent 5 pm. IDA: inner dynein arm.

signal intensity appeared to be reduced (Figure 4A), a result
confirmed by an immunoblot performed with an anti-
DNALI1 antibody on protein extracts from the individual’s
spermatozoa (Figure 4C). Taken together, these data
demonstrate that in sperm cells from individuals with
TTC12 mutations, the assembly and/or the transport of
ODAs and an IDA subset comprising DNALI1, DNAH3,
and DNAH12 are compromised, whereas IDA-I1 remains
intact.

TTC12-Depleted Paramecia Reproduce the

Spermatozoa Phenotype Observed in PCD-Affected
Individuals

To further investigate the function of TTC12 in cilia motility,
we undertook studies in the free-living ciliate Paramecium
tetraurelia, which is a powerful model organism with
which to characterize potential functions of PCD
candidate genes*'"*” because gene functional analysis by RNA
interference silencing is rapid, efficient, and easy to perform.
Gene homology analyses performed on the P fetraurelia
genome” identified four genes putatively encoding TTC12;
these genes are GSPATT00036969001, GSPATT00034215001,
GSPATT00035675001, and GSPATT00037155001, hereafter
named TTC12a, TTC12b, TTC12-like a, and TTC12-like b,

respectively. Interpro software analysis detected both
TPR and ARM repeats in TTC12a and TTC12b only. There-
fore, we focused our analysis on these two proteins, which
are the closest orthologs of human TTC12 (Figure S9).
RNA-seq analysis showed that TTC12a is highly expressed
in comparison to TTCI2b and is the only paralog
overexpressed during ciliogenesis (Table $6)****. By gener-
ating a GFP-tagged TTC12a protein in paramecia, we
showed that, as observed in human cells, TTC12a is a
cytoplasmic protein (Figure S10). We used the dsRNA
feeding method to silence TTC12a, TTCI12b, and the
combination TTC12a+TTC12b. The knockdown (KD) of
TTC12a alone or in association with TTCI12b led to a
dramatic defect in the swimming velocity (Figures SA and
5B) and subsequent cell death. By contrast, cells that
were knocked down for TTCI2b showed no obvious
abnormal swimming phenotype, indicating that only
TTC12a is essential for cilia motility (Figures 5A and 5B).
The swimming velocity and cell death observed in
TTC12a-depleted cells were rescued by the expression of
an RNAi-resistant version of the gene (Figures 5C 5D,
and SE), confirming that the observed phenotypes are
specific to TTC12 knockdown. Cilia-staining IF and
TEM indicated that in Paramecium TTCI12a+b KD cilia
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Figure 4. TTC12 Mutations Impact the Assembly of Both ODAs and IDAs in Spermatozoa

(A) IF microscopy analysis of ODA and IDA markers in spermatozoa from a control and the infertile individual DCP153 carrying bi-allelic
TTC12 mutations. Cells were double-labeled with a marker of ciliary axonemes and anti-a-tubulin antibody (red), together with anti-
DNAHS, anti-DNAH17, or anti-DNAI1 antibodies as markers of ODAs (green) and anti-DNAH3, anti-DNAH12, or anti-DNALI1 anti-
bodies as markers of IDAs (green). Nuclear staining was performed with DAPI (blue). In individual DCP153, DNAHS8, DNAH17,
DNAI1, and DNAH3 are absent along the flagellar axoneme. By contrast, DNAH12 remains exclusively present in the proximal part
of flagella, and DNALI1 appears to be present but reduced along the axoneme. Scale bars represent 5 pm.

(B) Spermatozoa protein lysates of a control individual and individual DCP153 were resolved by SDS-PAGE and analyzed by immuno-
blotting with an anti-TTC12 antibody, showing the absence of TTC12 expression in the individual. Very low amounts of TTC12 were
detected in spermatozoa from the infertile individual DCP153. DNAJB13, a component of radial spokes, was used as a positive control.
(C) Spermatozoa protein lysates of a control individual and individual DCP153 were resolved by SDS-PAGE and analyzed by immuno-
blotting with an anti-DNALI1 antibody, showing the reduced amounts of DNALI1 in flagella from the affected individual. Actin was used

as a positive loading control. Abbreviations are as follows: ODA, outer dynein arm; and IDA, inner dynein arm.

were globally intact (Figure 6A) but contained a reduced
number of ODAs and/or IDAs per cilium (Figure 6B). Similar
results were obtained after depletion of the TTCI12a
protein alone (data not shown). Taken together, these
data indicate that, similarly to what we found in human
spermatozoa, the assembly and/or transport of both
ODAs and IDAs was affected by the absence of TTC12a
in the Paramecium model, which suggests that the func-
tion of this protein is at least partly conserved throughout
evolution.

CRISPR-Cas9-Mediated TTC12 Invalidation in AECs

Leads to Single-Headed IDA Subspecies Defects
Mimicking the Phenotype of AECs from Individuals with
TTC12 Mutations

In order to further assess the consequences of TTCI12
loss-of-function mutations in airway ciliated cells, we in-
validated TTC12 in the model of primary AECs cultured
at ALI’" through a CRISPR-Cas9 approach. Control
AECs were transduced with lentiviruses expressing
plentiCRISPRv2 carrying Cas9 and RNA guides (gRNA)
targeting TTC12. Two gRNAs targeting exon 3 were
tested, and the most effective one, gRNA 1 (i.e., with
the higher level of insertions or deletions as assessed by
TIDE webtool), was used for further experiments.

Genomic DNA (gDNA) was then extracted from ALI cul-
tures transduced with gRNA 1. We found that 82% of
gDNA carried indels, including 28% of single-nucleotide
insertions (Figure S11A and S11B). TTC12 invalidation in
AECs was confirmed by immunoblot (Figure S11C),
thereby allowing us to investigate the functional effects
of such invalidation on the main axonemal components.
IF staining of TTC12-invalidated cultured epithelial cells
revealed a phenotype similar to that found in primary
cells from individuals with TTCI12 mutations; only
axonemal components specific to single-headed IDAs
(i.e., DNAH1, DNAH6, DNAH12, and DNALI1) were
found to be affected (Figures 7A and 7B). More specif-
ically, the analysis of ciliated cells cultured in ALI by
high-resolution IF confirmed the invalidation of TTC12
in clusters with a combination of ciliated cells lacking
DNAH6, DNAH12, and DNALI1 along the cilia length
and ciliated cells with normal staining (Figure 7A). More-
over, analysis of isolated ciliated cells confirmed the data
obtained in AECs from individuals with TTC12 muta-
tions; the abnormal localization of DNAH1, DNAHS6,
and DNALI1 was found at very low levels at the base of
the cilia, and DNAH12 was completely absent all along
the cilia (Figure 7B). All the other tested axonemal com-
ponents displayed a normal staining (i.e., DNAHS,
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Figure 5. Knockdown of TTC12a Affects the Swimming Velocity of Paramecia

(A) Z projection of track recording paramecia swimming under a dark-field microscope with a 10x objective lens after 24 h or 48 h
of RNAi treatment. At 24 h of silencing, swimming behavior was affected in TTC12a- and TTC12a-+b-silenced cells, whereas the silencing
of TTC12b did not show any swimming defect. At 48 h, TTC12a- and TTC12a+b-silenced cells did not swim anymore, and they died
at 72 h.

(B) Analysis of the swimming velocity of TTC12a, TTC12b, and TTCI12a+b KD cells as well as control paramecia (i.e., empty vector
silenced paramecia). Note that TTC12b-depleted cells swam slightly faster (725mm/s) than control cells (EV, 665 mm/s). The swimming
velocity of TTC12a (317 mm/s) and TTC12a+b (282 mm/s) KD cells was reduced to 50% of that of control cells at 24 h. Data are rep-
resented as the mean = SEM. Statistical analyses were performed with GrahPad Prism v5 software through the use of two-tailed unpaired
t tests, ***p < 0.001, **p < 0.01, (n = 69-88 per experiment).

(C) Z projection of track recording paramecia swimming under a dark-field microscope equipped with a 10X objective lens. Clones trans-
formed by an RNAi-resistant version of TTC12a (2c and 6c¢) as well as non-transformed paramecia were grown for 36 h in an empty-vec-
tor silencing medium or in a TTC12a-silencing medium. TTC12a-depleted cells barely swam, as shown previously, whereas cells express-
ing an RNAi-resistant version of TTC12a again swam similarly to control cells. This indicates that TTC12a-depleted phenotypes are
rescued by the TTC12a RNAi-resistant version.

(D) Analysis of the swimming velocity of transformed and non-transformed cells grown in an empty-vector silencing medium or in a
TTC12a-silencing medium. As expected, TTC12a silencing in non-transformed cells dramatically reduced the swimming velocity
(52 mm/s). However, the expression of the TTC12 RNAi-resistant version rescues this phenotype (88% of complementation). Note
that the swimming velocity of transformed 2c cells (653 mm/s) was similar to that of non-transformed paramecia (612 mm/s), while
transformed 6c¢ cells swam slower (458 mm/s). Data are represented as the mean + SEM. Statistical analyses were performed with Grah-
Pad Prism v5 software and two-tailed unpaired t tests. ***p < 0.001, **p < 0.01, NS (non-significant) p > 0.1 (n = 26-48 per experiment).
(E) Immunoblot analysis on total protein extract of transformed 2c¢ and 6c cells showing that both clones express TTC12a-GFP.
Abbreviations are as follows: EV, empty vector; and KD, knockdown.

DNAHY9, DNAH11, and DNAI1 for ODAs; DNAH2 and analyzed cross-sections of cilia from TTCI2-invalidated
DNAH10 for IDA-I1; RSPH1, RSPH3, RSPH4a, RSPH9, epithelial cells by TEM. As shown in Figure 7C, those
and RSPH11 for RSs; GAS8 for the N-DRC; and cilia displayed an abnormal ultrastructure; 84% of cilia
CCDC39 and CCDCA40 for the ciliary ruler) indicating lacked IDAs, whereas a non-infected culture harbored
that all other axonemal complexes were normally only 3% of abnormal cilia. Again, this ultrastructural
assembled (Figure S12). To further study the impact of phenotype correlates with the one found in individuals
TTC2 invalidation on ciliary axonemal components, we with TTC12 mutations.
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Figure 6. Knockdown of TTC712a+b in Paramecia Leads to the Loss of Both ODAs and IDAs

(A) Depletion of TTC12a+b in Paramecium does not affect cilia number or length. TTC12a+b-silenced paramecia were fixed and immu-
nostained for cilia (anti-polyglutamylated tubulin antibodies) after 48 h of RNAi. The scale bar represents 20 um.

(B) Upper panel: Eelectromicrographs of cross-sections of cilia from TTC12a+b KD paramecia. Control cilia show the normal distribution
of both ODAs and IDAs. By contrast, TTC12a+b KD cilia show a partial or total lack of ODAs and IDAs. The scale bar represents 200 nm.
Lower panel: quantitative TEM analysis of the number of IDAs and ODAs on 140 cross-sections from a control and TTC12a+b co-
depleted cells. ODAs and IDAs were normally distributed in 100% of cilia from control cells and in about 50% of the co-depleted
TTC12a+Db cells. One must interpret this result while taking into account that, in paramecia, half of cilia are renewed at each cell divi-
sion. Therefore, after the first division, paramecia display half of normal cilia and half of TTC12a+b-silenced cilia. The former half
(generated before silencing) did not display the phenotype, whereas the new one did (generated after silencing).

Abbreviations are as follows: ODA, outer dynein arm; IDA, inner dynein arm; and KD, knockdown.

Discussion

We report mutations in TTC12, a gene encoding a protein
involved in the cytoplasmic assembly and/or transport of
axonemal DAs, in PCD-affected individuals. A thorough
analysis of the phenotype of sperm flagella and respiratory
cilia from TTC12-deficient individuals revealed that the
loss of function of TTC12 affects both ODAs and a subset
of single-headed IDAs in sperm flagella, but only a different
subset of single-headed IDAs in respiratory cilia. These
data, which are further supported by two cellular models
of the pathology (i.e., the ciliate Paramecium tetraurelia
depleted in TTC12 and human AECs differentiated
in vitro after a CRISPR-Cas9-mediated invalidation of
TTC12), reveal the existence of distinct dynein assembly
mechanisms in human sperm flagella and respiratory cilia.

The biological function of TTC12 is still elusive. One
study showed an upregulation of TTC12 transcripts during
mouse ciliogenesis in vitro and a centrosomal localization
of TTC12 fused to GFP.** In paramecia, TTC12a, the ortho-
log of human TTC12, was also found to be overexpressed
during ciliogenesis (ParameciumDB). Although some TTC
proteins have been involved in the so-called intraflagellar

transport (IFT)*°~*® the following points support TTC12’s
possible role as a co-chaperone: (1) TTC12 contains three
TPR domains, three ARM domains, and two structural mo-
tifs with alpha helices known to be involved in protein-
protein interactions, and TPR-containing proteins are
part of several multiprotein complexes that include co-
chaperones;** and (2) notably, in humans, only two other
proteins, UNC45A and UNC45B, are known to contain
both TPR and ARM domains, and these have been shown
to interact with HSP90 and to act as molecular co-chaper-
ones.*>*?3! These data, together with the cytoplasmic
localization of TTC12, are therefore consistent with a role
of TTC12 as a co-chaperone involved in dynein assembly.

The cytoplasmic assembly of DAs is a complex process
involving a wide and still incompletely resolved chap-
erone-mediated protein network. DA components are first
synthetized and pre-assembled into multi-subunit struc-
tures in the cytoplasm before being transported by IFT
into the axoneme for microtubule attachment.’*"?
Except for HSP90, all the proteins known to be involved
in the axonemal dynein pre-assembly network have
been implicated in PCD (i.e.,, such proteins include
CFAP300, CFAP298, CCDC103, DNAAF1, DNAAF2,
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Figure 7. TTC12 Is Required for the Assembly of Single-Headed IDAs

(A) TTC12 was invalidated in AEC cultures with TTC12 CRISPR-Cas9 lentiviruses and immunostained with an anti-acetylated a-tubulin
antibody (red), a marker of ciliary axonemes, and anti-DNAH6, anti-DNAH12, or anti-DNALI1 antibodies as markers of single-headed
IDAs (green). IF analysis in clusters of ciliated cells shows the partial invalidation of TTC12 in culture with a loss of DNAH®6,
DNAH12, and DNALI1 in cells lacking TTC12. Scale bars represent 25 pm. DNAH6-, DNAH12-, and DNALI1-labeled areas were measured
with Image] software and normalized against tubulin-labeled area. The dynein/tubulin ratios obtained in TTC12-CRISPR-transduced
cells were then normalized to ratios obtained in EV-transduced cells. Values of those final ratios are indicated on the right of the histo-
grams and showed the decrease of dynein-chain-labeling signal compared to tubulin. Data are represented as the mean + SEM. Statis-
tical analyses were performed with GrahPad Prism v5 software and two-tailed unpaired t tests. ***p < 0.001 (n = 3).

(B) IF images of isolated ciliated cells lacking TTC12 show the complete loss of DNAH12 along the cilia and its accumulation in the sub-
apical region of the cytoplasm, whereas DNAH6 and DNALI1 expression appears to be strongly decreased but still present at the base of
cilia. Nuclear staining was performed with DAPI (blue). The scale bar represents 25 um.

(C) Electromicrographs of cross-sections of cilia axonemes from a non-infected AEC culture and a TTCI12-CRISPR-infected cell culture
show an abnormal arrangement lacking IDAs in the TTC12-invalidated culture. Proportions of cilia harboring more than four IDAs, be-
tween two and four IDAs, and up to one IDA, in electromicrograph cross-sections, were reported in a histogram comparing control cells
to TTC12-invalidated cells. Scale bars represent 5 pum.

Abbreviations are as follows: ODA, outer dynein arm; IDA, inner dynein arm; and EV, empty vector.
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DNAAF3, DNAAF4, DNAAF5, LRRC6, PIH1D3, SPAG1,and a TPR-containing protein, which could be DNAAF4.>%°¢
ZMYND10). HSP90 is known to interact with TPR domains Interestingly, DNAAF4, which seems to play a central role
of various co-chaperones to promote their function.”* Two  in this network, was found to interact with ZMYND10, a
so-called dynein-assembly factors contain TPR domains: partner of LRRC6 and CFAP298,'®>” the latter of which
DNAAF4 and SPAG1. In recent studies, DNAAF4 was found ~ also interacts with DNAAF1.°® In this assembly network,
to interact with both HSP90 and DNAAF2 through its TPR it has been reported that DNAAF2 and PIH1D3 interact
domains to form an R2TP-like complex.’>*° PIHID3, with DNAI2,”°° a dynein intermediate chain known to
whose corresponding gene has recently been found to be assemble early in the human ODA assembly process.’” As
involved in PCD, might also interact with HSP90 through for DNAAFS, it has been shown to interact with DNAI2
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but would not bind HSP90.%° The functions of CFAP300,
DNAAF3, SPAG1, and CCDC103 remain unclear, and there
are currently no reported interactions of these proteins
with HSP90 or other chaperones. In this context, TTC12,
with its three TPR domains that suggest an interaction
with HSP90 and/or other chaperones, emerges as a player
in this complex pre-assembly network.

