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Abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNc : ADN complémentaire

ADPKD: autosomal dominant polycystic
kidney disease

ARL13B: ADP-ribosylation factor-like protein
13B

ARN : Acide RiboNucléique

ARNm : Acide RiboNucléiqgue messager
ARPKD: autosomal recessive polycystic
kidney disease

ATD: Asphyxiating thoracic dystrophy

BBS: Bardet-Biedl syndrome

CCT : chaperone-containing T- complex
polypeptidel

CDK10: Cyclin-Dependent Kinase 10

Co-IP: Co-immunoprécipitation

CRMR : centre de référence maladies rares
DHH: Desert-Hedgehog

DIC : differential interference contrast
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
dNTP: désoxy nucléotides tri-phosphate
DPI : Diagnostic Pré Implantatoire

DPN : Diagnostic Pré Natal

ECL: enhanced chemiluminescent

ERC: endocytic recycling compartment
ERG : électrorétinogramme

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GLI: Glioma-associated oncogene homolog
GPCR: G protein-coupled receptor

GTPase : Guanosine Triphosphate
phosphatase

IF: immunofluorescence

IFT: Intraflagellar Transport

IHH: Indian-Hedgehog

iPSC: induced Pluripotent Stem Cell
KD: Knock-Down

KI: Knock-In

KO: Knock-Out

MC: Mother Centriole

MO: Morpholinos

MR: Maladies Rares

MZSDS: Mainzer-Saldino Syndrome
NGS : Next Generation Sequencing
NPHP1: Nephronophthisis 1

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OS: Outer Segment

pb : paire de base

PBS: Phosphate-Buffered Saline
PCD: Primary Ciliary Dyskinesia
PCM: Pericentriolar Material

PCR: Polymérase Chain Reaction
PFA : Paraformaldéhyde

PH : Pleckstrine Homology

PI (PtdIns) : Phosphatidylinositol
PI3K: Phosphoinositides 3-kinases
PS : Pénicilline et Streptomycine
PVDF : PolyVinyliDene Fluoride
RhoA: Ras homolog family member A
rhSHH: recombinant Human Sonic
HedgeHog

RIPA: Radio-Immunoprecipitation Assay
RP : Rétinopathie Pigmentaire

RT : Reverse Transcription

RT: Room Temperature

SAG: Smo Agoniste

SHH: Sonic-Hedgehog

SMO : Smoothened



Abréviations

SUFU : Suppresseur de fused

TBS-T: Tris Buffered Saline-Tween
TGS: Tris-Glycine-SDS

TPR : Tetratricopeptide Repeat

TZ : Transition Zone

VPS34: Vacuolar Protein Sorting 34
VPS15: Vacuolar Protein Sorting 15
VSI : Variant de Signification Incertaine
WB: Western Blot

WT: Wild Type
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1. Introduction

I Les maladies génétiques rares
A Définition :

Les maladies rares ont émergé comme un sujet de santé publique durant les années 1990 en
France et dans tous les pays occidentaux. Le progrés de I'espérance de vie a été trés net pour
les enfants entre le début du XIXe siécle et la fin du XXe. La mort d’un enfant était fréquente
et admise dans le cours de la vie jusqu’au début du XIXe siecle (pres de 35% d’une génération
mouraient avant 5 ans en 1900) et elle est devenue une exception — voire un scandale — a la
fin du XXe siecle avec moins de 5 décés pour mille enfants avant cing ans. Et de ce fait, les
pathologies létales de I'enfance, diverses, chroniques, et rares, sont devenues une priorité de
santé. Les maladies rares ont une définition épidémiologique qui est inscrite dans la loi,
notamment dans celle de la santé publique de 2004 (LOI n° 2004-806 du 9 ao(t 2004 relative
a la politiqgue de santé publique (1) - Légifrance (legifrance.gouv.fr)) : Ainsi la prévalence, est

un indicateur épidémiologique qui vient définir une maladie. Le terme "maladie rare" est
utilisé pour décrire les affections qui touchent une proportion de la population tres
minoritaire. Le terme "maladie orpheline" est utilisé pour décrire une maladie rare pour
laquelle il n’existe pas de traitement spécifique, c’est-a-dire qu’il n’y a pas encore de traitement
permettant de guérir cette maladie. Selon I'Organisation pour les maladies rares - Inde (ORDI),
trois éléments permettent de déterminer si une maladie donnée est rare pour un pays : (1) le
nombre total de personnes atteintes de la maladie, (2) la prévalence de la maladie et (3) la
non-disponibilité d'un traitement pour cette maladie. Selon I'Organisation mondiale de la
santé (OMS), une maladie rare est une maladie dont la fréquence est inférieure a 6,5-10 pour
10 000 personnes. Aux Etats-Unis, toute maladie ou affection touchant moins de 200 000
personnes est considérée comme rare (http://www.fda.gov, mai 2017). Au Japon, la fréquence

définie est de 50 000 et en Chine une maladie est considérée comme rare si elle touche moins
de 1/500 000 personnes ou si la morbidité néonatale est inférieure a 1/10 000. En Europe, les
maladies rares sont décrites comme affectant moins d'une personne sur 2000
(https://fondation-maladiesrares.org/les-maladies-rares/). Ainsi, la maniére la plus

appropriée pour un pays de définir une maladie particuliere comme rare est de tenir compte
de sa population, de son systéme de soins de santé et de ses ressources (Sharma et al., 2022).
Les statistiques suggerent que collectivement, 8% a 10% de la population est touché par les
maladies rares (California Healthcare Institute : http://califesciences.org/) (Pogue et al., 2018).