In most studies, the absence of both DAs in PCD-affected
individuals has been identified by TEM and high-resolution
IF mainly through the use of DNAHS5 and DNALI1 anti-
bodies directed, respectively, against the ODA y-heavy
chain and the IDA subspecies a, ¢, and d. However, these
two approaches do not allow determination of which
ODA type(s) and which IDA subspecies are affected. For
DNAAF4, DNAAFS5, and CCDC103 mutations, which are
responsible for an absence of both DAs, the proximal stain-
ing of DNAHS and DNAI2 and/or the loss of DNAH9 stain-
ing suggests that only type 2 ODAs are affected.”'*!°

In order to accurately decipher the role played by TTC12
in DA assembly, we aimed to identify which single-headed
IDA subspecies are affected in the respiratory cilia of indi-
viduals with TTC12 mutations. Besides the presence of
ODAs, as attested to by TEM and IF analyses, IDA staining
revealed that IDA-I1 remained present, whereas according
to the Chlamydomonas model, four of the six single-headed
IDA subspecies (a, ¢, d, and g) were affected. No conclusion
could be raised on the b and e subspecies because the heavy
chain DNAH12 is not yet assigned to a specific subspecies
(a, b, ¢, or e), and no efficient antibodies are available to
detect the two remaining IDA heavy chains (i.e., DNAH7
and DNAH14) (Figure 8). Of note, proteomic analyses per-
formed on human airway cilia and spermatozoa showed
that DNAH?7 is present in both proteomes; in contrast,
NAH14 is undetected in both of them.3*°°~°? Like in cilia,
spermatozoa from individuals with TTCI2 mutations
conserve the dimeric IDA-I1. Nonetheless, unlike in cilia,
those spermatozoa displayed an absence of ODAs, as re-
vealed by TEM analyses and confirmed by the absence of
staining of the ODA HCs (DNAHS8 and DNAH17) that are
specifically expressed in flagella.” Interestingly, as for sin-
gle-headed IDA components, our results showed that the
IDA heavy chain DNAH3 (present in the IDA subspecies
a, b, ¢, or e) is detected in flagellar axonemes but is not
detectable in cilia; these results are in line with what would
be expected from proteomic data.*>°” Additionally, sper-
matozoa from an individual with bi-allelic TTC12 muta-
tions displayed a loss of DNAH3 as well as a mislocalization
of DNAH12 (another monomeric IDA heavy chain that is
not specifically assigned to subspecies a, b, ¢, or e), thereby
unveiling the role of TTC12 in the proper expression of
DNAH3 and DNAH12 in sperm cells.

Surprisingly, although DNAH1 (d) and DNAH6 (g) are
present in both normal cilia and flagella, they were not
impacted by TTC12 mutations in spermatozoa, in contrast
with what was observed in cilia.

Moreover, in those spermatozoa, DNALI1 amounts were
found to be reduced but present (Figure 8).

Taken together, these results show that, in spermatozoa,
TTC12 defects lead to the complete absence of ODAs and
of a set of monomeric IDA subspecies; this set is different
from the set of monomeric IDA subspecies impacted in res-
piratory cilia. Although the absence of ODAs in flagella
could be explained by differences in ODA composition be-
tween cilia and flagella (DNAHS, DNAHY, and DNAH11 in
cilia, DNAH8 and DNAH17 in flagella), the differences
affecting single-headed IDAs are not exclusively due to
distinct dynein HC composition (e.g,, DNAH1 and
DNAHSG6 are both present in cilia and flagella).

In paramecia, TTC12 knock down led both to the
absence of DAs and to a drastic impairment of the
swimming velocity. This suggests similarities in the ODA
and IDA assembly process at play in this protist and in
human sperm flagella. In human cilia, the defects of
all known co-chaperones, except for TTC12, affect
both ODAs and IDAs. The situation is very different in
Chlamydomonas, where several of the algal homolog
genes are important for assembly of one DA type; DNAAF1
and HEATR2 homologs (i.e., ODA7 and HEATR2, respec-
tively) govern the assembly of ODAs only, whereas the
DNAAF4 homolog (i.e., PF23) contributes only to the as-
sembly of some IDAs.®*

Because paramecia mimicked the human flagellar
phenotype but not the ciliary one, we looked for an addi-
tional cellular model to further strengthen our conclusions
on the role of TTC12 in cilia. We developed a human
differentiated cell-culture model based on CRISPR-Cas9
invalidation of TTC12. Primary AECs cultured under ALI
conditions constitute a strong epithelial barrier that is
very difficult to efficiently transfect, especially without in-
hibiting ciliogenesis. In this study, we showed that trans-
duction of AECs during their expansion phase not only
is highly efficient but, most importantly, also preserves cil-
iogenesis and thus provides large amounts of ciliated cells
from which DNA, RNA, and protein expression can be
studied. After puromycin selection, 100% of cultured cells
were infected, but four populations with different geno-
types could have been present: no indel in TTC12, indels
within one TTC12 allele, distinct indels within each of
the two TTC12 alleles, or the same indel within the two
TTC12 alleles; these genotypes are equivalent to a wild-
type genotype at the TTC12 locus and to a TTCI12 los-
s-of-function mutation present in the heterozygous,
compound heterozygous, and homozygous state, respec-
tively. Because AECs cannot be dissociated and isolated
for selection, contrary to what is done for cell lines, we
had to work with a heterogeneous population of cells
that were either invalidated or not invalidated for
TTCI12. Nevertheless, our results revealed that TTCI12
CRISPR AECs perfectly mimic the phenotype observed in
cilia from individuals carrying TTC12 mutations, whereas
TTC12-KD paramecia displayed a ciliary phenotype closer
to the flagellar phenotype observed in human spermato-
zoa. From a general viewpoint, this demonstrates that
CRISPR-Cas9-engineered AECs represent a valuable model
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Figure 8. Dynein Chains Affected by the Absence of TTC12 and Diagrammatic Representation of the Axonemal Components
Impacted by TTC12 Loss-of-Function Mutations in Respiratory Cilia and Sperm Flagella

(A) Table summarizing the dynein chains studied by IF in AECs of a control and of individuals 18GM00157, DCP1606, DCP153, in AEC
cultures invalidated or not for TTC12 by a CRISPR-Cas9 approach, and in spermatozoa from a control and from individual DCP153. ODA
labeling was performed with anti-DNAHS and anti-DNAH9 antibodies in AECs and anti-DNAHS8 and anti-DNAH17 antibodies in sper-
matozoa. Black check marks represent normal localization, minus signs represent an absence of protein, and black cross signs indicate
mislocalization. NR: not relevant.

(B) Schematic structure of a normal 96-nm-long axonemal unit. Each unit, which repeats along the microtubule doublets, consists of
four ODAs represented in purple and IDAs shown in blue. Because the exact composition of IDAs is virtually unknown in humans,
the IDA representation is based on data from Chlamydomonas, in which the seven IDA subspecies include six single-headed DAs
(a, b, ¢, e, g and d) and one double-headed DA (IDA-I11).

(C) Phenotype of TTC12-deficient respiratory cilia versus TTC12-deficient sperm flagella. The proteins unaffected by the loss of TTC12
are represented in full color and written in yellow, and the proteins affected by the loss of TTC12 are represented in white with a red
dotted line and written in red. The proteins found to be affected by TTC12 mutations, but for which the exact localization is unknown
in humans, are represented in a hatched red pattern and are written in red. Proteins with lower but non-null expression are represented
in a hatched gray pattern and are written in red. The proteins that could not be tested are represented and written in gray.
Abbreviations are as follows: ODA, outer dynein arm; IDA, inner dynein arm; N-DRC, nexin-dynein regulatory complex; MIA, modifier
of inner arms; IC/LC, intermediate chain/light chain, RS, radial spoke; and MT, microtubules.

for studying the impact of PCD mutations on ciliary
axonemes.

As for clinical aspects, the diagnosis of PCD is difficult to
establish in individuals with mild respiratory symptoms
and no laterality defect. In such situations, low concentra-
tions of nasal NO, an abnormal ciliary beat frequency,
and/or the presence of ciliary ultrastructural defects is
essential if clinicians are to confirm or deny the suspicion
of PCD. In the current study, all the individuals were
exempt from laterality defects and displayed motile cilia
with a normal beat frequency. In two of the individuals,

nasal NO concentrations were normal. Furthermore, the
ciliary ultrastructural defect (i.e., the isolated absence of
IDAs with an inconstant and mild axonemal disorganiza-
tion) was also difficult to assert by TEM because of the usual
low contrast of IDAs. The diagnosis of PCD was, however,
much easier to establish in the two adult male individuals
because of their infertility due to a sperm immotility related
to the flagellar absence of both DAs, an ultrastructural
defect easily identified by TEM. It is therefore tempting to
speculate that PCD could be underdiagnosed in female indi-
viduals with TTC12 mutations, in young male individuals,
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or in adult males for whom no TEM analyses of their sper-
matozoa is performed, thereby underscoring the major
benefit of molecular analyses in such individuals.

In conclusion, TTC12 emerges as a cytoplasmic player in
DA assembly and/or transport. So far, all the mutations in
genes encoding cytoplasmic pre-assembly factors cause a
combined ODA and IDA defect. However, TTC12 muta-
tions lead to distinct ultrastructural defects in cilia (i.e.,
absence of single-headed IDAs) and in sperm flagella (i.e.,
absence of both DAs), which unveils its role as a possible
co-chaperone in charge of monomeric IDAs in both organ-
elles but not of ODAs in cilia. More precisely, TTC12 is in
charge of different dynein heavy chains in monomeric
IDAs from cilia and from flagella. Furthermore, our find-
ings should be of particular help to establish the diagnosis
of PCD in individuals with isolated IDA defects in respira-
tory cilia. The development of a cellular model based on
human AECs differentiated in vitro into ciliated cells after
a CRISPR-cas9-mediated invalidation of genes of interest
should open new avenues to decipher both the role of
the numerous proteins expressed during ciliogenesis and
the pathophysiology of diseases of the airway epithelium.

Supplemental Data

Supplemental Data can be found online at https://doi.org/10.
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Figure S1. P. tetraurelia nucleic acid and protein sequences of TTC12a versus TTC12a RNAi-resistant
DNA (A) and protein (B) alignments from ClustalOmega of the target of RNAi (275pb) for WT TTC12a and

RNAi-resistant TTC12a. Fully conserved residue (*).
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Top: Genealogical trees. Full symbols indicate primary ciliary dyskinesia. All but one individual (DCP153)

were born to known consanguineous unions. Bottom: Electrophoregrams showing the TTC12 mutations

identified in the four unrelated PCD probands.
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Figure S3. TTC12 NGS depth ratio analysis
TTC12 copy-number variation analysis in subjects DCP153 (black square), DCP791 (empty square),
DCP1606 (black circle), and 18GMO00157 (empty circle) by depth ratio analysis of NGS data for each

targeted capture probe.
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Figure S4. Expression of TTC12/TTC12 in human airway epithelial cells (AECs) and testis/spermatozoa in
subcellular fractions of AECs

A) Analysis of TTC12 transcripts in AECs and testis by RT-PCR followed by Sanger sequencing showing a
unique isoform present in both cell types corresponding to the 705-residue protein (2,118 bp PCR-
product, NM_017868.4).

B) Similar levels of TTC12 transcripts in AECs and testis tissue, as determined by RT-gPCR with ERCC3 as
endogenous control. Data are represented as the mean + SEM with no significant differences using t-test,
p>0.1 (n=8).

C) Detection of the TTC12 protein in AECs and spermatozoa by western blot. DNAJB13, a component of
radial spokes, was used as positive control (the expected mass of the TTC12 protein is 78KDa).

D) Cytoplasmic expression of TTC12 in AECs. AECs were fractioned and analyzed by western blot. TTC12
appears to be mainly cytoplasmic, whereas DNAJB13, a component of radial spokes used as control, was

found mainly in the cilia fraction.
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Figure S5. Evolutionary conservation of TTC12 ARM domains and Met567

A) Partial sequence alignment of TTC12 proteins from several species shows the evolutionary
conservation of the three ARM domains, including the Met567-flanking region located in ARM2 (residue
mutated in individual DCP153). The dark green lines represent conserved domains ARM2 and ARM3; the
light green line represents the degenerated ARM1 domain.

B) Sequence alignment of TTC12 ARM2 and ARM3 domains compared to the alignment of ARM1, ARM2
and ARM3 domains confirms the high homology between ARM2 and ARM3 as compared to the
degenerated ARM1 domain that has lost 7 of the 11 fully conserved residues found in ARM2 and ARM3.
The Met567 residue in the ARM2 domain is conserved in the ARM3 domain.

C) Sequence alignment of TTC12 ARM2 and ARM3 domains with the 10 ARM domains found in ARMC4
(PCD gene) shows the conservation of a hydrophobic residue at position corresponding to Met567 in
TTC12.

Fully conserved residue (*); residues with strongly similar properties (:); residues with similar properties

(-)
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Figure S6. The TTC12 c.1614+3A>T mutation identified in individual DCP791: Functional consequences
on TTC12 RNA splicing and predicted impact at the protein level

A) RT-PCR amplification of TTC12 transcripts obtained from HEK293 cells transfected with a minigene
containing a genomic DNA region spanning exons 17 to 19 of TTC12, with or without the c.1614+3A>T
mutation. A representative gel picture shows bands corresponding to fully spliced TTC12 transcripts (296
bp) and a smaller molecular species (227 bp) corresponding to TTC12 transcripts lacking exon 18 (TTC12-
Aexonl8). The low amounts of TTC12-Aexonl8 transcripts also detected with the WT construct may
result from the strong overexpression of the minigene in this transient expression study. NT: non-
transfected cells

B) Sanger sequencing of RT-PCR products generated from HEK293 cells transfected with the mutated
TTC12 minigene confirming the complete skipping of exon 18 in TTC12 transcripts.

C) Schematic representation of the predicted impact of exon 18 skipping at the protein level. Exonic

organization of the human TTC12 cDNA (top) and domain-organization model of wild-type TTC12 and



TTC12 deleted from the domain encoded by exon 18 (bottom) according to CDD NCBI database. No ARM
domain is predicted in the TTC12 protein lacking amino acids encoded by exon18. TPR: tetratricopeptide

repeat; ARM: armadillo repeat.
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Figure S7. Expression of ODA, IDA, RS, N-DRC and ciliary ruler markers in AECs from individuals with
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Immunofluorescence microscopy analyses of airway epithelial cells from PCD individuals 18GM00157,
DCP1606 and DCP153 are shown. Immunostaining of the main axonemal component markers (all in
green) and of acetylated a-tubulin (in red) shows a normal expression and localization of all the
components tested. Nuclear staining was performed with DAPI (blue). Scale bars, 25 um. ODA: outer

dynein arms; IDA: inner dynein arms; RS: radial spokes; N-DRC: nexin-dynein regulatory complex.
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Figure S8. Expression of IDA and IDA-I1 markers in spermatozoa from individual DCP153

Immunofluorescence microscopy analyses in spermatozoa from the infertile PCD individual DCP153.
Immunostaining with anti-DNAH1 and anti-DNAH6 antibodies (markers of IDA subspecies d and g,
respectively) and anti-DNAH2 and anti-DNAH10 antibodies (markers of IDA-11), all in green, together with
o—tubulin (in red) shows a normal expression and localization of all the components tested. Nuclear

staining was performed with DAPI (blue). Scale bars, 5 um. IDAs: inner dynein arms.
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Figure S9. Orthologs of human TTC12 in Paramecium tetraurelia

A) Domain organization model of human TTC12 protein compared to TTC12a and TTC12b from P.
tetraurelia, according to SMART webtool, CDD NCBI database and Interpro software. TTC12a and TTC12b
are two closely related paralogs resulting from the last two whole-genome duplications.

B) TTC12 protein interspecies alignments from ClustalOmega. Fully conserved residue (*); residues with

strongly similar properties (:); residues with similar properties (.)
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Figure S10. Localization of TTC12a in Paramecium tetraurelia

A) Paramecia expressing either GFP (left panel) or TTC12a-GFP (right panel) show a very high level of
cytoplasmic GFP staining. Scale bar, 20 um.

B) Cytoplasmic expression of TTC12a in paramecia. Protein extracts from whole cells, cytoplasm (cell body
of deciliated cells) or cilia fraction of the same cells loaded with a 40- or 20-fold excess of cilia (40X, 20X),
were probed with anti-GFP and anti-Poly-E tubulin antibodies. TTC12a is present in the cytoplasm,

whereas the protein is almost not detected in the cilia fraction.
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Figure S11. Insertions and deletions (indels) in TTC12-CRISPR transduced AECs

A) Sequence, position and efficiency of two CRISPR guides targeting TTC12.

B) Percentage of insertions and deletions (indels) in the genomic DNA of TTC12-CRISPR AECs compared to
control AECs (transduced with an empty vector). Sanger sequencing was performed and analyzed with the
TIDE webtool. Guide 1 has a better efficiency (82% of indels) than guide 2 (60% of INDELS). Grey =
proportion of +1 single nucleotide insertions (28% with guide 1, and 1% with guide 2).

C) Western blot of cells lysates from AECs in which TTC12 has or not been invalidated by a CRISPR-Cas9
approach, showing a decreased expression of TTC12 in the invalidated culture.

gDNA: genomic DNA; AECs: airway epithelial cells; EV: empty vector.
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Figure S12. Expression of ODA, IDA, RS, N-DRC and ciliary ruler markers in AEC cultures in which TTC12

has or not been invalidated by a CRISPR-Cas9 approach



Immunostaining of the main axonemal component markers (all in green) and of the acetylated a-tubulin
(in red) in AECs invalidated for TTC12 shows an expression similar to that found in native AECs. Scale bars,
25 um. Green labeled areas were measured with Imagel software and normalized against the tubulin
labeled area (red). The dynein/tubulin ratios obtained in TTC12-CRISPR transduced cells were then
normalized to ratios obtained in EV-transduced cells before. Values of those final ratios are indicated on
the right side of the figure and showed no differences between green and red labels.

ODA: outer dynein arm; IDA: inner dynein arm; RS: radial spoke; N-DRC: nexin-dynein regulatory complex;

EV: empty vector.