Bien que les termes soient souvent utilisés de maniére interchangeable, les maladies
orphelines ont été longtemps peu considérées avant les années 2000. Le portail Orphanet sur
les maladies rares et les médicaments orphelins (http://www.orpha.net) répertorie 6172
maladies dans sa base de données (Ao(t 2023). Dans ce contexte, les maladies rares
représentent un impact significatif sur la santé et a ce titre des ressources importantes ont été
mises a disposition des professionnels de la santé pour soutenir leur diagnostic, leur gestion
et leur traitement (Pogue et al., 2018).

Selon une étude réalisée par I'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
(INSERM) en collaboration avec Orphanet, la prévalence globale des maladies rares en France
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est estimée a environ 3,5 % de la population, soit environ 2,4 millions de personnes sachant
gue le nombres d’habitants en France en 2023 est de 68 millions. Cela inclut les maladies
génétiques rares ainsi que d'autres maladies rares non génétiques. (Inserm. Les maladies rares
en France : état des lieux, enjeux et perspectives. 2017). La prévalence spécifique des maladies
génétiques rares peut étre inférieure a cette estimation globale. Les données
épidémiologiques sur les maladies génétiques rares sont constamment mises a jour au fur et
a mesure que de nouvelles recherches et études sont menées.

Environ 80% des maladies rares sont d’origine génétique, les autres sont causées par des
infections (bactériennes ou virales), des allergies ou des facteurs environnementaux
(https ://fondation-maladiesrares.org/les-maladies-rares/). Les maladies génétiques rares
sont des affections héritées qui sont causées par des altérations ou des mutations dans les
génes. Le plus souvent, elles sont séveres, chroniques, d’évolution progressive et affectent
considérablement la qualité de vie des personnes malades. Elles entrainent un déficit moteur,
sensoriel ou intellectuel dans 50% des cas et une perte totale d’autonomie dans 9% des cas.
Les maladies rares affectent un nombre restreint de personne et se caractérisent par une vaste
palette de symptomes, qui varient d’'une maladie a I'autre, mais aussi d’un patient a I'autre
pour une méme maladie.

Maladies rares

Génétique (~80%) Non génétique

Léthale Sévere Non sévere

Etapes de I'évaluation des maladies rares

Diagnostic — mp Pronostic =~ ==  Traitement

1 1

Clinique Spécifique

Figure 1 : Stratification des maladies rares et étapes de |'évaluation. A. Les maladies rares peuvent
étre divisées en maladies héritées génétiquement et en maladies non héritées génétiquement, qui
peuvent présenter différents degrés de gravité. B. Les étapes du diagnostic des maladies rares sont
essentielles, car une fois le diagnostic posé, le professionnel de santé peut évaluer le pronostic du
patient et les options thérapeutiques, qui peuvent étre spécifiques a la maladie traitée ou non
spécifiques, en se concentrant sur |'atténuation des symptomes de la maladie (Adapté de (Pogue et al.,
2018)).
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B. Classement des maladies génétiques rares

Les maladies génétiques rares peuvent étre classées de différentes manieres en fonction de
différents critéres. Voici quelques approches courantes sachant qu’il est important de noter
gue ces classifications peuvent se chevaucher et qu'il peut y avoir des nuances dans chaque
catégorie de classification :

Par mode de transmission génétique : Les maladies génétiques rares peuvent étre transmises

de différentes maniéres en fonction du type de mutation génétique et du mode d'hérédité
spécifique. Voici quelques exemples de modes de transmission courants des maladies
génétiques rares :

- Transmission autosomique récessive : dans ce cas, la maladie est causée par une
mutation présente sur les deux copies d'un géne autosomique non sexuel. Les parents
porteurs sains, c'est-a-dire ayant une copie mutée et une copie normale du géne, n'ont
généralement pas de symptomes. Cependant, ils ont une probabilité de 25% d'avoir un
enfant atteint si les deux parents sont porteurs de la mutation. Un exemple de maladie
génétique rare récessive est le syndrome de Bardet-Bied| (Elawad et al., 2022; Tsang et
al., 2018).

- Transmission autosomique dominante : dans ce cas, la maladie est causée par une
mutation présente sur une seule copie d'un géne autosomique non sexuel. Les
personnes atteintes ont un parent atteint qui transmet la mutation avec une probabilité
de 50%. Par exemple la maladie de Huntington (McColgan and Tabrizi, 2018), et le
syndrome de Kartagener (primary ciliary dyskinesia) (Zurcher and Kawashima, 2021).

- Transmission liée a I'X récessive : Dans ce cas, la maladie est causée par une mutation
présente sur un gene du chromosome X. Comme les hommes ont un seul chromosome
X, ils sont plus susceptibles d'étre atteints de maladies liées a I'X que les femmes. Les
femmes peuvent étre porteuses de la mutation sans présenter de symptomes, mais
elles ont une probabilité de 50% de transmettre la mutation a leurs fils. Un exemple de
maladie génétique rare liée a I'X est le syndrome de Nephronophthisis 1 (NPHP1) (Konig
etal., 2017)

Par type de variation génétique : les maladies génétiques rares peuvent également étre

classées en fonction du type de variant génétique. Cela peut inclure des variants faux-sens
(changement d'un seul nucléotide dans la séquence de I'ADNg qui entraine le changement
d’un acide aminé dans la séquence protéique) qui sont la plupart du temps considérés comme
étant des variants de signification incertaine (VSI). Parmi les autres types de variations, on
retrouve des non-sens (changement d'un seul nucléotide dans la séquence de 'ADNg qui
entraine I'apparition d’'un codon stop prématuré )en général il s'agit de variants délétéres, des
délétions (perte de matériel génétique, en phase ou pas, causant un décalage du cadre de
lecture « frameshift » et I'apparition d’un codon stop prématuré, des duplications (réplication
de segments génétiques), des translocations (échange de segments génétiques entre
différents chromosomes) etc.
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Par défaut génétique sous-jacent : Cette approche de classification regroupe les maladies

génétiques rares en fonction de la mutation spécifique dans un gene particulier. Par exemple,
les maladies telles que la mucoviscidose, la dystrophie musculaire de Duchenne et la
neurofibromatose sont classées selon les genes spécifiguement mutés (CFTR, DMD, NF1
respectivement).