Table S1: Primers sequences

PCR and Sanger sequencing

Name Sequence PCR product size (bp)
TTC12_ex9F ACTGGGAGCAGGAGGAGG

TTC12_ex9R GACCCAACTGTGCAGGAAAG 3

TTC12_ex18F TTAGGGGAGACAGACATGGG

TTC12_ex18R GGACACAGCAAGGAGGTCAC 465

TTC12_ex19F TGGCAAGGGGCTATGATTAC

TTC12_ex19R AAGCAAATCCCTATCCAAGAAG e
Reverse-Transcription PCR and Real Time PCR

Name Sequence PCR product size (bp)

TTC12exon2_ATG
TTC12exon22_STOP
QPCR_TTC12-Ex11F

GATTCCGGTTCACAATGGATGC
TTAGCATAGGAACAACACACGGT
TGACAACGAGGTCATAAGAAGG

2118 (NM_017868.4)

QPCR_TTC12-Ex12R CAGACCATTTCTTCAACTGCAT o8
QPCR_ERCC3-Ex9F ACTGGATGGAGCTGCAGAAT 70
QPCR_ERCC3-Ex10R GACATAGGGCACCAGACCTC

Minigene construct

Name Sequence PCR product size (bp)

MinigeneTTC12_17F

ATGTGTCTTCAGGCTCCCTTTGT

MinigeneTTC12_19R TCACAAGGCCTCCTCAACAATTT 3055
pCDNA3topo_3'UTR_F GAGCTCGGATCCACTAGTCC

pCDNA3topo_5'UTR_R GGAGAGGGTTAGGGATAGGC 296

Guides RNA and on-target PCR

Name Sequence PCR product size (bp)

TTC12gRNA1_lentiCRISPRv2F
TTC12gRNA1_lentiCRISPRV2R
TTC12gRNA2_lentiCRISPRv2F
TTC12gRNA2_lentiCRISPRV2R
PCR_Ontarget_F

CACCGAAAGAGACTACTGCTTATGG

AAACCCATAAGCAGTAGTCTCTTTC

CACCGACTGCTTATGGAGGAAGACC

AAACGGTCTTCCTCCATAAGCAGTC
TGACCCAGTTGTGCAACAGA

364




Table S2: Antibodies used for immunofluorescence microscopy studies

Dilution
Antibody Localization Host Clonality Company Reference

Cilia Flagella
o, acetylated tubulin Microtubulin doublets mouse monoclonal Sigma (6-11-B1) T6793 1/600 /
o tubulin Microtubulin doublets mouse monoclonal Sigma T9026 / 1/500
CCDC39 Ciliary ruler (IDA-RS-NDRC linker) rabbit  polyclonal Sigma HPA035364 1/400 /
CCDC40 Ciliary ruler (IDA-RS-NDRC linker) rabbit  polyclonal Sigma HPA022974 1/500 /
DNAH1 IDA heavy chain, subspecies d rabbit  polyclonal Sigma HPA036805 1/50 1/25
DNAH2 IDA-11 heavy chain rabbit  polyclonal Sigma HPA067103 1/100 1/50
DNAH3 IDA heavy chain, subspecies a? b? c? e? rabbit  monoclonal Abcam ab172632 1/50 1/50
DNAH5 ODA g heavy chain rabbit  polyclonal Sigma HPA037470 1/200 NR
DNAH6 IDA heavy chain, subspecies g rabbit  polyclonal Sigma HPA036391 1/50 1/50
DNAHS8 ODA g heavy chain rabbit  polyclonal Sigma HPA028447 NR 1/2000
DNAH9 ODA b heavy chain, distal rabbit  polyclonal Sigma HPA052641 1/150 NR
DNAH10 IDA-I1 heavy chain rabbit  polyclonal Sigma HPA039066 1/150 1/50
DNAH11 ODA b heavy chain, proximal rabbit  polyclonal Sigma HPA045880 1/75 NR
DNAH12 IDA heavy chain, subspecies a? b? c? e? rabbit  polyclonal Sigma HPA058203 1/50 1/50
DNAH17 ODA b heavy chain, distal rabbit  polyclonal Sigma HPA024354 NR 1/200
DNAI1 ODA intermediate chain rabbit  polyclonal Sigma HPA021649 1/300 1/200
DNALI1 IDA associated protein, subspecies a/c/d  rabbit  polyclonal Sigma HPA028305 1/150 1/100
GAS8 DRC4 rabbit  polyclonal Sigma HPA041311 1/300 /
RSPH1 Radial Spoke Head rabbit  polyclonal Sigma HPA017382 1/100 /
RSPH11 Radial Spoke Stalk rabbit  polyclonal Sigma HPA039193 1/200 /
RSPH3 Radial Spoke Stalk rabbit  polyclonal Novus NBP1-84244 1/100 /
RSPH4A Radial Spoke Head rabbit  polyclonal Sigma HPA031196 1/200 /
RSPH9 Radial Spoke Head rabbit  polyclonal Sigma HPA031703 1/200 /
NR: Not Relevant

Table S3: Position and length of DNA segments used in paramecia feeding experiments

Gene Position Length (bp)
TTC12a [471-745] 275
TTC12b [471-588]-[613-745] 251




Table S4: High-speed videomicroscopy parameters

Individuals Beating cilia CBF Angle Distance travelled by the cilum tip
(%) (Hz) ) (um/sec)

18GM00157 30 10+3.3 50+24 5731424

DCP1606 50 11.4+5.4 31+21 36.9+26.2

DCP153 90 6.3+£2.0 50+22 39.1+43.2

Controls (mean * SD)* 91+13 8.9+2.0 71.6+6.6 66.7 +14.2

P®, n=15 0.027 ns 0.002 0.04

CBF: ciliary beat frequency, SD: standard deviation, ns: not significant. Angle and distance travelled were evaluated on beating cilia.

“According to the normal values published in reference®

busing the Mann-Whitney U test, with 15 individuals with non PCD bronchiectasis; p<0.05 was considered as significant.

Table S5: Allele frequency of TTC12 mutations identified in individuals

GnomAD allele Number of
Genomic position frequency homozygotes
Individuals Mutation Exon Mutation type
(Grch37) (mutated/total allele
number)
DCP1606 chr11:113209524 c.607del 9 Nonsense 0 0
p.lle203*
DCP791 chr11:113230733 c.1614+3A>T Intron 18 Splice (exon 18 0 0
p.? skipping)
18GM00157 chr11:113233186 c.1678C>T 19 Nonsense 4x10° 0
p.Arg560* (14/282804)
DCP153 chr11:113233208 ¢.1700T>G 19 Missense 6x10° 0
p.Met567Arg (17/282758)

Table S6: Expression pattern of Paramecium tetraurelia TTC12 genes

Expression pattern®

Gene Accession number Protein length  Identity (%)
Life cycle Deciliation/Reciliation
TTC12a PTET.51.1.G1640129 High Overexpressed 846 residues
83.45
TTC12b PTET.51.1.G1420106 Basal Not modified 850 residues

“according to ParameciumDB


http://ange-data-08.calcul.i2bc.paris-saclay.fr/cgi/browse/gene?uniquename=PTET.51.1.P1640129
http://ange-data-08.calcul.i2bc.paris-saclay.fr/cgi/browse/gene?uniquename=PTET.51.1.P1420106

SUPPLEMENTAL MATERIAL AND METHODS

High-speed videomicroscopy

Ciliated samples were obtained by nasal brushing with a 2 mm cytology brush (Laboratoires Gyneas). Cells
were suspended in B1 BSA medium (CCD Lab) and examined within three hours after sampling. All
observations were performed at room temperature with an inverted microscope (Axiovert 200, Carl Zeiss
S.A.S.) with an oil immersion x100 objective, and within 20 min. Beating ciliated edges were recorded with
a digital camera (PixeLINK A741) at a rate of 355 frames per second. Each movie was composed of 1,800
frames with a definition of 256 x 192 pixels. Pixel size was (0.13 x 0.13) um?®. Twenty distinct areas
containing intact undisrupted ciliated epithelial edges devoid of mucus and beating in the plane of the
camera were recorded. Qualitative and quantitative evaluations of ciliary beat patterns were performed
as previously described®. Briefly, 10 beating cilia individualized were followed during a complete beating
cycle (one cilium selected per video/edges) in order to measure the following parameters: ciliary beat
frequency (CBF), beating angle and distance travelled by the cilium tip per second. These results were
compared to a disease control group previously published (i.e., 15 individuals with non-PCD

bronchiectasis®) using the Mann-Whitney U test; p<0.05 was considered as significant.

Quantitative RT-PCR

One microgram of total RNA from airway cells at cultured at air-liquid interface or testis tissue (Takara Bio
Europe/Clontech) was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and then subjected to reverse
transcription with the Reverse Transcriptor kit (Roche) following the manufacturer’s instructions. The
real-time PCR assays were performed in the Light Cycler LC480 (Roche) with the mesablue gPCR
mastermix Plus for Sybr Assay (Eurogentec). ERCC3, an ubiquitously expressed gene, was used as an
endogenous control to normalize the data and determine the relative expression between AECs and testis

-AACt

by calculating the primer efficiency™ . The primers used are listed in Table S1.



Cilia isolation from ALI cultures

After more than 21 days of culture of AECs in ALl conditions (as indicated above), cilia isolation was
performed as described®. Briefly, the apical surface of AEC cultures was washed two times with PBS
before being gently swirled with a deciliation buffer (10mM Tris-HCL pH7.5, 50mM NacCl, 10mM CaCl2,
1mM EDTA, 0.1% Triton X100, 7mM Bmercaptoethanol, 1% Protease inhibitor). The cilia fraction was
collected and first centrifugated 1 min at 1000 g at 4°C, then 5 min at 12000g at 4°C to gather all cilia that
were then resuspended in resuspension buffer (30mM HEPES pH7.3, 25mM NaCl, 5mM MgS04, 1mM
EGTA, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 1% protease inhibitor). The fraction remaining on the insert was
considered as the cytoplasmic part. Both fractions were suspended in ice-cold lysis buffer to perform

immunoblotting as described in the Material and Methods section of the main text.

Minigene constructs and in vitro expression

Genomic DNA was extracted from blood obtained from a healthy control and from DCP791 individual
carrying the c.1614+3A>T splice site mutation. A region spanning exons 17 to 19 containing or not the
€.1614+3A>T transversion was amplified by PCR from those genomic DNAs and cloned into pcDNA3.1/V5-
His-TOPO using the TOPO TA cloning kit (Thermofischer Sc.) according to the manufacturer’s
recommendations.

Constructs were checked by Sanger sequencing before being transfected in HEK293 cells with FUGENE®
HD Transfection Reagent (Promega). Total RNA was extracted with RNeasy Mini Kit (Qiagen) before being
treated with Dpn1 to eliminate the bacterial plasmid. Reverse transcription was then performed with the
Reverse Transcriptor kit (Roche) following the manufacturer’s instructions. To avoid the amplification of
HEK293 endogenous TTC12 transcripts, PCR was performed with primers located in the plasmidic 5" and 3’

untranslated regions flanking the TTC12 gene fragment. All primers used are listed in Table S1.



CRISPR-cas9 guides design and lentiviral vector construct

Oligonucleotides coding for guide RNAs that target the third exon of TTC12 were designed with the
crispor.tefor.net webtool. We selected two guides, consisting of 20-bp sequences followed by NGG PAM
of the CRISPR/SpCas9, that combined the higher specificity score associated with the lower out-of-frame
score. We previously checked the absence of off-targets in introns or exons of genes known to be
implicated in PCD, and that all off-targets contained more than three single-nucleotide mismatches.
Guides were cloned into plentiCRISPRv2, a gift from Feng Zhang® (Addgene plasmid # 52961;
http://n2t.net/addgene:52961; RRID:Addgene_52961) according to the original online protocol of the

Zhang lab (https://www.addgene.org/static/data/plasmids/52/52961/52961-

attachment B3xTwla0bkYD.pdf). The production of lentiviruses was performed by AniRA Vectorologie

(SFR Biosciences Gerland — Lyon Sud). Guides and primers used are listed in Table S1.


https://www.addgene.org/static/data/plasmids/52/52961/52961-attachment_B3xTwla0bkYD.pdf
https://www.addgene.org/static/data/plasmids/52/52961/52961-attachment_B3xTwla0bkYD.pdf

1. Papon, J.-F., Bassinet, L., Cariou-Patron, G., Zerah-Lancner, F., Vojtek, A.-M., Blanchon, S., Crestani, B.,
Amselem, S., Coste, A., Housset, B., et al. (2012). Quantitative analysis of ciliary beating in primary ciliary
dyskinesia: a pilot study. Orphanet J Rare Dis 7, 78.

2. Ostrowski, L.E. (2006). Chapter 14 - Preparation of Cilia from Human Airway Epithelial Cells. In Cell
Biology (Third Edition), J.E. Celis, ed. (Burlington: Academic Press), pp. 99-102.

3. Sanjana, N.E., Shalem, O., and Zhang, F. (2014). Improved vectors and genome-wide libraries for CRISPR

screening. Nat Methods 11, 783-784.



V.2. Identification de manifestations pulmonaires variables chez des
femmes porteuses a I’état hétérozygote de mutations de PIH1D3

V.2.1. Introduction

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au géne PIH1D3, localisé sur le chromosome X, qui est
responsable de la seule forme de DCP non-syndromique récessive liée a I’X (UK10K Rare Group et al.,
2017). Un défaut de ce géne, qui code une protéine cytoplasmique d’assemblage des deux BDs, meéne
a I'immobilité des cils respiratoires et des flagelles dans lesquels les BDE et les BDI sont absents.

En raison de leur unique chromosome X, les hommes porteurs d’'un défaut moléculaire de
PIH1D3 sont tous atteints, tandis que leurs méres, possédant deux chromosomes X, sont des porteuses
hétérozygotes censées étre asymptomatiques. Cependant, I'enquéte familiale des patients DCP avec
mutations dans P/IH1D3 avait mis en évidence |'existence de symptomes respiratoires de sévérité
variable chez certaines meéres. A la suite de ces observations, nous avons émis I'hypothése que
I'inactivation d’'un des chromosomes X chez ces femmes pourrait expliquer la survenue ou non de
symptomes respiratoires d’intensités variables.

L'inactivation de I’X (XCI, X-chromosome inactivation), aussi appelé Lyonisation (Lyon, 1989),
est un processus conduisant a l'inactivation d'un des deux chromosomes X au cours des phases
précoces du développement des embryons de sexe féminin. En effet, afin de maintenir le dosage
génique entre les deux sexes, un des chromosomes X est inactivé de facon aléatoire dans les cellules
somatiques de chaque femme (Morey et al., 2011). Ce phénomeéne, trés bien étudié chez la souris, est
moins bien connu chez ’'Homme en raison des possibilités trés limitées de travailler sur les embryons
humains. Des études menées sur des embryons dérivés de fécondation in vitro ou de cellules souches
humaines ont permis toutefois d’avancer dans les connaissances de ce processus chez 'Homme. Ce
phénomeéne est déclenché par I'accumulation d’'un ARN long non codant (IncRNA) codé par le gene
XIST localisé dans un locus formant le centre d’inactivation de I’X (Xic). L'ARN long non codant est
surexprimé de fagon monoallélique et recouvre en cis le futur chromosome X inactif (Brown et al.,
1992; Penny et al., 1996). Ce processus est immédiatement suivi d’'une série de modifications de la
chromatine, de 'ADN et une réorganisation spatiale (Galupa and Heard, 2015). Ainsi, le chromosome
inactif porte des marques spécifiques tels que la tri-méthylation des lysines 9 et 27 de I'histone H3
(H3K9me3 et H3K27me3), l'ubiquitination de la lysine 119 de I'histone H2A (H2AK119ub), mais aussi
I’'hyperméthylation d’illots CpG (Nora and Heard, 2010; Patrat et al., 2020) (Figure 33).
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Figure 33. Inactivation aléatoire d’un des chromosomes X. (modifié de Katopodis et al.,
2020). Un des chromosomes est recouvert par le long ARN non codant codé par Xist. Le
chromosome inactivé présente diverses marques spécifiques telles que la triméthylation et
la monoubiquitination d’histones et la méthylation des cytosines. Xic : X inactivation center,
RNA Xist : long non coding RNA, iChrX : Chr X inactif, aChrX: Chr X actif, H3K23me3 :
triméthylation de I'histone 3, H2AK119u1l : monoubiquitination de I’histone 2, ™¢C = cytosine
méthylée.

Dans notre travail, nous avons entrepris de préciser le phénotype respiratoire chez 6 méres
porteuses a |'état hétérozygote d’'un défaut moléculaire de PIH1D3. Nous avons mis en évidence que
le spectre des symptomes des 6 meres s’étendait de I'absence totale de manifestations respiratoires
jusqu’a des manifestations respiratoires plus séveres.

Le phénotype ciliaire a pu étre étudié chez trois méres symptomatiques par des analyses de leurs CENH
ex vivo et/ou in vitro en ME, HSVM et IF. Nous avons mis en évidence la présence au niveau de
I’épithélium respiratoire d’une population hétérogene de cellules comprenant des cellules normales
battantes et des cellules anormales immobiles. Enfin, nous avons constaté que les proportions
variables de cellules ciliées normales corrélaient avec la sévérité des symptomes respiratoires : plus la
proportion de cellules avec cils normaux était élevée, moins le phénotype était sévére.

Nous avons ensuite étudié les profils d’inactivation du chromosome X porteur de la mutation chez les
6 meres par étude de la méthylation de I’ADN. La méthylation de I’ADN est couramment étudiée en
diagnostic par une technique basée sur la capacité de deux enzymes de restriction, Mspl et Hpall, a
digérer ou non des fragments d’ADN en fonction de leur statut de méthylation. Ces analyses sont
réalisées au niveau d'llots CpG de divers locus du chromosome X dont le plus connu est le locus
HUMARA (human androgen receptor). Ces locus contiennent des régions polymorphes (répétition de
CAG) qui permettent de distinguer les deux alléles pour le calcul du taux de méthylation de chacun. La
méthylation déterminée au niveau de ces locus est connue pour refléter correctement I'inactivation

de I’X de tout le chromosome (Bertelsen et al., 2011).
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Au cours de ce travail, nous avons utilisé cette technique sur I’ADN sanguin des 6 meres et, de fagon
originale, nous sommes parvenus a déterminer chez elles la phase entre le taux de méthylation et
I'allele PIH1D3 muté. Ce résultat a été obtenu en repérant chez elles I'alléle muté transmis a leur fils
atteints de DCP grace aux régions polymorphes. Pour I'une des 6 méres, nous avons également pu
étudier I’ADN extrait de CENH.
Par ailleurs, pour les 4 meres porteuses de grandes délétions (de 4 a 46 genes délétés), nous avons
également pu utiliser une seconde approche d’étude de la méthylation basée sur la conversion au
bisulfite des cytosines non-méthylées en uraciles. Cette méthode, que nous avons appliquée sur les
ADNs maternels directement au niveau du locus délété (une seule copie de PIH1D3), a permis de
déterminer directement le taux de méthylation de I'allele normal non délété, et d’en déduire donc le
taux d’inactivation du X muté. Cette technique est plus fiable que la technique de digestion sensible a
la méthylation puisqu’elle s’affranchit du risque potentiel de recombinaison homologue entre le locus
HUMARA et PIH1D3. Cependant, elle n’a pas pu étre appliquée aux deux meres portant des mutations
ponctuelles en raison de I'impossibilité de différencier I’allele muté et I'alléle normal de PIH1D3.
Nous avons alors confronté les profils de méthylation de I’ADN aux phénotypes cliniques des
six meres, ce qui nous a permis de démontrer que la variabilité des symptomes respiratoires était
étroitement liée a la proportion de cellules dans lesquelles le chromosome X muté était inactivé. En
effet, lorsque le chromosome X normal est inactivé dans une cellule ciliée, seul I'alléle muté de PIH1D3
est exprimé; ceci induit 'absence des deux BDs et I'immobilité des ciliaire. Chez les femmes,
I'inactivation aléatoire d’un chromosome X dans chaque cellule méne a une population de cellules en
mosaique. Ainsi, nous avons montré que la proportion variable de cellules ciliées normales
battantes/mutées immobiles, au niveau de I'épithélium respiratoire de chacune de ces femmes
porteuses de mutations PIHID3 a I'état hétérozygote, est a l'origine de la variabilité de leurs
symptomes.
Plusieurs maladies récessives liées a I’X ont fait I'objet d’études montrant un lien entre inactivation de
I’X et sévérité du phénotype de femmes hétérozygotes. Il est intéressant de noter que ces études de
méthylation sont réalisées sur de I’ADN issu du sang total, souvent en raison de I'inaccessibilité du tissu
d’intérét. Dans certaines maladies liées a I’X, le profil d’inactivation déterminé dans le sang n’est pas
corrélé avec le phénotype clinique (comme I’hémophilie A/B, la maladie de Fabry) (Maier et al., 2006;
Orstavik et al., 2000). En revanche pour d’autres maladies liées a I’X (comme le syndrome de I’X-fragile
(de Vries et al., 1996), la myopathie de Duchenne (Pegoraro et al., 1995) ou le diabete insipide
néphrogénique (Satoh et al., 2008)), le profil d’inactivation de I’X observé dans les cellules sanguines
refléte vraisemblablement le profil d’inactivation du tissu d’intérét inaccessible, puisque le phénotype
clinique est totalement corrélé aux résultats obtenus sur le sang. Dans notre étude, nous avons

déterminé le taux d’inactivation du X muté dans le sang des 6 meres étudiées, ainsi que dans les CENH

61



de I'une d’entre elle. Le taux obtenu dans les CENH de cette femme s’est avéré similaire a celui obtenu
a partir de ses cellules sanguines, et tout a fait cohérent avec la proportion de CENH anormales
observée par trois techniques différentes (ME, IF et HSVM). Par ailleurs, nous avons pu montrer chez
deux autres méres que la proportion de CENH anormales observée par ME, IF et HSVM était cohérente
avec le taux de méthylation du X muté obtenu dans le sang. Enfin, pour les 6 meres étudiées, le
phénotype clinique était tout a fait cohérent avec les taux de méthylation des X mutés obtenus dans
le sang.

De fagon intéressante, dans notre étude, les meres les plus symptomatiques sont les meres porteuses
de mutations ponctuelles, alors que les femmes asymptomatiques ou légerement atteintes portent de
tres larges délétions emportant plusieurs génes (4, 22, 30, et 46 genes selon les meres). Ces résultats
sont cohérents avec les données de la littérature démontrant l'inactivation préférentielle des
chromosomes portant des larges délétions multigéniques comme mécanisme de protection (Zhao et

al., 2021, Santos-Reboucgas et al., 2020; Leppig et al., 2001).

Les résultats de ce travail démontrent (i) d’'une part, qu’il est essentiel d’explorer les origines
génétiques de symptdomes respiratoires, méme légers, chez les femmes apparentées aux hommes
atteints de DCP liée a un défaut moléculaire de PIH1D3 en vue d’un conseil génétique et (ii) d’autre
part, qu’il est important de rechercher chez des femmes consultant pour une atteinte respiratoire
chronique modérée, I’éventualité d’'un défaut moléculaire de PIH1D3 a I’état hétérozygote.

Nos résultats suggérent également que la présence d’environ 30% de cellules ciliées normales
dans le tractus respiratoire permettrait d’assurer une épuration mucociliaire suffisante pour éviter
I"apparition des symptémes classiques de DCP. Ce résultat apporte des données encourageantes dans

la perspective d’une potentielle thérapie génique des DCP.
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V.2.2. Article 2

Variable X-chromosome inactivation underlies primary ciliary dyskinesia expressivity in female
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Abstract

Background Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare genetic disorder caused by defective motile cilia
underlying chronic respiratory symptoms. In the case of X-linked recessive PCD resulting from
mutations in PIH1 Domain-Containing-3 (PIH1D3), all males are affected, whereas their mothers are
supposedly healthy carriers of a heterozygous PIHID3 mutation. However, the random X-
chromosome inactivation (XCl) in each cell of females prompted us to investigate whether these
mothers might have respiratory symptoms caused by preferential inactivation of their normal
PIH1D3 allele.

Methods XCI patterns of 6 mothers of 8 male PCD patients were determined by DNA-methylation
studies and compared to clinical (6/6 mothers) and cilia (4/6 mothers) phenotypes. Within these XCl
analyses, the mutated X-chromosome could be tracked in all mothers to assess the percentage of
cells in which the normal PIH1D3 allele is inactivated.

Results The mothers’ phenotypes ranged from total absence of airway symptoms (n=2) to
mild/moderate phenotypes (n=3) or severe respiratory signs (n=1), closely reflecting their respective
XCI patterns. Analyses of the four symptomatic mothers’ airway cilia revealed cellular heterogeneity
with normal cells and cells with immotile cilia lacking both dynein arms.

Conclusions The results of this study highlight the importance of searching for heterozygous carriers
of a PIH1D3 mutation in all female relatives of male PCD patients with a PIH1D3 defect, and in
females consulting for mild chronic respiratory symptoms. Those results also demonstrated that
~30% normal ciliated airway cells sufficed to avoid severe PCD, a result paving the way for gene

therapy.

Take Home Message

Allele specificity of X-chromosome inactivation in females with a PIH1D3-gene mutation underlies a
wide range of primary ciliary dyskinesia severities, suggesting ~30% ciliated airway cells should be

targeted for future molecular and cell therapies.



Introduction

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare genetic disorder [(MIM: 244400)] in which dysfunction of
motile cilia from respiratory epithelial cells leads to impaired mucociliary clearance resulting in
chronic airway infections; half the patients have associated situs inversus caused by dysfunctional
nodal cilia, which defines Kartagener syndrome [1, 2]. In addition, most affected males are infertile

because of similar sperm-flagellum and/or efferent duct ciliated-epithelium defects [3].

PCD is a clinically and genetically heterogeneous disorder with, to date, about implicated 50 genes
[4]. It is usually transmitted as an autosomal-recessive trait, meaning both parents of a patient are
healthy carriers of a heterozygous mutation in one of those genes. However, mutations in three of
those genes (retinitis pigmentosa GTPase regulator (RPGR) [5], oral-facial-digital syndrome type-
1 (OFD1) [6] and PIH1D3/dynein axonemal assembly factor-6 (DNAAF6) [7]) are responsible for X-
linked PCD. RPGR and OFD1 mutations are mainly responsible for syndromic PCD, while PIH1D3
mutations are involved in non-syndromic X-linked recessive PCD. Affected males carrying PIH1D3
mutations have typical PCD features including, neonatal respiratory distress, recurrent upper and
lower respiratory tract infections and bronchiectasis; half also have situs inversus totalis, and
asthenozoospermia renders adults infertile [7]. Because PIH1D3 encodes a player in the cytoplasmic
pre-assembly of dynein arms (DAs) [7], its mutations lead to the loss of both outer and inner DAs
(ODAs and IDAs, respectively), the molecular motors attached all along the axoneme, which provide

the sliding force for cilia motility.

Human and therian mammal male cells carry one X and one Y chromosomes, while female cells carry
two X-chromosomes. To preserve the same gene dosage in males and females, one X-chromosome
copy is silenced in females [8], except for the 15% of genes that escape inactivation, mostly included
in the two pseudo-autosomal regions [9, 10]. X-chromosome inactivation (XCI) occurs during the
early stages of development and is passed on to daughter cells through mitosis. It involves epigenetic
modifications, e.g., methylation of CpG sites, leading, within each female’s cells, to the random
mosaic expression of either the maternal or paternal X-chromosome [11]. Most importantly, in most
women, the fraction of cells with maternal XCl is roughly the same as that of cells in which the
paternal X-chromosome is inactivated. However, in the general population, a deviation from the
50:50 ratio, with preferential inactivation of either the maternal or paternal X-chromosome, has
been described [12] and a ratio higher than ~80:20 is referred to as inactivation skewing [8]. Because
of this functional mosaicism, disease phenotypes of female carriers of X-linked recessive mutations

may vary widely [13].

Overall, these observations raise the question as to whether the mothers of patients whose PCD

results from a PIH1D3 mutation are asymptomatic or may have respiratory symptoms of variable
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severity. This study was designed to look for respiratory symptoms and cilia abnormalities in several
mothers of male patients with PIH1D3 mutations, and we determined the mothers’ clinical and cilia

phenotypes according to the methylation status of their mutated PIH1D3 allele.

Patients and methods

Subjects and study design

In our PCD cohort, we identified eight male patients from six independent families with a molecular
defect in PIH1D3: two point mutations and four large deletions. This study concerns their six mothers
(M1 to M6). They were questioned about their phenotype during the evaluation of their sons’
medical histories. M3 to M6 underwent cilia investigations for respiratory symptoms (see below). In
addition, blood DNA samples from the six mothers were obtained for genetic analyses and the
methylation states of X-chromosomes with/without the PIH1D3 defect were determined by
methylation-sensitive digestion and/or sequencing of bisulfite-converted DNA (table S1). Written
informed consent was obtained from the six mothers investigated, following protocols approved by
the Comité de Protection des Personnes (CPP) Tle-de-France Il and the INSERM Institutional Review

Board.

Molecular genetics
The pathogenic PIH1D3 mutations identified in the boys were sought in their mothers by Sanger
sequencing for the two point mutations and by copy-number variation analyses for the four deletions

(supplementary material).

PCD-related investigations
Nasal nitric oxide (NO) measurements, high-speed videomicroscopy analysis (HSVA)-assessed beating
cilia on nasal brushings, and/or structural analyses of cilia using transmission electron microscopy

(TEM) are described in supplementary material.

Impact of heterozygous PIH1D3 mutations on DAs as assessed by immunofluorescence (IF) and
Western-blotting

Various DA components were studied by IF and Western-blotting analyses of airway epithelial cells
(AECs) obtained from nasal brushing (M3, M4, M5 and M6) and/or following air-liquid interface (ALI)

culture (control individuals, M5 and M6) (supplementary material).



XCl studies
Methylation levels of the X-chromosomes carrying the mutated PIH1D3 allele versus those carrying

the normal PIH1D3 allele were evaluated with two different techniques.

Methylation-sensitive digestion. This method is based on the properties of two restriction enzymes,
Mspl and Hpall, to digest, or not, DNA fragments according to their methylation status. It was applied
to M1-to-M6 blood samples or ALl-cultured M5 AECs. The methylation level was calculated at the
commonly studied human androgen receptor (HUMARA) locus, which contains a polymorphic region
where CAG repeats allow distinction between thetwo alleles, andtwo cleavage sites
for Mspl/Hpall that enable evaluation of each allele’s methylation percentage, after digestion
followed by polymerase chain reaction (PCR) amplification. Mspl/Hpall-site methylation at this locus
represents the whole XClI [14]. Importantly, we then analysed CAG repeats in the affected son(s)’
allele to track the PIH1D3-mutated allele, and assign the corresponding methylation rate to the
mother’s allele. When the HUMARA-specific CAG region was not informative (homozygous in the
mother), three other loci, containing trinucleotide-repeats, located on X-chromosomes can be
studied: PCSKIN, ZDHHC15 or SLITRK4 [15]. Herein, only M4’s PCSKIN locus was analysed

(supplementary material).

Bisulfite conversion. This approach, which relies on the capacity of bisulfite to convert non-
methylated cytosines into uracils, was applied to blood DNA from M1-M4, who harboured large
deletions, to specifically determine the remaining normal allele’s methylation at several loci. We
used the Premium Bisulfite Kit (Diagenode) according to the manufacturer’s recommendations
(supplementary material), and performed PCR and Sanger sequencing with primers outside

methylation sites (i.e., CG dimers).

Results

Genotypes of mothers of sons with a PIH1D3-related PCD phenotype

Sanger-sequencing and copy-number-variation analyses confirmed that the six mothers carry, in the
heterozygous state, the same pathogenic mutation as their respective son(s). Five of those defects
had previously been described [7]: two point mutations (c.511C>T p.(GIn171%*) in M5, and ¢.397G>T
p.(Asp133Tyr) in M6) and three large deletions including the whole PIH1D3 gene (3.27-Mb del, 3.73-
Mb del or 1.93-Mb del, in M1, M3 or M4, respectively). In addition, we identified a new deletion
involving 6/7 PIH1D3-gene exons (118-kb del) in M2 and her son (19GM00662) (supplementary
figure S1).



Phenotypes of mothers carrying heterozygous pathogenic PIH1D3 mutations

As summarised in table 1, the six mothers’ clinical phenotypes differed, ranging from no respiratory
symptoms (M1 and M2) to variable disease severities for the four others, involving the upper and/or
lower airways, with symptoms appearing from childhood to adulthood. M3 and M4 had mild clinical
signs, respectively: intermittent nasal obstruction with episodic bronchitis in adulthood, and sinusitis
and cough only during childhood. Lastly, M5’s manifestations were moderate, and M6 had very
severe upper and lower respiratory symptoms since childhood, associated with bronchiectasis. M6’s
greater symptom severity closely resembles typical PCD. Interestingly, none of the six mothers had
situs inversus. Their risk factors for respiratory symptoms are reported in (supplementary table S2).
Clinical features of their sons, hemizygous for PIH1D3 mutations, are described in supplementary

table S3 (updated from previous published data [7]).

Cilia investigations of symptomatic M3, M4, M5 and M6 differed for the percentages of HSVA-
identified immotile cilia (17% for M3, 23% for M4 and 50% for M5), and TEM-assessed percentages
of cilia lacking both DAs (3% for M4, 80% for M5 and 45% for M6). Notably, these symptomatic

mothers’ NO levels and ciliary-beating frequencies were normal (table 2).

Impact of heterozygous PIH1D3 mutations—at the single-AEC and AEC-population levels—on DA-
specific cell proteins

Ex-vivo high-resolution IF studies on freshly collected AECs from the four symptomatic mothers (M3
to M6) exhibited cell mosaicism. Given the absence of specific anti-PIH1D3 antibodies suitable for IF
studies, we used classical ODA (DNAH5 and DNAI2) and IDA (DNALI1) markers to discriminate AECs
whose active X-chromosome carries normal PIH1D3, from those whose active X-chromosome carries
mutated P/H1D3 (figure 1a). Two AEC populations coexist in these four mothers: normal, expressing
DNAHS5, DNAI2 and DNALI1 all along the axoneme, corresponding to the X-chromosome carrying
normal PIH1D3; and another, expressing the X-chromosome carrying mutated PI/HID3 that
completely lacks ODA and IDA markers. Furthermore, quantitatively, all cells in male PCD patients
with hemizygous PIH1D3 mutations are abnormal (supplementary figure S2), 100% of controls’ AECs
were normal, while M3’s and M4’s (with mild clinical symptoms), M5’s (moderate symptoms) and
M6's (severe symptoms) normal AECs represented ~68%, ~70%, ~28% and ~20%, respectively (figure
1b).

AECs from moderately and severely-affected M5 and M6 respectively, could be ALl-cultured,
enabling confirmation of cell mosaicism using several approaches. First, in-vitro immunolabelling of
DNAHS5, DNAI2 and DNALI1 at the cell-population level yielded patches of AECs expressing normal

PIH1D3 intermingled with patches expressing mutated PIH1D3 (figure 2a). In agreement with fresh



nasal-brushing findings, only ~38% (M5) and ~20% (M6) of AECs retained both DAs. TEM analysis of
those AECs confirmed the mixed population: 25% normal and 75% totally lacking both DAs for M5,
and 9% normal and 91% totally lacking both DAs for M6 (figure 2c), while the majority of cilia in male
PCD patients with hemizygous PIH1D3 mutations lacked both DAs (supplementary figure S3). Finally,
HSVA cilia analyses revealed ~37% (M5) and ~13% (M6) motile ciliated AECs, with normal ciliary-
beating frequencies, and 63% (M5) and 87% (M6) totally immotile (figure 2d, and movies S1 and S2

in supplementary material).

In addition, total protein extracts from those ALI-cultured AECs were immunoblotted with anti-DNAI2
antibody (directed against ODAs). M5’s and M6’s cell lysate contained less DNAI2 than those of two
independent controls (figure 2b). That analysis also revealed for M5, two PIH1D3 proteins: one
generated by the normal allele, and the other truncated from M5’s nonsense mutated allele
(p.GIn171*). That truncated-protein expression reflects the absence of activation of the nonsense-
mediated mRNA-decay pathway, an observation consistent with the premature stop codon located in
the last PIH1D3 exon.