Par organe ou systeme affecté : certaines maladies génétiques rares affectent spécifiqguement

un organe ou un systeme particulier du corps. Par exemple, les maladies génétiques rares
peuvent se concentrer sur le systeme nerveux, le systeme musculaire, le systeme
cardiovasculaire, le systeme oculaire, etc.

- Maladies neurologiques héréditaires : ce groupe comprend des maladies telles que
I'ataxie cérébelleuse, la maladie de Huntington, [I'amyotrophie spinale,
I'adrénoleucodystrophie, la neurofibromatose, la maladie de Charcot-Marie-Tooth et
de nombreuses autres maladies neurodégénératives (Morena et al., 2019; Pedroso et
al., 2019).

- Maladies génétiques du systéme musculosquelettique : ce groupe comprend des
maladies comme la dystrophie musculaire de Duchenne, la myopathie de Becker,
I'ostéogenese imparfaite (ou maladie des os de verre), I'achondroplasie, I'ostéopétrose
et d'autres troubles du développement osseux et musculaire (Baalann and Krishnan,
2022; May et al., 2020) .

- Maladies génétiques du systeme cardiovasculaire : cela comprend des conditions telles
gue la cardiomyopathie hypertrophique, la dysplasie arythmogene du ventricule droit,
les troubles du rythme cardiaque héréditaires, les malformations cardiaques
congénitales et d'autres maladies cardiovasculaires d'origine génétique (Sun et al.,
2015; Teekakirikul et al., 2019).

- Maladies génétiques du systeme oculaire (maladies sensorielles) : cela inclut les
maladies qui affectent la structure ou la fonction des tissus oculaires telles que la
rétinopathie pigmentaire, la cataracte congénitale, le syndrome de Lyell, le syndrome
de Bardet-Biedl, la dystrophie de cornée et d’autres (Liu et al., 2022; Louison et al.,
2019).

En France, il existe 23 filieres de santé maladies rares (FSMR) dont les objectifs dans un groupe
de pathologies sont I'amélioration de la prise en charge des malades, la coordination de la
recherche fondamentale, translationnelle, clinique et organisationnelle, le développement de
I'enseignement, de la formation et de I'information tout en garantissant une coordination avec
les structures européennes (https://www.filieresmaladiesrares.fr/). Ces groupes de

pathologies sont représentés dans la (
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Figure 2). Le laboratoire de Génétique Médicale s’intéresse en particulier aux maladies
sensorielles qui sont prises en charge par la filiere SENSGENE, c’est donc sur certaines de ces

pathologies que j’ai travaillé pendant ma these.
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Figure 2: Regroupement des maladies génétiques rares en fonctions des organes et systémes
affectés. Le laboratoire de Génétique Médiale s’intéresse aux maladies sensorielles prise en charges
par la filiere SENSGENE (https://www.filieresmaladiesrares.fr/#corpshumain).

1. Prise en charge des maladies génétiques rares :

Les maladies génétiques rares posent des défis en termes de diagnostic précis et de prise en

charge médicale. Les patients atteints de ces maladies peuvent rencontrer des difficultés pour

obtenir un diagnostic approprié en raison de la méconnaissance de la maladie ou du manque
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de tests spécifiques. De plus, les traitements spécifiques sont souvent limités ou inexistants,
ce qui rend la prise en charge de ces maladies particulierement complexe (Azie and Vincent,
2012). A ce jour, 5000 a 8 000 maladies rares ont été reconnues, ces derniers sont une priorité
de santé dans les pays développés prises collectivement elles constituent une part importante
des maladies chroniques et invalidantes (affectent 8 a 10% des populations).

Afin d’améliorer et d’organiser la prise en charge de ces derniéres, la France a mis en place
depuis 2004, 3 plans nationaux de santé (PNMR) qui ont structurés I'accés aux soins avec la
création de centres de référence maladies rares (CRMR) et permis aux laboratoires de
diagnostic génétique de s’équiper en séquenceur a haut débit.

lIs ont tous des impacts mesurables sur la santé des patients concernés. lls disposent d’une
production scientifique tres substantielle et de recrutements de patients tres importants.

Par rapport aux maladies courantes et complexes qui touchent des centaines de millions de
personnes, comme le diabéte ou le cancer entre autres, les maladies rares peuvent ne pas
susciter le méme intérét de la part du grand public, des communautés médicales et de
recherche et des entreprises pharmaceutiques. En outre, le fait que le développement de
médicaments en général soit compliqué, long et colteux, avec des taux de réussite
extrémement faibles, complique encore la situation (He et al., 2022). Dans ce contexte, les
médicaments orphelins sont définis comme des composés utilisés pour traiter des maladies
rares (Huyard, 2009). A savoir qu’il existe actuellement des registres nationaux des maladies
rares en Amérique du Nord et en Europe, tandis que certains pays comme la France disposent
de registres spécifiques pour certains pathologies ou groupes de pathologies.