X-chromosome inactivation skewing among mothers heterozygous for mutated PIH1D3

Exploring XCI with methylation-sensitive digestion of the six mothers’ DNA from peripheral blood
enabled determination of their inactivation patterns and quantification of the percentages of
inferred methylated mutated-PIH1D3 alleles (i.e., inactivated). Moreover, similar percentages of

methylated mutated-P/IH1D3 alleles were found in M5’s blood and AECs (89% and 72%) (figure 3a).

As shown in figure 3a, M5 and M6 (moderate and severe clinical phenotypes, respectively) had XCl
skewing favouring their mutated alleles. Conversely, asymptomatic M2 and M4 (mild clinical
respiratory symptoms) had XCl skewing favouring their normal allele expression. The comparative
trinucleotide-repeats analysis of M3 and her son (data not shown) revealed at least one homologous
recombination event between the ZDHHC15 and SLITRK4 loci which flank the PIHID3 gene. M3’s
recombination breakpoint(s) could not be accurately located, preventing her XCl ratio of 14/86 from
being linked to the X-chromosome carrying the mutated allele. According to methylation-sensitive
digestion at the HUMARA locus, asymptomatic M1 had an extremely skewed XCI ratio: 100% of the
active X-chromosome carried the mutated PIH1D3 allele; that unexpected observation raised the

guestion as to whether homologous recombination events could have misled us.

The methylation-sensitive-digestion—estimated XClI ratio in blood DNA was calculated at the
HUMARA or PCSKIN locus, located, respectively, 40 and 57-Mb upstream from PIH1D3 (figure 3c). To
overcome potential recombination events, the bisulfite-conversion method was applied at the
PIH1D3 locus for M1, M2, M3 and M4, who have large deletions, to directly evaluate methylation of
the normal allele by targeting loci included in those deletions (PIH1D3, NUP62CL and TBC1D8B); XCl
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skewing favouring the normal allele was found for all four. Indeed, M1 and M2 (asymptomatic) and
M3 and M4 (mild disease phenotype) had, respectively: 95%, 80%, 89% and 91% active/non-
methylated chromosomes carrying the non-deleted PIH1D3 allele (figure 3b). Thus, this technique
resolved two data previously obtained with the digestion method: the uninterpretable 14/86 ratio
for M3 and the inconsistent result obtained for M1. For collated cilia-investigation and methylation-

analysis information available for each mother see figure 4.

Discussion

PCD almost always follows autosomal-recessive transmission. However, a few patients carry
mutations in PIH1D3, one of the three PCD genes located on the X-chromosome. In that setting,
males carrying a PIH1ID3 mutation are affected, whereas their mothers are supposedly healthy
PIH1D3-mutation carriers. Diametrically opposed to that expectation, our results demonstrated
broad disease-expression phenotype differences among six mothers heterozygous for a pathogenic
PIH1D3 mutation. Thorough analysis of their phenotypes, considering their XCl patterns, revealed
that their respiratory phenotypes reflected the percentages of AECs harbouring the inactivated
mutated allele. Because XCl occurs early during development and randomly in each female cell, when
a mutation occurs in an X-chromosome gene, it is expected that half the cells in each tissue would
express the normal X-chromosome, while the other half would express the mutated X-chromosome.
The ratio between those two cell populations may deviate from 50:50, thereby favouring expression
of the mutated or normal chromosome. And the disease-severity phenotype is expected to reflect
that ratio. Although that ratio has been the subject of numerous studies [12, 16, 17], none of them
concerned PCD to the best of our knowledge. Those studies predominantly used the methylation
ratio at the HUMARA locus in blood DNA determined with the digestion method, without tracking

the mutation-carrying allele.

The novelty of our study is the combination of two methods to assess DNA methylation in an allele-
specific way. First, HUMARA-locus digestion for all mother—son pairs phased the mutated-PIH1D3
allele and methylation ratio. Second, bisulfite conversion for the four mothers heterozygous for
entire PIH1D3 deletion, directly provided normal allele’s methylation percentage. Those
experimental results enabled determination of the percentages of active/non-methylated X-
chromosomes carrying a normal PIH1D3 copy. Despite the small number of individuals investigated
for this rare disease (i.e., six independent families herein), information concerning the six mothers’
clinical respiratory phenotypes substantiated the percentages of AECs in which the mutated X-

chromosome is inactivated (figure 4). Furthermore, all six mothers had skewed XCls, with extreme



skewing previously deemed explanatory for X-linked disorders in heterozygous-mutation—carrying
females, who were usually asymptomatic (ratio>95:5%) [18-21]. In the general population, 10% of
women have skewed XCls (>80:20%), with 1-5% being extremely skewed (ratio>95:5%) [12, 22].
Those extremely skewed ratios might reach 20% for women >60 years [12]. Our six mothers’ ages

ranged from 36 to 48 years.

The relationship between clinical X-linked-disease phenotypes and the XCI patterns has mainly been
studied in blood cells because of inaccessibility of tissues of interest. It may be either inconsistent
(e.g., hemophilia A/B, Fabry disease [23, 24]) or significantly linked (e.g., fragile-X mental retardation,
nephrogenic diabetes insipidus [25, 26]). Herein, we were able to obtain large amounts of AECs from
M5 enabling demonstration that their methylation pattern was similar to that of her blood cells.
Moreover, TEM, IF and/or HSVA cilia phenotypes were consistent with the blood-DNA-methylation
ratio obtained for four mothers (figure 4). Taken together, those results strongly support—for the six

mothers investigated—the relationship between clinical phenotype and XCI pattern.

Although the bisulfite-conversion method is only feasible for deletions including the gene of interest
and CpG sites, our results highlight its better reliability, as it targets the region of interest in the non-
deleted normal allele, compared to the methylation-sensitive digestion technique. Bisulfite-
conversion provided clear conclusions for M1 and M3, that had been left unresolved by methylation-

sensitive digestion because of homologous-recombination.

Notably, point-mutation—carrying M5 and M6, respectively, had moderately and severely
symptomatic phenotypes, while asymptomatic and mild phenotypes corresponded to large deletions
including multiple genes (4, 22, 30 and 46 genes in M2, M4, M1 and M3, respectively, cf. table S4).
Those results are consistent with previous studies demonstrating the preferential inactivation of X-

chromosomes harbouring large multigenic deletions as a protective event [27-30].

Among the 13 male PCD patients previously reported with a PIH1D3 mutation [7], six had situs
inversus, an observation in keeping with the expected ~50% of PCD patients having Kartagener
syndrome. By contrast, it is striking to note that none of the six mothers studied herein had laterality
defects, thereby suggesting that the nodal flow, taken as a whole, might suffice to brake symmetry in
the embryo; however, investigation of additional female PIH1D3-defect carriers is needed to confirm

that hypothesis.

Our findings highlight the importance of proposing genetic testing for all female relatives of male
PCD patients with a PIH1D3 defect to: 1) search for a heterozygous PIH1D3 mutation, and 2) analyse
the methylation to determine the XClI pattern for those with respiratory symptoms, thereby

improving their disease management. From a more general viewpoint, our findings should also



prompt investigation into the cause of chronic respiratory symptoms, e.g., mild rhinosinusitis or
bronchitis, in all women, to allow them to benefit from a genetic counselling and appropriate medical
follow-up. That management is all the more important since the six mothers investigated herein do
not have two major phenotypic features highly suggestive of PCD in the context of chronic airway

symptoms (i.e., situs inversus and low nasal NO level).

Our results also revealed that ~30% of normal ciliated AECs (in M5) were sufficient to achieve
mucociliary clearance to prevent severe PCD. That relatively low number of AECs necessary to
correct respiratory tract dysfunction and prevent typical PCD provide promising insights for future

gene therapy of PCD.
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Supplementary data include 4 figures, 5 tables and 2 movies.
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Figure captions

FIGURE 1 Impact of heterozygous PIH1D3 mutations on dynein arm (DA)-specific proteins in airway
epithelial cells (AECs). a) Immunofluorescence microscopy analysis of DA markers, in AECs from a
control and mothers (M3, M4, M5 and M6) carrying a PIH1D3 molecular defect. Cells were double-
labelled with an anti-acetylated a-tubulin antibody targeting the ciliary axoneme (red), and anti-
DNAHS or anti-DNAI2 antibodies as markers of ODAs, or an anti-DNALI1 antibody, as marker of IDAs
(green). DAPI stained nuclei in blue. M3, M4, M5 and M6 display mixed cell populations: those
lacking ODAs and IDAs, and normal cells with both DAs. Scale bars, 5 um. b) Histograms show the
percentages of ciliary-tuft cells expressing normal pattern of DNAHS5, DNAI2 or DNALI1, based on 100
counted cells, for each mother and the control individual. For each mother, we determined the mean

of percentages obtained for the three markers.

FIGURE 2 Deep phenotyping of air-liquid interface (ALl)-cultured airway epithelial cells (AECs) from
mothers M5 and M6 carrying, respectively, the heterozygous PIH1D3 nonsense mutation c.(511C>T),
p.(GIn171*) and the heterozygous PIHID3 missense mutation c.(397G>T), p.(Asp133Tyr). AECs
obtained by nasal brushing of a control individual, M5 and M6 were cultured at ALl for 28 days
before being processed. a) AECs were immunolabelled with an anti-acetylated (Ac.) a-tubulin
antibody targeting the ciliary axoneme (red) and anti-DNAH5 or anti-DNAI2 antibodies as markers of
outer DAs (ODAs), or anti-DNALI1 antibody, as marker of inner DAs (IDAs) (green). These
immunofluorescence findings reveal M5’s and M6’s cellular mosaicism, with a mixture of two
populations: multiciliated cells with both DAs as a result of the expression of the normal PIH1D3
allele (the inactivated X chromosome carrying the mutated P/IH1D3 allele), and a population of cells
lacking their DAs (the inactivated X chromosome carrying the normal PIH1D3 allele). Scale bar, 5 um.
Right panel, DNAH5-, DNAI2-, DNALI1- and tubulin-labelled areas were measured with Image)
software (three to seven areas, each containing ~40 cells, i.e. ~120-280 cells in total). Histograms
show the percentages of ciliated AECs with normal DA patterns (DA/tubulin ratios, meanzSEM). All
values are plotted against a control whose immunolabellings are presented in Figure S4. For each
mother, we determined the mean of percentages obtained for the three markers.

b) AEC-protein lysates from 2 controls, M5 and M6 were separated by sodium dodecyl-sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE) and analysed by immunoblotting with anti-DNAI2,
anti-PIH1D3 and anti-GAPDH antibodies. For M5, two PIH1D3 molecular species were identified: the
full-length normal PIH1D3 protein and a smaller PIH1D3 one compatible with truncation resulting

from the expression of the nonsense mutated PIH1D3 allele (p.GIn171*).Both mothers have much
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smaller amounts of DNAI. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) served as the
positive control. c) Electron micrographs of cross-sections of cilia axonemes of ALl-cultured AECs
from a control, M5 and M6 confirmed M5’s and M6’s mixed population of cells: 25% normal cilia and
75% cilia lacking both ODAs and IDAs for M5, and 9% normal cilia and 91% cilia lacking both ODAs
and IDAs for M6. Scale bars, 5 um. d) Histograms represent high-speed videomicroscopy analysis
(HSVA)-determined percentages of beating ciliated cells in M5’s and M6’s ALl-cultured AECs (37%
and 13%, respectively) and immotile ciliated cells (63% and 87%, respectively) (at least 10 distinct

areas were observed, each containing 10-20 cells). See supplementary data movies S1 and S2.

FIGURE 3 X-chromosome inactivation (XCl) pattern, at distinct loci, in mothers (M) heterozygous for a
PIH1ID3 molecular defect. DNA-methylation analysis with a) methylation-sensitive digestion or b)
bisulfite conversion in blood or airway epithelial cells (AECs) from M1 to M6 carrying a PIH1D3
molecular defect. Histograms represent the percentages of cells, as deduced from methylation
analyses, expressing either the normal allele (methylation of the mutated allele; in black), or the
mutated allele (methylation of the normal allele; in red). The white histogram (for M3) corresponds
to a situation in which the X-chromosome methylation status could not be phased with the PIH1D3
mutation due to a homologous recombination event. WT, wild-type. NR: not relevant (as PIH1D3 WT-
allele methylation ratio can only be assessed when hemizygous). ¢) Human X-chromosome
representation. The loci studied with the methylation-sensitive method are shown in blue, while
those assessed with the bisulfite conversion method are in green. In yellow: delimitation of the larger

deletion (3.73 Mb). Scale bar: 11.5 Mb.

FIGURE 4 X-chromosome inactivation (XCl) patterns in light of the clinical and cellular phenotypes of
mothers (M) carrying a PIH1D3 mutation. Left Y-axes represent the percentages of cells, as deduced
from methylation analyses, expressing either the normal allele (methylation of the mutated allele; in
black), or the mutated allele (methylation of the normal allele; in red). Right Y-axes represent the
percentages of airway epithelial cells (AECs) with an abnormal or normal cellular phenotype. For each
mother, methylation analyses (black/red/white bars) and/or cellular analyses (grey/orange bars)
correspond to the clinical phenotype. White histograms correspond to M3’s situation, i.e., the X-
chromosome-methylation status could not be phased with the PIHID3 mutation by the digestion
technique, due to a homologous recombination event. Symbol ¥ for M1 indicates discordant results
probably attributable to a homologous recombination event. WT: wild type; IF: immunofluorescence;

HSVA: high-speed videomicroscopy analysis.
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TABLE 1 Airway phenotype of the six mothers (M1-M6) harbouring a pathogenic heterozygous PIH1D3 mutation

Mother Respiratory- Upper respiratory tract Lower respiratory tract
(ID number) zr:gt?am LD  Symptoms Endoscopy Sinus CT Neonatal  Symptoms Bronchiectasis
ge) ;
scan distress
M1 - None NR NR No None No
(DCP1339)
M2 - No None NR NR No None No
(8822GM0145)
M3 Adult No Intermittent nasal Normal Normal No Bronchitis from 38 years old  No
(16GM00624) (38 yr) obstruction
M4 Childhood No  Sinusitis during childhood Normal Normal No Wet cough during No
(DCP1748) (10yr) childhood; none during
adulthood
M5 Childhood No Chronic rhinosinusitis; otitis ~ Normal Partial No Some bronchitis; one No
(DCP1848) (5yr) only during childhood sinus pneumopathy (at 39 yr)
opacities
M6 Childhood No  Serous ofitis; chronic Purulent Total sinus No Pneumopathies; chronic Yes; left inferior
(DCP1994) (6yr) rhinosinusitis with surgery secretions opacities bronchitis; exacerbations lobe
(at 6 & 20 yr); nasal with intermittent P.
polyposis aeruginosa

FEV1=2.47 L (92%)

LD: laterality defect; CT: computed tomography; NR: not relevant; FEV+1: forced expiratory volume in 1 second.

[ INo symptoms 1 Mild phenotvpe ] Moderate phenotvpe I severe phenotvoe



TABLE 2 The six mothers’ genotypes and cilia investigations

Mother Age (yr)at  Genotype Primary ciliary dyskinesia-related investigations
(ID number) the time of nNO§ HSVA (% motilefimmotie ~ TEM
study (nL/min) ciliated cells) (CBF) Abnormal cilia

(%)

M1 48 ¢.[3.27-Mb del];[7] ND ND ND

(DCP1339) p.[0;[F]

M2 36 c.[118-kb del];[=] ND ND ND

(8822GM0145) p-[0];[=]

M3 48 ¢.[3.73-Mb del];[=] Not evaluated  Motile: 83% (8.1 Hz) Not assessable

(16GM00624) p.[0];[=] Immotile: 17% (no ciliated cells)

M4 39 c.[1.93-Mb del];[=] 159 Motile: 77% (4.5 Hz) Absence of both

(DCP1748) p.[0];[=] Immotile: 23% dynein arms
(3%)

M5 40 c.[B1C>T][=] 248 Motile: 50% (15.5 Hz) Absence of both

(DCP1848) p.[(GIN171%)};[7] Immotile: 50% dynein arms
(80%)

M6 46 c.[397G>T;[=] Normal Motile¥ (9.5 Hz) Absence of both

(DCP1994) p.[(Asp133Tyr)[;[=] Immotile¥ dynein arms
(45%)

nNO: nasal nitric oxide; HSVA: high-speed videomicroscopy analysis; CBF: ciliary-beat frequency; TEM: transmission electron microscopy; NA: Not
Available; ND: not done; DA: dynein arms. [=] normal allele.
§nNO in PCD patients <77 nL/min [2].