Pour résumer, les principales préoccupations des personnes souffrant de maladies génétiques
rares sont le diagnostic, le traitement, la réadaptation, les ressources limitées et les
infrastructures de santé. En outre, comme le nombre de personnes souffrant de ces troubles
est faible, il devient difficile d'étudier la distribution épidémiologique et I'évolution naturelle
de la maladie. Il était donc nécessaire d'établir des registres pour ces maladies rares. Cela a
permis de créer des bases de données spécifiques sur les patients souffrant de la méme
pathologie (atteinte oculaires, squelettique, cardiaque, etc) ce qui est avantageux tant pour les
patients que pour les chercheurs et les professionnels de santé. Pour les patients, il s’agit
d’outils indispensables qui leur permettent d’identifier et de rencontrer des familles souffrant
de problémes similaires, de bénéficier de services de réadaptation et d'accéder a des essais
cliniques visant a mettre au point de nouveaux traitements pour ces maladies rares. Du point
de vue des chercheurs, il est bénéfique car ils auront accés a un ensemble de données qui
pourront étre utilisées comme point de départ de la recherche sur ces maladies rares.

Afin de hiérarchiser cette masse de données, de nombreuses bases de données sous la forme
de sites web sont accessibles afin d’avoir acces a I'information autour des différentes maladies
rares incluant les informations cliniques, génétiques et médicales ainsi que la littérature
scientifique. Une sélection est proposée ci-dessous (Tableau 1). Les outils et des plateformes
mentionnés facilitent le diagnostic et la sélection de traitements spécifiques disponibles ou
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méme d'essais cliniques en cours pour des maladies spécifiques (Mateus et al., 2017;

Rubinstein et al., 2010; Taruscio et al., 2015).

Ressource Lien

Objectif de la ressource

Eurordis https://www.eurordis.org

Fourni des informations sur des maladies
génétiques rares spécifiques

/NBK1116/

GeneReviews® | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books

Outil permettant de s'informer sur une
maladie génétique donnée et sur les tests
génétiques et la prise en charge clinique

NORD https://rarediseases.org/

Créée dans le but de soutenir les patients et
les familles atteints de maladies orphelines et
rares, afin de promouvoir la recherche et le
développement de traitements pour les
maladies rares.

OMIM https://www.omim.org/

Catalogue public en ligne décrivant les
syndromes génétiques et les génes. Il fournit
I'historique des recherches, des informations
phénotypiques, ainsi que des données
concernant le mode de transmission de
I'hétérogénéité génétique.

Orphanet
bin/index.php

http://www.orpha.net/consor/cgi-

Fournit des descriptions de maladies rares
ainsi qu'un outil d'aide au diagnostic et des
informations sur les composés
pharmacologiques disponibles pour ces
maladies

PatientsLikeMe | https://www.patientslikeme.com/

Offre un forum aux patients souffrant de
différents troubles afin qu'ils puissent partager
leurs expériences et trouver de I'aide pour
eux-mémes.

Phenome https://phenomecentral.org/ L'objectif de cette ressource est de mettre en
Central relation les chercheurs travaillant sur des cas
similaires susceptibles d'avoir la méme
étiologie génétique en combinant les
informations génotypiques et phénotypiques.
GenIDA https://genida.unistra.fr/ Une plateforme participative pour la

recherche sur les troubles
neurodéveloppementaux

Tableau 1 : Liste des outils en ligne et assistés par ordinateur disponibles pour aider au diagnostic et a
la gestion des maladies génétiques rares adapté de (Pogue et al., 2018).

C. Les affections génétiques ophtalmologiques

Parmi les maladies génétiques rares, les affections rares en génétique ophtalmologique font

référence a un groupe de maladies oculaires héréditaires qui sont peu fréquentes dans la

population générale. Ces affections sont souvent causées par des variations pathogénes

génétiques spécifiques qui affectent la structure ou la fonction des tissus oculaires, tels que la

rétine, l'iris, la cornée, etc (Figure 3A). Ces maladies peuvent entrainer une altération de la

vision qui peut étre progressive et commencer a plusieurs ages (enfance ou adulte par

exemple), une sensibilité a la lumiére accrue, des anomalies de la pigmentation oculaire, et
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d'autres symptomes spécifiques a chaque affection. Le besoin d'identification et de
surveillance des maladies oculaires rares ne cesse de croitre car la déficience visuelle et la
cécité sont des problemes de santé publique majeurs.

» Les dystrophies héréditaires de la rétine (DHR)

Parmi I'ensemble des affections génétiques ophtalmologiques, je m’intéresse aux dystrophies
héréditaires de la rétine (DHR). La rétine est un tissu sensoriel multicouche qui tapisse le fond
de I'ceil. Comme le résume la Figure 3A, la rétine se compose de 10 couches contenant 3 types
cellulaires majeurs : les photorécepteurs, les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires
dont le regroupement des axones forme le nerf optique. Sa fonction principale est de
transformer les signaux lumineux en signaux électriques qui seront acheminés jusqu’au
cerveau via le nerf optique, ce processus est connu sous le nom de la phototransduction. Les
éléments sensibles a la lumiere de la rétine sont les cellules photoréceptrices. La rétine
contient deux types de photorécepteurs, les batonnets (96%) et les cones (4%). Les batonnets
sont les photorécepteurs majoritaires de la rétine, (environ 120 millions dans I'ceil humain)
sont responsables de la vision nocturne. Tandis que les cones (6 a 7 millions dans I'ceil humain)
sont responsables de I'acuité visuelle et de la vision des couleurs. Chez I'homme, les cones
sont regroupés au niveau d’'une zone centrale appelée macula. Les dystrophies héréditaires
de la rétine, qui comptent parmi les maladies génétiques les plus courantes chez I'homme,
définissent un groupe cliniquement hétérogéne de troubles qui entrainent une perte de la
vision due a un développement incorrect, a un dysfonctionnement ou a la mort prématurée
des photorécepteurs de la rétine (Duncan et al., 2018). Les dystrophies héréditaires de la
rétine (DHR) se distinguent par plusieurs facteurs, notamment le type et la localisation des
cellules affectées et le moment de |'apparition de la maladie. Elles peuvent exister sous une
forme isolée ou non-syndromique et ne toucher que I'ceil. La forme la plus courante est la
rétinite pigmentaire (RP) (également connue sous le nom de dystrophie cone-batonnet)
(Verbakel et al., 2018). La RP est causée par une dégénérescence progressive des
photorécepteurs. La disparition de cette couche de cellules est visualisable par I'examen du
fond de I'ceil car la couche de I'epithélium pigmentaire devient visible. Cette dégénérescence
progressive cause une déficience visuelle sévére qui peut aboutir a une cécité a long terme
(Figure 3B). Parmi les autres formes isolées, on peut citer la dystrophie céne/céne-batonnet
(CD/CRD) (Thiadens et al., 2012), I'amaurose congénitale de Leber (ACL) (Kumaran et al.,
2017), la dystrophie maculaire (MD) et I'achromatopsie (monochromatisme des batonnets)
(Tsang and Sharma, 2018), et d’autres. Les dystrophies héréditaires de la rétine sont
également I'un des groupes de troubles les plus hétérogenes sur le plan génétique chez
I'homme, avec plus de 260 génes identifiés a ce jour (RetNet : https://sph.uth.edu/retnet/).

Alors que dans la plupart de ces dystrophies, la maladie se limite a I'ceil (forme non
syndromique dite isolée), plus de 80 formes de DHR syndromiques ont été décrites. Environ
200 genes sont associés a ces syndromes (Tatour and Ben-Yosef, 2020). Dans les formes
syndromiques, la RP est souvent associée a d’autres manifestations extra-oculaires comme des
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malformations squelettiques, des troubles du développement, des anomalies rénales et
d’autres. La majorité des dystrophies rétinienne syndromiques (DRS) sont rares et ont un mode
de transmission récessif. La plupart de ces DRS peuvent étre classées dans I'un des deux grands
groupes de maladies : les erreurs innées du métabolisme (IEM) et les ciliopathies. Les IEM sont
des maladies génétiques entrainant une défaillance du métabolisme des glucides, du
métabolisme des protéines, de I'oxydation des acides gras ou du stockage du glycogéne
(Ferreira and van Karnebeek, 2019). Le terme « ciliopathie » regroupe des pathologies
humaines causées par une anomalie du cil consécutive a des variations pathogénes dans des
génes codant pour des protéines impliquées dans la formation et la fonction des cils.

-

A. Cornée 7 N
v 4 \
/ f :

e

Rétine

Nerf optique . ,
’i:) q Cellule pigmentée
Lumiere
Humeur
vitreuse

FONDS D’CEIL

NORMAUX PATHOLOGIQUES

Figure 3 : A. La rétine traite I'information visuelle par I'intermédiaire d’un réseau de cinq couches de
neurones : cellules ganglionnaires, cellules amacrines, cellules horizontales, cellules bipolaires et
photorécepteurs (cones et batonnets) (Adapté de http://physiqueclaudeb.free.fr). B. La différence
entre un fond d’ceil normal et un fond d’ceil dans le cas d’une rétinopathie pigmentaire (observation
d’un dépot de pigments noir au niveau de la rétine).

(Adapté de https://www.oph78.fr/ophtalmologie/anatomie-oeil)

l. Les cils

La quasi-totalité des cellules eucaryotes présentent a leur surface une extension de la
membrane plasmiqgue communément appelée le cil (Singla and Reiter, 2006). Le cil a été
observé pour la premiere fois chez les protozoaires en 1674 par le hollandais Antoni Van
Leewenhoek avec les débuts de la microscopie (Lane, 2015) : Le cil observé permettait a ces
protozoaires de se déplacer dans l'eau. L'étude du cil a évolué avec I'amélioration des
techniques de la microscopie et notamment la microscopie électronique qui a permis aux
scientifiques de découvrir la structure du cil motile et de pouvoir ainsi observer les défauts de
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structure en cas d’anomalie. C’était le cas pour la premiere fois en 1976 ou quatre patients
produisant des spermatozoides immobiles ont été étudiés. Chez trois d'entre eux, il n'y avait
pas de transport mucociliaire, ils souffraient de bronchites et de sinusites fréquentes. La
microscopie électronique a montré que les cils des cellules de ces patients étaient dépourvus
de bras de dynéine. Il s’agit du premier cas de dyskinésie ciliaire rapporté (Afzelius, 1976).

Les découvertes ont été poursuivies au cours du 20°™ siécle et c'est dans le contexte des
études intenses sur les centrosomes, les centrioles, les corps basaux et les relations possibles
entre eux que le cil primaire a été découvert.