* Examined visually but % of immotile ciliated cells not evaluated.
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Figure 3
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Family 1 Family 2 Family 3 Family 4

Mother M1 Mother M2 Mother M3 Mother M4
¢.[3.27-Mb del];[=] ¢.[118-Kb del];[=] ¢.[3.73-Mb del];[=] ¢.[1.93-Mb del];[=]
p.[0];[=] p.[0];[=] p.[0];[=] p.[0];[=]
DCP1337* 19GMO00662 DCP855* DCP603* DCP1747*
¢.[3.27-Mb del] c.[118-Kb del] ¢.[3.73-Mb del] ¢.[1.93-Mb del] c.[1.93-Mb del]
Family 5 Family 6
Mother M5 Mother M6
c.[511C>T]j[=] c.[397G>T];[=]
f@-[(Glm 71)][=] p-[(Asp133Tyn)]i[=]
i l EE DO No respiratory symptoms
B ODsinitive PCD diagnosis
DCP1218* DCP1849* DCP68* @ i ) )
¢.[511C>T] c[511C>T] c.[397G>T] Upper +/— lower airway infections
p.[(GIn171*)]  p.[(GIn171*)] p.[(Asp133Tyr)]

FIGURE S1 Genotypes and phenotypes in the six families in which mothers (M1-M6) are
heterozygous for a PIH1D3 mutation. Black squares indicate the eight male primary ciliary dyskinesia
(PCD) patients. Cross-hatched circles represent mothers with respiratory symptoms. White circles
and squares represent respiratory symptom-free females and males, respectively. [=] normal allele.
*PIH1D3 genotype previously published by [1]
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FIGURE S2 Impact of hemizygous PIH1D3 mutations on dynein arm (DA)-specific proteins in airway
epithelial cells (AECs) in two male primary ciliary dyskinesia (PCD) patients. a) Immunofluorescence
microscopy analysis of DA markers in AECs from a control and two male PCD patients, DCP855
(mother (M) 3’s son) and DCP1747 (M4’s son), each carrying a hemizygous PIH1D3 mutation. Cells
were double-labelled with an anti-acetylated (Ac.) a-tubulin antibody targeting the ciliary axoneme
(red) and anti-DNAH5 or anti-DNAI2 antibodies as markers of outer DAs (ODAs), or an anti-DNALI1
antibody, as marker of inner DAs (IDAs) (green). DAPI stained nuclei blue. All ciliated cells from two
male patients were lacking ODAs and IDAs. Scale bars, 5 um. b) The numbers of ciliary-tuft cells
expressing DNAH5, DNAI2 or DNALI1 were counted in 100 cells. Histogram bars show each
individual’s percentages of cells with a normal DA pattern.
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FIGURE S3 Ultrastructural defects in airway cilia of male primary ciliary dyskinesia (PCD) patients with
hemizygous PIH1D3 mutations. a) Transmission electron microscopy (TEM) showing the cross-section
arrangement of cilia from a healthy control. b) TEM of PIH1D3-mutant cilia from nasal AECs of the
five sons born to mothers M1, M4, M5 and M6. PIH1D3 mutations result in fewer or loss of both
outer DAs (ODAs) and inner DAs (IDAs). Modified from [1].
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FIGURE S4 ALl-cultured AECs from a control individual were immunolabelled with an anti-acetylated
(Ac.) a-tubulin antibody targeting the ciliary axoneme (red) and anti-DNAHS5 or anti-DNAI2 antibodies
as markers of outer DAs (ODAs), or anti-DNALI1 antibody, as marker of inner DAs (IDAs) (green).
Scale bar, 5 um.

Movie S1 Representative high-speed videomicroscopy analysis (HSVA) movie showing the mixed
populations of beating ciliated cells and immotile ciliated cells in air-liquid interface (ALl)-cultured
airway epithelial cells (AECs) from mother M5.

Movie S2 Representative high-speed videomicroscopy analysis (HSVA) movie showing the mixed
populations of beating ciliated cells and immotile ciliated cells in air-liquid interface (ALl)-cultured
airway epithelial cells (AECs) from mother M6, with a very weak proportion of motile ciliated cells.



TABLE S$1 Study design for each mother (M)

Characteristic M1 M2 M3 M4 M5 Mé
Symptoms No No Mild Mild Moderate Severe
Molecular diagnostics v v v v v v
Methylation studies

Methylation-sensitive digestion v v v v v 4

Bisulfite conversion v v v v NR NR
Diagnostic investigations

Nitric oxide NR NR ND v v v

Beating cilia (HSVA) NR NR v v v ND

Axonemal ultrastructure (TEM) NR NR ND v v v
Additional investigations

Exvivo IF NR NR v v v v

ALl culture (IF, WB, HSVA, TEM) NR NR ND ND v ND

NR: not relevant, ND: not done or insufficient tissue available, HSVA: high-speed videomicroscopy analysis; TEM:
transmission electron microscopy; IF: Immunofluorescence, ALl: air-liquid-interface; WB: Western blot



TABLE S2 Risk factors for respiratory symptoms

Mother  Tobacco Allergy Exposure to Exposure to air ~ Asthma
volatile toxins  conditioning

M3 Yes No No No No

M4 No Pollen No No No

M5 Passive exposure Desensitization to No No No
respiratory allergens
(at 21 years)

M6 Yes, until 34 years old No No No No

(15 pack-years)




TABLE S3 Clinical features of males carrying PIH1D3 mutations

Male PCD Patient’'s Genotype Age at SI Bronchiectasis  Respiratory Other FEVi(year& OM& Nasal HSVA TEM ultra-
patient mother  (hemizygous) diagnosis symptoms symptoms age at hearing NO structural defect
testing)
DCP1337 M1 c[3.27-Mbdel]  9yr No Bronchiectasis NRD; recurrent Transient mild FEV172% oM ND 2012, Static  IDA+ODA (97% total
p.[0] (middle lobe), upper & lower cerebellar predicted absence; 3%
lobectomy respiratory tract syndrome, (2015at 12 retained ODA)
infections delayed yr)
milestones
19GM00662 M2 ¢.[118-Kb del] 6yr Yes No Recurrent upper &  Delayed Unknown oM 37ppb 2019, Static  IDA+ODA (100%
p.[0] bronchiectasis lower respiratory milestones (normal total absence)
tract infections value:
211 ppb)
DCP855 M3 c[3.73-Mbdel]  6yr No Bronchiectasis NRD; recurrent Intellectual Unknown oM ND 2011, Static  IDA+ODA (4
p.[0] upper & lower disability biopsies: very few
respiratory tract cilia, no
infections quantification)
DCP603 M4 c.[1.93-Mb del]  Birth Yes  Bronchiectasis NRD; recurrent Obstruction & OM 7 nL/min 2001, IDA+ODA (100%
p.[0] (left & right lower  upper & lower hypoxemia (PCD Static; total absence)
lobes, & middle  respiratory tract nasal 2008, Static
lobe) infections NO <77
nL/min)
DCP1747 3yr No No NRD; recurrent FEV196% oM ND 2012, Static  IDA+ODA (93.5%
bronchiectasis upper & lower predicted severe total absence; 1.5%
respiratory tract (2014 at5yr)  bilateral retained IDA; 5%
infections hearing retained ODA)
loss
DCP1218 M5 c.[511C>T] Birth Yes  Mild NRD FEV148% oM ND 2011, Static  IDA+ODA (90% total
p.[(GIn171%)] bronchiectasis predicted absence; 3%
(middle lobe) (2016 at 13 retained IDA; 7%
yr) retained ODA)
DCP1849 Birth No No NRD; cough & NA oM ND ND ND
bronchiectasis rhinitis
DCP68 M6 C.[397G>T] 4 yr No Mild Recurrent upper & FEV189% oM ND 2000, Static
p.[(Asp133Tyr)] bronchiectasis lower respiratory predicted 2003, Static
tract infections (2016 at 17
yr)

PCD: primary ciliary dyskinesia; SI: situs inversus, NRD: neonatal respiratory distress, OM: otitis media, ND: not done; HSVA: high-speed video microscopy, IDA: inner dynein arms, ODA: outer dynein arms;
FEV+: forced expiration volume in 1 second. Fertility assessment was not relevant for these boys. Table modified from [1].



TABLE $4 Coding and non-coding elements within chromosome deletions including PIH1D3 for mothers (M)

M3 M1 M4 M2

(3.73-Mb del) (3.27-Mb del) (1.93-Mb del) (118-Kb del)
Boundaries of the 103,077,143- 103,580,266~ 104,582,944 106,357,788-
deletion (Grch37) 106,814,443 106,853,641 106,510,764 106,475,646
Deleted genes RAB9B

RNA5SP511

ELF2P1

LOC644261

DPPA3P1

TMSB15B

H2BFXP

H2BFWT

H2BFM

LOC100101478

LOC101060236

SLC25A53

ZCCHC18

LOC286437

FAM199X

ESX1

PHBP10 PHBP10

RPL18AP14 RPL18AP14

TEX13A TEX13A

IL1RAPL2 IL1RAPL2 IL1RAPL2*#

KCTD9P2 KCTD9P2 KCTD9P2

RNU6-207P RNUB-207P RNU6-207P

NRK NRK NRK

SERPINA7 SERPINA7 SERPINA7

LOC100131448 LOC100131448 LOC100131448

MUM1L1 MUM1LA1 MUM1L1

LOC107178920 LOC107178920 LOC107178920

NAP1L4P2 NAP1L4P2 NAP1L4P2

SERPINA7P1 SERPINAT7P1 SERPINA7P1

CXorf57 CXorf57 CXorf57

MIR548AN MIR548AN MIR548AN

RNF128 RNF128 RNF128

TBC1D8B TBC1D8B TBC1D8B

RIPPLY1 RIPPLY1 RIPPLY1

CLDN2 CLDN2 CLDN2

MORC4 MORC4 MORC4

EEF1A1P40 EEF1A1P40 EEF1A1P40

RBM41 RBM41 RBM41 RBM41¥

NUP62CL NUP62CL NUP62CL NUP62CL

LOC644563 LOC644563 LOC644563 LOC644563

PIH1D3 PIH1D3 PIH1D3 PIH1D3§

MYCLP1 MYCLP1

DNAJA1P3 DNAJA1P3

KRT18P49 KRT18P49

FRMPD3-AS1 FRMPD3-AS1

FRMPD3 FRMPD3

# Indicates that only the last 6 coding exons of ILTRAPL2 are deleted.
¥ Indicates that only the last 9 coding exons of RBM41 are deleted.

§ Indicates that only the 6 first exons of PIH1D3 are deleted (6 out of the 7 exons).
In red, genes analysed with the bisulfite-conversion.

Table modified from [1].



TABLE S5 Primer sequences

Name

Sequence

PCR product size (bp)

PCR amplification and Sanger sequencing

PIH1D3_Exon3_F TCCAGGTCTGTGAGTTAGCAAAA 480
PIH1D3_Exon3_R TCATGCATAATCAGCCTTGTAGC
PIH1D3_Exon4_F TCACTGAGCTGGAACTAGGGT 850
PIH1D3_Exon4_R ACCACACGTGACTTTCTTGGTC
PIH1D3_Exon5_F2 TGCATGGAAAAGATATCAAAGCGT 823
PIH1D3_Exon5_R2 AACTGAAAGGAAGGTGTTATGCTTT
PIH1D3_Exon6_F TATATGCCTGAAGACCTGCAAGC 561
PIH1D3_Exon6_R GGACGGAACTAGGATGGAAGAAA
PIH1D3_Exon7_F TTTGGAGCCAGAAACCTTAGTCA 454
PIH1D3_Exon7_R CCACTTTTCTTCAGACTTTAGGGG
PIH1D3_Exon8_F GCCTGTAAACATAGCCTGAGACT 1207
PIH1D3_Exon8_R AAAGCACAACTGAAGAAGCCAAA

Sanger sequencing
PIH1D3_Ex5_Seq_R3 ATAATCAATTACACATGCCTTCC
PIH1D3_Ex6_Seq_F2 TTTGTTTAGTCCTTTTATTTTACC
PIH1D3_Ex6_Seq_R2 TGTGTATTGTGTCATATGATTCC
PIH1D3_Ex8_Seq_F2 GTTTTCTAACACTCTAGTGGCA
PIH1D3_Ex8_Seq_R2 AACAGAGTAATAGAAATTACTG

PCR amplification of bisulfite converted DNA and Sanger sequencing
TBC1D8B_bisulf_F2 AAGTGTGGAAAATTTGAATTTGAG 443
TBC1D8B_bisulf_R2 AACATTCTCAAAACTTAAAAATAATAA
NUP62CL_bisulf F1 GGGGAGTATTTGGTTAATTG 391
NUP62CL_bisulf R1 AAAAAACAATTTAATTCATTCATAA
PIH1D3_bisulf F1 TTTGTTTATAGAGGAGAATAAAAAG 157
PIH1D3_bisulf R1 AAAAAATTTTACTACAATCCTCCA

Methylation-sensitive digestion
HUMARA F FAM-TGCGCGAAGTGATCCAGAAC 180-220
HUMARA R CTTGGGGAGAACCATCCTCA
PSCK1IN F HEX-ATGCGAAGACCATTCCCTCT 310-350
PSCKINR GTGCGTGTGATGTGAGGAGA
SLITRK4 F FAM-GCACACAAGCAGTCCTTCCT 370-420
SLITRK4 R GGCTTCTTGGTTGCTCTCT
ZDHHC15F FAM -TCTTTGGCTCGAAGATCGAC 510-560
ZDHHC15R TATGGCTCGCATCTTTCACA

PCR: polymerase chain reaction



MATERIALS AND METHODS

Molecular genetics

Genomic DNA extracted from blood was subjected to Sanger sequencing with the BigDye Terminator
v3.1 system (ThermoFisher) following polymerase chain reaction (PCR)-amplification with the Go-Tag
Green Master Mix (Promega) at an annealing temperature of 60°C and purification with ExoSAP-IT
(Applied Biosystems), following the manufacturers’ instructions. Fragments were analysed on a
3730XL device (ThermoFisher) after Sephadex G-50 Superfine purification (GE Healthcare).
Amplification and sequencing primers are listed in table S5. Sequences were analysed with SeqScape
software (ThermoFisher).

The four large multigenic deletions were characterised with the HumanOmniExpress 24 BeadChip
from Illumina and the data were analysed with the Genome Studio and copy-number-variation

partition 3.1.6 software (Illumina).

Nasal Nitric Oxide (nNO) measurement

For mothers M4, M5 and M6, transnasal NO was measured through an olive inserted into one nostril
drawing air from the other nostril. The mean NO value of five consecutive peaks during regular
breathing was recorded. The sampling flow of the device was checked before each measurement,
and the machines were calibrated for NO according to the manufacturer’s instructions. Depending on
the individual, three different methods could be used, two with the velum closed (VC): expiration
against a resistance (ER) or breath-hold (BH) methods; and one without the velum being open: tidal-
breathing (TB) method. For ER and BH methods, respectively, subjects were constantly exhaling
against an ER of 8-10 cm H,0 or breath-holding at total lung capacity (Valsalva manoeuvre), until a
NO plateau was reached. The recorded NO value was the mean of a 3-s plateau (maximum -
minimum NO values within 10% of the mean). During the TB measurement, subjects were breathing
regularly with mouth closed in most cases, which measured successive NO-concentration decreases
and increases on the tracing. The mean NO value of five consecutive peaks during regular breathing

was recorded.

Beating cilia analyses by high-speed videomicroscopy analysis (HSVA)

Samples of ciliated cells obtained by nasal brushing (mothers M3, M4 and M5) were suspended in B1
BSA medium (CCD Lab) and examined within 3 h after sampling. Ciliary beat frequency (CBF) of
motile cilia was calculated as previously described [2], and the percentage of immotile ciliated cells

were evaluated in 10 distinct areas containing intact ciliated epithelial edges. All observations were



made at room temperature with an inverted microscope (Axiovert 200, Carl Zeiss S.A.S.) with an oil

immersion x100 objective, and within 20 min.

Cilia-ultrastructure analyses by transmission electron microscopy (TEM)

Ciliated samples obtained by nasal biopsies (mothers M4, M5 and M6) or after air-liquid interface
(ALI) cell culture (mother M5; see below), were fixed in 2.5% glutaraldehyde to be processed for TEM
as previously described [3]. Sections were cut on a Reichert OmU2 ultramicrotome (Reichert-Jung
AG, Wien, Austria) using a diamond knife. Sections (70-nm thick) were collected on nickel grids and
stained with uranyl acetate (2% in 70% ethanol, 20 min) and Reynolds’ lead citrate (10 min), and
examined using a Zeiss TEM 902 (Leo, Rueil-Malmaison, France). Images were acquired using a Gatan
Orius SC1000 CCD camera (Gatan France, Grandchamp, France). Cilia-ultrastructure findings were

quantified as a percentage of abnormal cilia among the total number of cilia analysed.

ALl cell cultures

Airway epithelial cells (AECs) obtained either from surgical material from non-PCD-affected
individuals with nasal polyps requiring surgery, or from nasal brushings from mothers M5 and M6,
were cultured at ALl as previously described [4]. Briefly, AECs were seeded in 12-well collagen IV-
coated transwell inserts (Costar, corning) and cultured in PneumaCult-Exp Plus medium (#05040,
Stem Cell) until reaching confluence. The medium was then removed from the apical surface and
replaced in the basal chamber by the PneumaCult-ALlI medium (#5001, Stem Cell) to expose cells to

an ALl that promotes ciliogenesis during the following 21 days.

Immunofluorescence assays

AECs, obtained from either nasal brushing ex-vivo or ALl-cultured cells, were cytocentrifugated onto
glass slides, air-dried and directly used for immunolabelling. Cells were first fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min at room temperature, washed three times with phosphated-buffered
saline (PBS) supplemented with 0.49 mM MgCl, and 0.9 mM CaCl, (PBS++) incubated for 10 min with
PBS++ NH4Cl 50 mM, and permeabilised with 0.1% Triton X—100 for 10 min. Then, cells were
incubated for 2 h at room temperature with antibodies directed against DNAH5 (Sigma HPA037470,
1/300), DNAI2 (Abnova H00064446-B01, 1/150), DNALI1 (Sigma HPA028305, 1/300) or a-acetylated
tubulin (Sigma (6-11-B1) T6793, 1/600) before being revealed by secondary antibodies (AlexaFluor
LifeTechnologies) at room temperature for 1 h. All antibodies were incubated in PBS++ 1% BSA. Cells
were finally washed three times with PBS++, mounted in ProLong’ Gold Antifade Reagent with DAPI
(Cell Signaling #8961) to stain nuclei. Images were taken using an ECLIPSE 80i microscope (Nikon)

with a Retiga-2000R camera (Qlmaging), Images were analysed with Imagel software (National



Institute of Mental Health) to determine either the number of ciliated cells (IF ex-vivo) or ciliated areas (IF in-

vitro).

Western blot (WB)

AECs obtained from ALI cultures were suspended in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl,
1% Triton X-100, and Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics)). Lysates were
sonicated and cleared by 10 min of centrifugation at 1000 g, 4°C.

Cell lysates were loaded onto 10% sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel (SDS—PAGE),
transferred for 2 h on a PVDF membrane and subjected to Western blotting with PIH1D3 antibody
(Sigma HPA051099, 1/200), DNAI2 antibody (Abnova H00064446-B01, 1/100) or GAPDH antibody
(Cell Signaling 3683S, 1/2500), all incubated overnight at 4°C in PBS-0.1% Tween 20-5% skim milk.
The secondary antibodies (rabbit-horseradish peroxidase (HRP), Sigma A0545 or mouse-HRP, Sigma
A9044) was incubated for 1 h at room temperature at a final dilution of 1:5000 in PBS—0.1% Tween
20-5% skim milk. Proteins were detected using Amersham ECL Select Western Blotting Detection

Reagent (GE Healthcare) according to the manufacturer’s recommendations.

X-chromosome-inactivation studies

Methylation-sensitive digestion. Genomic DNA was digested with Rsal to improve all PCR reactions.
Samples were subjected to PCR amplification at 4 loci (HUMARA, PCSKIN, ZDHHC15, SLITRK4). The
same PCR amplifications were run after digestion with either Mspl, a methylation non-sensitive
enzyme, or Hpall, a methylation-sensitive enzyme; both enzymes target the same restriction site
(CCGG). While Mspl digestion completely prevents the amplifications (internal negative control),
Hpall, which only digests non-methylated DNA, allows amplifications of methylated alleles.
Fragments were analysed on a 3500 XL device (Applied Biosystems) followed by GeneMapper
software analysis (ThermoFisher). The X-inactivation ratios were calculated as previously described
[5]. Primers are listed in Table S5.

Bisulfite conversion. All non-methylated cytosines were converted into uracils in genomic DNA from
the four mothers using the Premium Bisulfite Kit (Diagenode), according to the manufacturer’s
recommendations. Converted DNA was then amplified with the KAPA HiFi HotStart Uracil + ReadyMix
Kit (KapaBiosystems) at an annealing temperature of 55°C and purified with ExoSAP-IT (Applied
Biosystems) following the manufacturer’s instructions. Sanger sequencing was done as previously
described (under “Molecular genetics” methods in the main text). Specific primers for bisulfite-
converted-DNA were designed using the MethPrimer webtool

(http://www.urogene.org/methprimer). Primers are listed in Table S5. PCR amplification and

sequencing of converted DNA enables detection of methylated cytosine as cytosine and non-


http://www.urogene.org/methprimer

methylated cytosine as thymine. Sequences were analysed with Chromas software to determine
peak height values. Methylation ratios (i.e., X-chromosome inactivation (XCl) ratios) are the means

those peak height values at each CG position within the amplicons.

1. Olcese C, Patel MP, Shoemark A, Kiviluoto S, Legendre M, Williams HJ, et al. X-linked primary
ciliary dyskinesia due to mutations in the cytoplasmic axonemal dynein assembly factor PIH1D3.
Nat Commun. 2017 Feb 8;8:14279.

2. Papon JF, Bassinet L, Cariou-Patron G, Zerah-Lancner F, Vojtek AM, Blanchon S, et al. Quantitative
analysis of ciliary beating in primary ciliary dyskinesia: a pilot study. Orphanet J Rare Dis. 2012 Oct
11;7:78.

3. Verra F, Fleury-Feith J, Boucherat M, Pinchon MC, Bignon J, Escudier E. Do Nasal Ciliary Changes
Reflect Bronchial Changes?: An Ultrastructural Study. Am Rev Respir Dis. 1993 Apr 1;147(4):908—
13.

4. Coste A, Brugel L, Maitre B, Boussat S, Papon JF, Wingerstmann L, et al. Inflammatory cells as well
as epithelial cells in nasal polyps express vascular endothelial growth factor. European Respiratory
Journal. 2000 Feb 1;15(2):367-72.

5. Lau AW, Brown CJ, Pefaherrera M, Langlois S, Kalousek DK, Robinson WP. Skewed X-chromosome
inactivation is common in fetuses or newborns associated with confined placental mosaicism. Am
J Hum Genet. 1997 Dec;61(6):1353-61.



VI- Discussion

Dans cette partie, je discuterai tout d’abord des points forts des résultats obtenus au cours de cette
these pour TTC12 et PIH1D3, puis j’évoquerai la place de ces deux protéines dans I'assemblage des BDs
a I'état physiologique chez 'Homme. Enfin, je discuterai I'implication en pathologie de ces deux

protéines au sein du réseau des autres protéines impliquées dans les DCP avec absence des deux BDs.

Les résultats obtenus dans ce travail de thése ont apporté de nouvelles données sur la
physiopathologie des DCP avec absence de deux BDs dues a des défauts moléculaires de deux génes,
TTC12 et PIH1D3, qui codent des protéines d’assemblage cytoplasmique des BDs.

Dans notre étude sur TTC12, la différence de phénotype ultrastructural observé chez les patients entre
les cils mobiles des voies aériennes et les flagelles des spermatozoides révéle pour la premiére fois
I’existence de mécanismes d’assemblage des bras de dynéine différents entre cils mobiles et flagelles
chez I’'Homme. Jusqu’a présent, les différences connues entre cils respiratoires et flagelles portaient
sur la composition protéique de I'axonéme de ces deux organelles. Ainsi, certains genes de structure
axonémale spécifiquement exprimés dans le flagelle des spermatozoides et non dans les cils
respiratoires, comme DNAH17, sont impliqués dans les infertilités masculines isolées sans atteinte
respiratoire (Whitfield et al., 2019). Dans le cas de TTC12, I'expression de la protéine ne differe pas
entre les cils et les flagelles ; cependant c’est sa fonction, et plus précisément la nature des sous-types
de bras de dynéine que TTC12 prend en charge, qui varie entre les deux organelles. De fagon
intéressante on constate également que le sous-type dimérique de BDI (1) n’est assemblé par TTC12
ni dans le cil respiratoire ni dans le spermatozoide, ce qui suggére que ce bras est pris en charge par
une autre chaperonne non encore identifiée. Ceci indique que les chaperonnes sont différentes selon
les sous-types de BDI. Jusqu’a nos travaux sur TTC12, la caractérisation précise des différents sous-
types de BDI affectés par le défaut d’un géne d’assemblage n’avait jamais été étudiée, notamment en
raison de I'indisponibilité d’anticorps permettant de différencier chacun d’eux.

Dans notre travail, nous avons d'une part montré que la déplétion de TTC12
dans Paramecium tetraurelia reproduisait le phénotype du flagelle des spermatozoides (absence des
BDE et BDI), et d’autre part confirmé I'absence isolée de BDI des cils respiratoires dans un modéle de
culture primaire de cellules nasales humaines en interface air-liquide invalidées pour TTC12 par la
technique de CRISPR-Cas9. Ces résultats mettent en évidence I'intérét de chaque modele d’étude des
DCP visant a préciser la physiopathologie de la maladie. Les protistes unicellulaires, qui semblent se
rapprocher davantage des flagelles des spermatozoides, seraient de bons modeéles pour approfondir
les mécanismes d’assemblage du flagelle, mais seraient moins adaptés pour analyser ces mémes

mécanismes dans les cils respiratoires. De ce fait, le développement du modéle de CENH invalidées par
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CRISPR-Cas9 ouvre des perspectives trés intéressantes pour |'étude de la physiopathologie des

maladies touchant I’épithélium respiratoire.

Le second géne codant une protéine d’assemblage cytoplasmique des bras de dynéines auquel nous
nous sommes intéressés pendant mon travail de thése est PIH1D3. Localisé sur le chromosome X, ce
géne est responsable de DCP chez des patients masculins, tandis que leurs méres, porteuses de la
méme mutation a I'état hétérozygote, peuvent présenter des symptomes respiratoires de sévérité tres
variable en étroite relation avec leur profil d’'inactivation de I’X. De facon intéressante, une corrélation
phénotype clinique/inactivation de I'X a été récemment mise en évidence pour le géne RPGR (Fahim
et al., 2020), responsable de rétinite pigmentaire parfois associée a une DCP. Cependant, cette étude
s’est concentrée uniquement sur les atteintes oculaires sans considérer |’existence ou non de signes
respiratoires. |l est important de noter que dans cette étude, comme dans de nombreux travaux
concernant d’autres maladies liées a I'X, le profil d’inactivation est déterminé par I'approche de
digestion sensible a la méthylation au locus HUMARA, parfois situé tres loin du gene d’intérét (e.g.
>80cM pour TAFAZZIN dans le syndrome de Barth (Orstavik et al., 1998), ou DKC1 dans la dyskératose
congénitale (Ferraris et al., 1997)) rendant le risque de survenue de recombinaison homologue élevé.
La phase entre le locus HUMARA et le géne muté n’est habituellement pas démontrée a I'échelle
moléculaire, et le lien entre méthylation et phénotype clinique, bien que basé sur un grand nombre de
patients, reste alors supposé. Ainsi, le résultat repose surtout sur la probabilité qu’a un patient d’étre
asymptomatique ou peu atteint en fonction de son ratio d’inactivation. Dans notre étude, nous avons
dans un premier temps utilisé cette technique classique de digestion au locus HUMARA gue nous avons
associée a I'étude des régions polymorphes chez le fils atteint afin de tenter de mettre en phase le
taux de méthylation avec le défaut de PIH1D3 (géne distant de 40 cM du locus HUMARA). Nous
sommes ensuite parvenus a mettre au point une seconde approche basée sur la conversion au bisulfite
des cytosines méthylées en uraciles au niveau d’ilots CpG localisés dans la région promotrice du gene
PIH1D3 et dans quelques genes flanquants, nous permettant de nous affranchir du risque de
recombinaison homologue due a la distance génétique élevée entre PIH1D3 et HUMARA. Bien que
réalisable seulement en cas de délétion, cette approche innovante d’étude de la méthylation dans le
cadre de maladie liée a I’X est particulierement fiable du fait de I’analyse directe des sites de
méthylation de I’alléle normal non délété.

Dans notre travail, 5 femmes sur 6 présentent un biais d’inactivation (>80:20%) tandis que la derniére
présente un biais extreme (ratio>95:5%). Dans beaucoup de maladies liées a I'’X, un fort pourcentage
de femmes porteuses hétérozygotes sont asymptomatiques et présentent un ratio d’inactivation de
I’X extrémement deséquilibré (ratio>95:5%). C’'est le cas par exemple du syndrome ATR-X (Alpha-

thalassemia/mental retardation syndrome) (Gibbons et al., 1992), du syndrome WAS (Wiskott—Aldrich
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syndrome) (Fearon et al.,, 1988), de la dyskératose congénitale (Ferraris et al., 1997), de
I"agammaglobulinémie liée a I'X (Italian XLA Collaborative Group et al., 2000), ou encore du X-SCID (X-
linked severe combined immunodeficiency) (Li et al., 1998). Les mécanismes de sélection a I'origine de
ces biais de méthylation sont mal connus. Ils pourraient étre dus a une sélection préférentielle des
cellules exprimant I'allele normal en raison d’un effet de la mutation sur la multiplication cellulaire
et/ou sur le taux de survie des cellules dans lesquelles I’X muté est actif (Lacout et al., 2003; Muers et
al., 2007; @rstavik, 2009). Cependant, il arrive que le X préférentiellement actif soit le X muté comme
chez les femmes porteuses a I'état hétérozygote de mutation dans le géne ABCDI1 responsable
d’adenoleucodystrophie (Maier et al., 2002; Migeon et al., 1981).

Dans la population générale, en dehors de toute pathologie liée a I’X connue, environ 10% des femmes
présentent un bais d’inactivation (>80:20%), mais seulement 1-5% présentent un biais extréme
(ratio>95:5%) (Vogelstein et al., 1987). En revanche, cette proportion de femme avec des ratios
extrémement biaisés atteint 20% chez les femmes de plus de 60 ans (@rstavik, 2009). Pour certaines
maladies liées a I’X, comme le déficit en G6PD (Glucose-6-Phosphate Deshydrogenase), |'inactivation
de I'’X reste aléatoire et les femmes porteuses hétérozygotes ne présentent, par conséquent, pas plus
de biais extréme que la population générale. La mesure de |'activité enzymatique de la G6PD chez ses
femmes montre un taux trés variable allant de normal a clairement abaissé (Errigo et al., 2023)
représentant la diversité des phénotypes cliniques. Par ailleurs de nombreux cas de déficit en G6PD
débutent a un age avancé chez ces femmes probablement en raison de I'augmentation du biais
d’inactivation dans la population dgée (Au et al., 2006, 2004). Ayant toutes environ 40 ans, les femmes
porteuses hétérozygotes étudiées dans notre travail sur PIH1D3 ne sont pas concernées par cette
augmentation du biais avec I'age.

Les études de I'expressivité des maladies récessives liées a I'’X chez les femmes hétérozygotes en
fonction des ratios de méthylation des chromosomes X sont majoritairement réalisées sur des cellules
issues du sang périphérique. La méthylation de I’X pouvant varier selon les tissus, il est important, si
cela est possible, d’analyser aussi le tissu cible de la maladie. Dans ce travail, I'accés au CENH des
patients pour étudier les proportions des cellules normales/anormales, nous a permis de confirmer les
résultats de méthylation obtenus sur le sang.

Enfin, nous avons pu établir un lien entre la proportion de cellules ciliées normales dans I'épithélium
respiratoire et le phénotype clinique observée chez les femmes. Cette corrélation nous permet de
déduire qu’environ 30% de cellules battantes suffisent a éviter un phénotype respiratoire sévere. Cette
information nouvelle est trés prometteuse puisqu’elle donne une indication précieuse sur le nombre
de cellules qu’il faudrait corriger par thérapie génique pour atténuer les manifestations respiratoires

de la DCP.
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Dans le paragraphe qui suit, je discuterai d’abord de la localisation subcellulaire ou prendrait place
I"'assemblage des BDs puis j'aborderai le complexe R2TP-like qui en serait un acteur principal, tout en
précisant la place respective tenue par TTC12 et PIH1D3.

Les facteurs d’assemblage des BDs ont plusieurs fois été visualisés dans des « foci » situés dans le
cytoplasme des cellules ciliées. Récemment, des études plus poussées chez le xénope ont mis en
évidence un regroupement de DNAAFs et de BDs dans des régions du cytoplasme, appelées DynAPs,
qui pourraient constituer le lieu d’assemblage des BDs (Huizar et al., 2018). Par ailleurs, les BDI et les
BDE ont été observés dans des compartiments distincts au sein méme de ces DynAPs. Ces résultats
sont en faveur de I'existence de mécanismes différents et de chaperonnes spécifiques selon le type de
bras de dynéine. La protéine PIH1D3 fait partie des facteurs d’assemblage qui ont été observés dans
ces DynAPs (tout comme DNAAF2, DNAAF3, DNAAF4, DNAAF5, DNAAF11/LRRC6, DNAAF7/ZMYND10,
DNAAF13/SPAG1, et CFAP298). Une colocalisation de PIH1D3 avec DNAAF2 a d’ailleurs été mise en
évidence dans ces structures (Lee et al., 2020). En revanche, la présence de TTC12 dans ces structures
n’a pas été recherchée a ce jour.

Il faut noter que jusqu’a présent, les DynAps et la colocalisation des facteurs d’assemblage avec les
BDs ont uniquement été étudiés par surexpression de protéines de fusion (DNAAF+tag fluorescent)
chez le xénope. Des études complémentaires respectant mieux I'état physiologique sont nécessaires
pour confirmer et préciser ces résultats chez 'Homme.

D’apres leur similarité de séquence avec les protéines du complexe R2TP bien caractérisé chez la levure
(cf 1.3.1.2. HSP90 et les complexes R2TP-like), les protéines TTC12 et PIH1D3, qui possedent des
domaines TRP (tetratricopeptide repeat) et PIH1 (Protein Interactig with Hsp90) respectivement,
feraient partie de complexes cytoplasmiques « R2TP-like » chargés de I'assemblage des bras de
dynéines. Ce processus d’assemblage des BDs par ce complexe « R2TP-like » reste trés mal connu dans
les cils respiratoires et les flagelles des spermatozoides chez 'Homme. En effet, nos connaissances
reposent principalement sur (i) la découverte de génes de DCP et/ou d’infertilité conduisant a une
absence des BDs ; et sur (ii) des recherches dans des modeles unicellulaires tels que Chlamydomonas.
Dans ce contexte, et jusqu’aux résultats de notre travail sur TTC12, aucune différence de mécanismes
d’assemblage et/ou de transport des BDs n’avait été décrite entre cils et flagelles chez 'Homme.

Une fois les BDs assemblés dans le cytoplasme, ils doivent étre transportés vers le cil puis le long de
I’axonéme. Plusieurs analyses protéomiques de ciliome réalisées a partir de cils mobiles respiratoires
isolés démontrent que les facteurs d’assemblage (DNAAFs) ne sont pas présents dans I'axonéme
ciliaire, a I'inverse des protéines de I'lFT qui, elles, sont bien détectés dans les cils respiratoires
(Blackburn et al., 2017). Enfin, les molécules impliquées dans le transfert des BDs depuis le complexe

d’assemblage cytoplasmique vers I'lFT ciliaire ne sont pas connues.
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Dans cette derniere partie de discussion, je détaillerai le réle en pathologie de TTC12 et PIH1D3 par
comparaison avec les autres protéines impliquées dans les DCP avec absence des deux BDs.

Les protéines TTC12 et PIH1D3 font parties des 13 genes responsables de DCP non syndromique avec
absence de deux BDs dans le cil et/ou dans le flagelle (Tableau 7). Les analyses de ciliomes démontrent
gue parmi ces 13 génes, un seul code une protéine localisée dans I'axoneme, CCDC103, tandis que les
douze autres codent des protéines cytoplasmiques (Blackburn et al., 2017). Ces données sont
cohérentes avec le réle supposé de CCDC103, non pas en tant que chaperonne, mais comme protéine

d’ancrage des BDE et des BDI (cf1.3.3.1.3. CCDC103 et 1.3.3.2.2. CCDC39/40 et CCDC103).