Contrairement aux cils motiles dont la dynamique de battement est évidente, les cils primaires
ou non motiles des métazoaires, en particulier des mammiferes, ont longtemps été considérés
comme vestigiaux jusqu'a la découverte de la relation entre la biogeneése des cils primaires et
une pathologie humaine la polykystose rénale (PKD). Des défauts dans le gene tg737, un
homologue de I'IFT88 de Chlamydomonas reinhardtii, compromettent I'assemblage des cils
primaires dans les cellules qui tapissent les tubules des voies urinaires ce qui entraine une
mauvaise localisation des protéines liées a la PKD (Pazour et al., 2000; Yoder et al., 2002)

Peu aprés, il a été démontré que les défauts des cils primaires affectent la voie de signalisation
Sonic hedgehog (Shh) et celle du calcium (Huangfu et al., 2003) (Pazour and Witman, 2003)
permettant ainsi de considérer le cil primaire comme étant une antenne sensorielle et un
organite de signalisation a part entiére. La combinaison des progrés techniques de la
microscopie optique (en partie grace a l'informatique et a la technologie des caméras), de la
biologie moléculaire et de la génétique ont donné lieu a l'augmentation spectaculaire des
connaissances sur les cils primaires, qui a débuté dans les années 2000. Le développement
d'organismes modeles appropriés comme Chlamydomonas, Caenorhabditis (Caenorhabditis
elegans), la souris, le poisson zébre et d’autres, a offert de grandes possibilités expérimentales
gui ont contribuées a une meilleure compréhension de la biologie du cil et de sa fonction
(Bloodgood, 2009a). A titre d’exemple le premier organisme modéle qui a joué un réle clé dans
I'étude des cils primaires était « Amphioxus » (Branchiostoma floridae), des espéeces de
céphalocordé marin au corps fusiforme aujourd'hui appelés lancettes.

De ce fait, I'histoire montre comment I'évolution de la technologie notamment des techniques
d’imageries ainsi que les avantages particuliers de certains organismes modeéle ont pu éclaircir
la connaissance des scientifiques sur le domaine du cil concernant les différents types, sa
structure et sa fonction. Toutes ces découvertes ont montré que cette protubérance de la
membrane plasmique joue un réle important et non négligeable dans fonctionnement des
cellules ce qui a attiré I'intérét de plusieurs scientifiques qui cherchent a élucider les causes
moléculaires des maladies causées par des atteintes des cils.

Il existe deux types de cils qui se distinguent par leurs structures, localisations, et fonctions
(Baker and Beales, 2009) : le cil motile « 9+2 » et les cil non motile « 9+0 » également appelé
cil primaire (Figure 4).
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A. |Flagelle motile Cil motile  Cil motile Cil motile Cil motile Cil primaire  Cil primaire (il primaire
Trypanosome Paramécie Chlamydomonas Spermatozoide Respiratoire  Canalrénal  Fibroblaste Q|factif

Motile respiratory cilia
‘ ’ W? Cil primaire
i : 9+0 »
i ) ‘ «
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Figure 4 : Apercu des différents types de cils et de flagelles observé par microscopie électronique. A.
Exemples d'organismes et de types de cellules présentant différents types de cils mobiles ou non
mobiles : (i) Vaughan et al. 2008, (ii) Vincensini et al. 2011, (iii) et (v) Dartmouth College Electron
Microscope Facility (http://www.dartmouth.edu/~emlab/gallery/), (iv) Sanchez et Mardomingo, 2007,
(vi) Wheatley et al. 1996, (vii) Christensen et al. 2012, et (viii) Zeiske et al. 2003. B. Micrographies
électroniques de coupes transversales ou longitudinales d’un cils motile « 9+2 » (a gauche) et d'un cil
primaire « 9+0 » (a droite). (i) Jensen et al. 2004, (ii) Kiprilov et al. 2008, (iii) et (iv) Dartmouth College
Electron Microscope Facility (http://www.dartmouth.edu/~emlab/gallery/).

A. Structure des cils

Les deux types de cils sont soutenus par un squelette de microtubules, appelée axonéme,
entouré d'une matrice et recouverte de la membrane ciliaire, qui est en continuité avec la
membrane plasmique.

A la base de cet ensemble, un centriole spécialisé, appelé corps basal, lie le cil au reste de la
cellule (Marshall and Nonaka, 2006). L'axonéme du cil primaire est constitué de 9 doublets
externes de microtubules (MT) « 940 », tandis que les cils mobiles possedent une paire interne
supplémentaire de microtubules « 9+2 » renforcée par des ponts de nexine (protéine élastique
de I'axonéme) et une structure formée de bras de dynéine et de rayons radiaux qui est
impliquée dans la motilité (Canty et al., 2021) (Figure 5). Les deux types de cils partagent donc
75% des composants structurels et c’est la présence d'un doublet central de microtubules (MT)
chez les cils motiles qui les distinguent des autres, c’est donc cette différence dans la
composition de I'axoneme qui rend un type de cil motile et pas I'autre (Ishikawa et al., 2012)

Pour plus de précision structurale, chague doublet de MT contient un microtubule
« complet » (A) formé de 13 protofilaments paralléles formant un cylindre complet, et d'un
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microtubule « incomplet » (B) constitué de 9 protofilaments formant un cylindre incomplet.
Les protofilaments sont composés chacun d’une série d’hétérodiméres de tubuline a et
associés entre eux. Les microtubules (la tubuline) subissent des modifications post-
traductionnelles, notamment I'acétylation, la glutamylation, la détyrosination et la glycylation,
qui sont cruciales pour la longueur, la stabilité, la fonction et la motilité des cils (Wloga et al.,
2017).