Génes d’assemblage/transport

Infertilité
Absence de deux BDs Fonction Ciliome masculine
CccDbc103 Ancrage des BDs Présent Oui
CFAP298 (C210rf59) ? Absent NE
CFAP300 (C11orf70) ? Absent Oui
DNAAF1 (LRRC50) ? Absent Oui
DNAAF2 (KTU) R2TP-like complexe (assemblage) Absent Oui
DNAAF3 (C190rf51) ? Absent Oui
DNAAF4 (DYX1C1) R2TP-like complexe (assemblage) Absent Oui
DNAAFS5 (HEATR2) ? Absent Oui
DNAAF6 (PIH1D3) R2TP-like complexe (assemblage) Absent Oui
DNAAF11 (LRRC6) Lié a HSP90 (assemblage) Absent Oui
DNAAF13 (SPAG1) R2TP-like complexe (assemblage) Absent Oui
DNAAF7 (ZMYND10) Lié a HSP90 (assemblage) Absent Oui
Absence de BDI
TTC12* R2TP-like complexe (assemblage) Absent Oui

NE : non étudié
*Absence des 2 BDs dans les flagelles des spermatozoides (a I’exception du bras interne dimérique 11/f)

Tableau 7. Caractéristiques des 13 protéines impliquées dans les DCP non syndromiques avec
absence des deux BDs.

De facon intéressante, a I'exception de CFAP298, 12 de ces 13 génes sont également responsables
d’une infertilité masculine parmi lesquels 7 codent des protéines en lien avec HSP90 ou le complexe
R2TP. Ceci suggeére I'existence du méme type de complexe d’assemblage des BDs dans les cils mobiles
et le flagelle des spermatozoides (Newman et al., 2023). Aucun facteur d’assemblage n’a été décrit
jusqu’a présent comme spécifique de I'assemblage des deux BDs des cils respiratoires. |l est important
de noter que, de la méme facon, il nexiste a ce jour aucun facteur d’assemblage des deux BDs
uniquement présent dans les flagelles des spermatozoides. A ce jour, 32 génes sont impliqués dans
I'infertilité masculine isolée sans atteinte respiratoire, et aucun d’entre eux ne conduit a I'absence des
deux BDs dans le flagelle. La grande majorité (27 génes sur 32) code des protéines axonémales et non
pas cytoplasmiques, et la localisation des 5 derniéres protéines reste indéterminée. Ainsi, jusqu’a
présent, un défaut menant a I’'absence des deux BDs dans les flagelles des spermatozoides est toujours

associé a un défaut des cils respiratoires conduisant a une DCP.
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En dehors des protéines dont nous venons de discuter, le complexe R2TP chez Chlamydomonas
comporte de nombreuses autres protéines dont les orthologues humains n’ont jamais été impliqués
dans les DCP a ce jour (e.g. PIH1D1, PIH1D2). Ceci pourrait étre expliqué par la rareté des défauts
moléculaires dans les génes codant ces protéines de petite taille (environ 300 acides aminés), ou par
leur fonction qui pourrait étre différente chez 'Homme, ou encore par un effet compensatoire d’autres

protéines possédant la méme fonction chez ’'Homme (redondance fonctionnelle).

Chez les patients DCP qui présentent une absence des deux BDs, le défaut de la structure axonémale
est identifié via les résultats de la ME et/ou des immunomarquages des cils avec quelques marqueurs
de BDE et de BDI (Tableau 8). En raison de la disponibilité d’un anticorps spécifique de DNALI1, cette
protéine a toujours été utilisée comme marqueur préférentiel des BDI. Cependant, DNALI1 serait
absent des sous-types g et 11/f chez 'Homme (cf 1.2.2. Bras de dynéine internes), ce qui pourrait
expliquer que dans les CENH de patients mutés dans CCDC103, DNALI1 n’est pas altéré en IF alors
gu’en ME les deux BDs paraissent absents (puisque le sous-type dimérique 11/f contribue de fagon
majeure a la densité électronique des BDI) (Tableau 8). Chez ces patients, les sous-types g et 11/f
pourraient étre les uniques sous-types affectés. De la méme fagon, pour tous les geénes impliqués dans
les DCP ou le marquage de DNALI1 a été le seul marqueur des BDI utilisé chez les patients, comme
c’est le cas pour PIH1D3 (UK10K Rare Group et al., 2017), il n’est pas possible de conclure quant a la
présence ou l'absence de la sous-unité dimérique 11/f ni de la sous-unité monomérique g, qui ne
possedent pas DNALI1. Dans le cas des mutations du gene CFAP300 (Fassad et al., 2018a; Hoben et al.,
2018), dernier facteur d’assemblage identifié apres TTC12, les marquages de DNALI1 (a, b, c, e et d) et
DNAHS6 (g) en IF permettent de conclure que tous les BDI monomériques sont touchés, mais ne donne
pas d’information concernant le sous-type dimérique 11/f (Tableau 8). Chez les patients porteurs de
mutations de TTC12, nous avons pu analyser de nombreux marqueurs en IF qui ont montré que les 6

BDI monomériques sont absents et que le sous-type dimérique |11/f et les BDE sont présents.
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Phénotype ciliaire des patients DCP

Géne Défaut 5 .

Détect IF
(année) en ME e

BDE Marqueurs - Marqueurs BPI Marqueurs

mono. dim.
s BDE+BDI Absent DNAHS Absent (DNALI1)
(2008)
DNAAF1 BDE+BDI Absent DNAHS, DNAI2 Absent (DNALI1)
(2009)
(DZI:I)?SF.? BDE+BDI Absent DNAHS Absent (DNALIZ)
£ BDE+BDI Absent DNAI2 Absent (DNALIZ)
(2012)
CNAARS BDE+BDI Absent DNAI1 Absent (DNALI1, DNAH7)
(2012)
DNAAES BDE+BDI Absent DNAHS, DNAH9 Absent (DNALI1)
(2013)
ZRynG BDE+BDI Absent DNAHS Absent (DNALI1)
(2013)
f;:g‘; BDE+BDI Absent DNAHS Absent (DNALIZ)
CEArZER BDE+BDI  Absent  DNAHS Absent  (DNALI1)
(2013)
PIH1ID3 DNAHS, DNAH9,
(2017) BDE+BDI Absent DNAI1, DNAI2 Absent (DNALIZ)
CCDC103 DNAHS, DNAH9 :
BDE+BDI Absent 3 o Présent DNALI1

(2016) DNAI2 ( )

Absent DNAHS, DNAHS9,
C2F0AP8300 BDE+BDI DNAI1, DNAI2 Absent (DNALI1, DNAH6)
(2018) Présent DNAH11
T7C12 - DNAHS, DNAH9, (DNALI1, DNAH1, -
(2020) BDI Présent DNAH11, DNAI1) Absent DNAH6, DNAH12) Présent  (DNAH2, DNAH10)

Tableau 8. Phénotype ciliaire observé en ME et en IF chez les patients DCP avec absence de deux BDs.
BDE: bras de dynéine externe, BDI: bras de dynéine interne, DC: complexe d’ancrage des BDE. Dans le cas de
TTC12 : absence de deux BDs dans les flagelles et des BDI monomériques dans les cils respiratoires

Enfin, en cas de DCP avec atteinte des deux BDs, les cils respiratoires sont presque toujours immobiles
et le phénotype clinique correspond a un phénotype classique de DCP (atteinte respiratoire récurrente
des voies aériennes supérieures et inférieures, pouvant étre associée a un situs inversus et une

infertilité masculine) (Blanchon et al., 2020). Cependant, il est important de noter que le défaut de

TTC12 est quant a lui responsable de DCP avec une atteinte respiratoire modérée, et que I'absence
isolée des BDI dans les cils respiratoires est difficile a affirmer en ME en raison du faible contraste des
BDI. De plus, chez les 4 patients de notre étude portant sur TTC12, I'absence de défaut de latéralité et
la fréquence normale de battement ciliaire rend le diagnostic de DCP particulierement difficile. Le
diagnostic de DCP est d’autant plus difficile a porter lorsque le NO nasal est normal (2 sur 4 patients
de notre étude), et que l'infertilité masculine ne peut étre diagnostiquée (comme c’est le cas dans
notre étude lorsqu’il s’agit de sujet de sexe féminin ou de jeunes garcons). Pour ces raisons, nous
pouvons imaginer que les DCP liées a TTC12 pourraient étre sous-estimées chez les femmes, les jeunes
enfants ou les hommes n’ayant pas testé leur fertilité.

De maniéere similaire, chez les femmes porteuses de mutations PIH1D3 a I'état hétérozygote, pour

lesquelles l'allele muté est majoritairement exprimé et dont les manifestations respiratoires se
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rapprochent de celles d’'une DCP (tout en restant plus modérées comme c’est le cas pour une des
meres étudiées dans le cadre de cette thése), l'identification de la cause moléculaire est
particulierement difficile s’il n’existe aucun individu masculin atteint de DCP dans la famille. Pourtant,
la connaissance de I'étiologie moléculaire de leurs symptomes respiratoires permettrait a ces patientes
de bénéficier non seulement d’une meilleure prise en charge thérapeutique mais aussi d’un conseil
génétique adapté en cas de grossesse. De maniere plus générale, les résultats obtenus dans ce travail
de thése laissent penser que, face a des infections respiratoires récidivantes hautes et/ou basses, il est
important de rechercher dans le bilan étiologique, des anomalies ciliaires parfois discretes en rapport

avec I'existence de mutations des génes TTC12 ou PIH1D3.
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VII- Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus dans le cadre de cette thése ont permis de progresser dans la compréhension
des mécanismes d’assemblage des bras de dynéine des cils mobiles en précisant le réle de TTC12 et
PIH1D3, deux protéines cytoplasmiques dont les anomalies moléculaires sont responsables de DCP
avec absence des bras de dynéines. lls ont aussi permis d’apporter de nouvelles connaissances sur la
physiopathologie des DCP, en particulier en identifiant certaines formes frustes de DCP pour lesquelles

I'atteinte respiratoire est au second plan ou modérée.

Sur un plan fondamental, nos travaux sur TTC12 ont permis de montrer pour la premiere fois
I'existence de mécanismes d’assemblage différents dans les cils respiratoires et les flagelles des
spermatozoides. lls démontrent également pour la premiere fois qu’'une absence isolée des BDI
monomériques peut entrainer une atteinte respiratoire, méme si celle-ci est modérée. Ces travaux ont
aussi permis le développement de I'invalidation de génes d’intérét par CRISPR-Cas9 dans des CENH
différenciées en culture ALI, ce qui ouvre de nouvelles perspectives pour I’étude de la physiopathologie
des maladies touchant I'épithélium respiratoire. Dans le cadre des DCP, il est désormais possible grace
a ce nouveau modele d’envisager de caractériser pour chaque géne impliqué dans I'assemblage des
BDs, la fonction précise de ces différentes cochaperones ainsi que les sous-types de BDI affectés par le
défaut de chacune d’entre elles.

En ce qui concerne les anomalies de PIH1D3, responsables de la seule DCP non syndromique récessive
liée a I’X, nous sommes parvenus a corréler, au cas par cas, le profil d’inactivation de I'X avec
I’expressivité variable des symptomes respiratoires chez les méres porteuses de mutations PIH1D3 a
I’état hétérozygote. Pour cela nous avons utilisé deux techniques courantes d’étude de la méthylation
de 'ADN que nous avons adaptées de fagon originale pour obtenir (i) la phase entre I'allele muté de
PIH1D3 avec le pourcentage de méthylation obtenu par digestion enzymatique au site HUMARA, (ii) le
taux de méthylation de I'alléle normal par conversion au bisulfite au niveau de délétions emportant le
géne PIH1D3. 'utilisation innovante de ces techniques pour déterminer précisément la méthylation
d’un alléle muté (et non pas un ratio global de méthylation) pourrait étre élargie a d’autres maladies
liées a I'’X (sous réserve, pour la technique de conversion au bisulfite, que le défaut moléculaire soit
une grande délétion emportant le géne d’intérét et des sites de méthylation). Il serait ainsi possible de
préciser, a I'échelle individuelle, la relation directe entre I'inactivation de I’X porteur d’un alléle muté
et la survenue d’une maladie liée a I’X. La future utilisation du séquencage de type long read
comportant une analyse de la méthylation chez les sujets féminins porteurs de mutations de PIH1D3
(ou d’autres génes du chromosome X) pourrait permettre de prédire la sévérité du phénotype dans un

contexte anténatal.
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Sur un plan plus clinique, dans la continuité de nos travaux sur TTC12, il semble nécessaire de mieux
caractériser le phénotype flagellaire chez les patients masculins adultes atteints de DCP avec absence
des deux BDs. En effet, comme pour TTC12, ceci pourrait permettre de révéler d’éventuelles
différences dans I'assemblage des cils et flagelles. Méme si une infertilité masculine a été décrite en
cas d’anomalie de 12/13 génes de DCP avec défaut d’assemblage des BDs, I'impact sur I'ultrastructure
de I’axoneme ou sur la composition en BDs a trés rarement été évalué sur ces flagelles.

Nos résultats sur PIH1D3 suggérent quant a eux que toutes les femmes avec des manifestations
respiratoires méme minimes, et qui sont apparentées a un patient masculin atteint de DCP liée a
PIH1D3, devraient bénéficier d’une étude moléculaire éventuellement associée a I'étude du profil
d’inactivation de I’X. De facon plus générale, il devrait étre envisagé pour toutes les femmes présentant
des symptomes respiratoires chroniques, la possibilité d’une atteinte liée a une mutation de PIH1D3
qui, une fois diagnostiquée, permettrait un meilleur suivi des patientes et un conseil génétique adapté
en cas de grossesse.

Enfin, les patients porteurs de mutations de TTC12, tout comme les femmes porteuses d’'une mutation
hétérozygote de PIH1D3, présentent des atteintes respiratoires modérées difficiles a rapporter a une
DCP tout particulierement en raison de I'absence d’autres symptomes évocateurs de DCP tels que
I’abaissement du NO nasal ou le défaut de latéralisation des organes. Plusieurs genes de DCP sont déja
connus pour conduire a des manifestations respiratoires plutot modérées : GAS2L2, LRRC56, DNAH9,
RSPH1 et CFAP74. Les mutations du géne DNAH9 ménent, par exemple, a une atteinte respiratoire
souvent limitée aux voies supérieures et a un NO nasal subnormal. Elles conduisent cependant a un
défaut de latéralisation des organes chez tous les patients identifiés, ce qui peut laisser penser que le
diagnostic de DCP n’aurait pas été porté en I'absence de situs inversus. Ainsi, ces formes de DCP aux
manifestations respiratoires modérées seraient trés vraisemblablement sous diagnostiquées. Il est
d’ailleurs intéressant de noter que la majeure partie des génes de DCP responsables de ces atteintes
respiratoires modérées a été identifiée au cours des 5 derniéres années (LRRC56, DNAH9, GAS2L2,
CFAP74, TTC12 ainsi que PIH1D3 a I'état hétérozygote chez les femmes). Les futurs génes impliqués en
DCP pourraient ainsi faire partie de ce groupe de DCP a manifestations respiratoires discretes. Ces
données posent en outre la question de la réalisation d’études génétiques chez les sujets présentant

une atteinte respiratoire limitée mais chronique depuis la naissance ou la petite enfance.
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Résumeé frangais

Les bras de dynéine (BDs), moteurs du mouvement ciliaire et flagellaire, sont ancrés a intervalles
réguliers le long de I'axonéme des cils mobiles et des flagelles. Les dyskinésies ciliaires primitives (DCP)
sont des maladies respiratoires rares, de transmission essentiellement autosomique récessive, liées a
un défaut des cils mobiles, souvent associées a une infertilité masculine. Environ 25% des patients DCP
présentent une absence des BDs externes et internes. Ces patients portent des mutations dans un des
13 genes impliqués qui codent, pour la plupart, des constituants des complexes cytoplasmiques
d’assemblage des BDs.

L'objectif de cette these était de préciser le role de deux co-chaperonnes appartenant au(x)
complexe(s) d’assemblage cytoplasmique des BDs, codées par des génes nouvellement (TTC12) ou
récemment (PIH1D3) impliqués dans les DCP.

Nos travaux sur TTC12 ont révélé pour la premiére fois I'existence de mécanismes
d’assemblage des BDs différents entre les cils mobiles et les flagelles chez 'Homme, expliquant le
phénotype particulier de ces patients : infertilité masculine prédominante et atteinte respiratoire
modérée. Nos données démontrent également I'existence de mécanismes d’assemblage distincts
entre les différents sous-types de BDs internes. Ces travaux nous ont conduits a développer un modeéle
de cellules épithéliales nasales humaines (CENH) différenciées in vitro en interface air-liquide avec
invalidation de gene par CRISPR-Cas9. Cet outil ouvre de nouvelles perspectives pour I'étude de la
physiopathologie de maladies respiratoires.

Notre étude sur PIH1D3, responsable de la seule DCP non syndromique récessive liée a I’X, a
montré que les femmes porteuses hétérozygotes d’un défaut de PIH1D3 présentaient des symptémes
respiratoires variables (absents a séveres) en relation avec le taux d’inactivation du chromosome X qui
porte l'allele muté. Ce taux d’inactivation a été déterminé par I'évaluation de la méthylation des
dimeéres CG selon deux approches : digestion enzymatique au locus HUMARA et conversion au bisulfite
au locus PIH1D3. Ces résultats incitent donc a rechercher une mutation hétérozygote de PIH1D3, en
vue d’un conseil génétique, chez (i) des femmes apparentées aux patients masculins avec DCP liée a
PIH1D3, et (ii) des femmes avec infections respiratoires chroniques sans étiologie identifiée. Dans les
deux cas, le diagnostic de DCP est difficile a porter chez ces femmes : absence de I'infertilité masculine,
du situs inversus, signes respiratoires modérés, NO nasal normal. Ce travail indique que dans la
perspective d’'une thérapie génique ou ARN, une compensation d’environ 30% du niveau de

I’expression de PIH1D3 pourrait améliorer significativement le phénotype respiratoire des patients.

Mots clés : dyskinésie ciliaire primitive, axonéme, cil, bras de dynéine, assemblage, inactivation de I'X
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