Le corps basal contient 9 triplets de microtubules disposés radialement (A, B et C) et aucune
paire centrale. Les tubules A et B se développent dans le segment proximal du cilium et sont
reliés a la membrane ciliaire par des fibres Y, constituant un sous-compartiment distinctif
connu sous le nom de zone de transition (Figure 5).

A proximité des fibres Y se trouvent les fibres de transition, qui contribuent a ancrer le corps
basal a la membrane plasmique (Reiter et al.,, 2012). Le corps basal est responsable de la
configuration de I'échafaudage de microtubules et coordonne la voie de trafic ciliaire, il est
donc impliqué, avec les fibres transitionnelles, dans la ciliogénese (Vertii et al., 2016).

Autour des fibres de transition se trouvent de nombreuses chaines de particules, agissant
comme un filtre sélectif pour les molécules de transport intraflagellaire (IFT), connues sous le
nom de collier ciliaire ((Satir and Christensen, 2007) (Hu et al., 2010)).

Dans la région distale du cil, se trouve une seule fibre de microtubule (tubule A), qui délimite
la pointe ciliaire, une zone protéique dont la structure et la fonction sont spécifiques du type
cellulaire (Czarnecki and Shah, 2012).

Ainsi, la description de la structure du cil constituée d’un corps basal, d’une zone de transition,
d’un axoneme et d’une région distale (apex du cil), montre que cette organelle de quelques
KUm posséde une structure assez complexe.

Le cil primaire, souvent considéré comme un organite sensoriel non mobile, s'est révélé mobile
dans le nceud embryonnaire (le cil nodal) des vertébrés au cours du développement, ou il joue
un réle crucial dans la détermination de |'asymétrie gauche-droite du corps. Il s'agit donc d’un
cil motile « 9+0 » qui ne présentent pas de doublet central de MT mais porte des bras de
dynéines leur permettant de faire un mouvement (Takeda and Narita, 2012) (Figure 5).

Il existe aussi une exception avec des cils primaires « 9+2 » qui sont observés dans les cellules
de l'oreille interne (Dabdoub and Kelley, 2005).
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Figure 5 : Représentation de la structure du cil. Les différents types de cil partagent ~75% de leur

structure avec des différences observé surtout au niveau de la composition de l'axoneme en
microtubules (Adapté de (Pablos et al., 2022))

B. Localisations des cils

Le premier critére qui distingue les deux types de cil est leur localisation, c’est-a-dire leur
nombre et le types de cellules sur lesquels ils sont présents.

Les cils motiles « 9+2 » sont pour la plupart multiples a la surface des cellules dites multi ciliées
qui tapissent la lumiére des organes. lls se trouvent dans les voies respiratoires, les trompes
de Fallope, les ductiles efférents des testicules et les ventricules cérébraux (Lee, 2011;
Mitchison and Valente, 2017). lls peuvent aussi étre présent en un seul exemplaire a la surface

d’une cellule dite mono-ciliée, c’est le cas des spermatozoides qui présentent un flagelle
considéré comme étant un cil motile spécialisé.

Les cils primaires, « 9+0 », non motiles, sont présents en un seul exemplaire a la surface apicale
des cellules. Un aspect qui a retenu l'attention des spécialistes du cil primaire est sa
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distribution ubiquitaire sur la quasi-totalité des cellules de I'organisme. Les cils primaires se
trouvent sur les cellules épithéliales telles que les tubules rénaux, les voies biliaires, le
pancréas endocrine et la thyroide, mais aussi sur les cellules non épithéliales telles que les
chondrocytes, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les neurones, les PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) et les cellules de Schwann (Figure 6).

A.

Microtubule B Epithélium olfactif

Cellules énendvmaires

Microtubule A

Cil motile « 9+2 »

Légende :

@ Membrane ciliaire

@ Doublet de microtubule
A Bras de dynéine externe

“== Bras de dynéine interne
Nexine

[ o 3
o Rayon radial
Gaine interne

Figure 6 : Les deux types de cils et leurs localisations dans le corps humain. A. Coupe transversale
d’un cil primaire et d’un cil motile. B. Localisation du cil primaire et du cil motile dans différents types
cellulaires. Les cils primaires représentés en rouge (exception dans I'épithélium olfactif). Sont en un
seul exemplaire a la surface des cellules, les cils motiles représentés en vert sont multiples a la surface
des cellules (exception dans les spermatozoides) (Laboratoire de Génétique Médicale, U1112).

C. Fonctions des cils

Les cils sont conservés au cours de I'évolution : ils sont présents chez les protozoaires
unicellulaires et sont également largement répandus chez les vertébrés (Rosenbaum and
Witman, 2002). Les fonctions des cils peuvent étre résumées en trois catégories.

1. La premiere est la motilité, une fonction réservée aux cils motiles. Par exemple, les
cellules de Chlamydomonas reinhardtii et les spermatozoides des mammiferes utilisent
tous les deux leur flagelle comme propulseur leur permettant de se mobiliser. D’autres
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exemples montrent que les cils motiles des cellules épithéliales respiratoires humaines
éliminent les bactéries et la poussiére par un mouvement directionnel.

2. Laseconde est la fonction sensorielle ; par exemple, les cils spécialisés sont essentiels
a la vision, a 'audition et a I'olfaction chez les vertébrés (Axelrod, 2008). En outre, de
nombreux récepteurs membranaires, y compris ceux impliqués dans les voies de
signalisation telles que les voies Hedgehog et Wnt, qui régulent le développement
animal, sont concentrés sur les cils (Oh and Katsanis, 2013). Par conséquent, comme
les antennes, les cils peuvent recevoir des signaux de I'environnement extérieur.

3. La troisieme est la fonction sécrétoire (Wang et al., 2014), les exosomes ciliaires sont
sécrétées de la membrane ciliaire par bourgeonnement et transportent des
composants protéiques spécifiques, y compris des protéines spéciales de la membrane
ciliaire, des enzymes et diverses molécules de signalisation qui assurent la
communication entre les cellules (Long et al., 2016). |l a donc été proposé que les cils
agissent a la fois comme des récepteurs et des émetteurs de signaux

D. Un cil spécialisé dans sa structure, localisation et fonction : le cil
primaire des photorécepteurs

En plus de la structure classique du cil décrite ci-dessus, le cil primaire peut adopter une
structure et une morphologie particuliere qui sera en faveur de sa fonction dans certains tissus.

C’est le cas du cil primaire des photorécepteurs qui sont les cellules présentent sur la face
externe de la rétine qui réalise la phototransduction (Figure 3A).

Les photorécepteurs ont comme role d’assurer la transformation de quanta de lumiere en
influx nerveux : ils convertissent les signaux lumineux donc les photons en signaux électriques
pour induire une réponse nerveuse (la vision). Cette conversion des photons est assurée par
des protéines opsines sensibles a la lumiere, qui se trouvent dans les segments externes des
photorécepteurs ou se produit la premiere étape de la cascade de phototransduction.

Lensemble segments externe et cil connecteur correspondant a des cils primaires hautement
spécialisés et modifiés, ils sont ancrés a l'intérieur de la cellule par un centriole modifié appelé
le corps basal. Le segment externe (OS) est relié au segment interne (IS) par le cil connecteur
(CC), qui est équivalent a la zone de transition dans d'autres cils primaires, il agit donc comme
un gardien du compartiment ciliaire, contrélant la composition protéique et lipidique du
segment externe (OS).

Les protéines photosensibles de I'opsine et d'autres composants de la cascade de
phototransduction sont intégrés dans des repliements membranaires qui remplissent tout
I'OS. Les photons déclenchent la conversion des protéines photosensibles de I'opsine, ce qui
modifie la charge de la membrane et déclenche la libération de neurotransmetteurs au niveau
de la synapse du photorécepteur (hyperpolarisation) en contact avec les cellules bipolaires. les
signaux électriques provenant des photorécepteurs sont intégrés et modulés par les cellules
bipolaires et les cellules horizontales, le signal résultant est transmis aux cellules
ganglionnaires dont les regroupement des axones forme le nerf optique, connecté au cerveau
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(Masek et al., 2023). Les cils primaires du segment externe de la rétine jouent donc un role
primordial dans la transduction du signal lumineux, ce qui explique pourquoi la dystrophie
rétinienne est une caractéristique clé des ciliopathies (Bachmann-Gagescu and Neuhauss,
2019) (Figure 7).
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Figure 7 : Le cil primaire des photorécepteurs. Annotation des parties d’'un photorécepteur et de son
cil primaire (Adapté de Wheway et a/.2014).

» Pendant ma thése, je me suis plus particulierement intéressé a la fonction du cil
primaire dont je vais détailler son réle par la suite.

E. Le cil primaire
1. Ciliogénése
La ciliogénése est un processus complexe qui implique de multiples machineries cellulaires et
voies de signalisation. Les cils sont des organites dynamiques dont l'assemblage et le
désassemblage sont des processus étroitement régulés au cours du cycle cellulaire.
L'assemblage du cil a lieu pendant la phase GO, c’est-a-dire apres la sortie de la cellule de la
mitose, et le désassemblage a lieu avant la mitose donc avant que la cellule se prépare pour la
division. Ceci met en évidence une coordination étroite entre le cycle cellulaire et la
ciliogénése (Goto et al., 2017; Zhao et al., 2023).

La ciliogénése se déroule en phase GO du cycle cellulaire qui est aussi appelé la phase de
guiescence. L'assemblage des cils est contrdlé par la régulation transcriptionnelle ainsi que par
la stimulation des facteurs de croissance et des facteurs mitogénes. Par exemple, les facteurs
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de transcription de la famille RFX controlent I'expression des machineries du corps basal et des
protéines spécifiques nécessaires a la ciliogénése (Piasecki et al., 2010).

La formation du cil est initiée par la maturation du centriole mére qui devient le corps basal,
suivie par I'extension des microtubules de I'axoneéme, la formation de la zone de transition et
la croissance du cil grace aux mécanismes de trafic ciliaire tels que le transport intraflagellaire
(IFT).

» La préparation a la ciliogéneése avec I'évolution du cycle cellulaire

La préparation a la ciliogénése commence au début du cycle cellulaire, avec au premier lieu la
maturation du centriole mére. Dans les cellules de mammiferes, le centriole est un organite a
base de microtubules conservé au cours de I'évolution, dont les dimensions typiques sont de
~200 nm de diametre et ~500 nm de longueur, et dont la structure cylindrique est constituée
de neuf triplets de microtubules (Nevers et al., 2017; Ross and Normark, 2015). Une paire de
centrioles perpendiculairement (le centriole mere et le centriole fille) recrutent un réseau
protéique, appelé matériel péricentriolaire (PCM), pour former le centrosome. Le centrosome
est responsable de I'assemblage du réseau de microtubules dans les cellules en interphase et
de la formation du fuseau mitotique pendant la mitose.

La duplication du centrosome et la conversion du centriole mére en corps basal sont
étroitement coordonnées avec le cycle cellulaire. Pendant la phase G1/S du cycle cellulaire le
centriole fille (DC) perd la plupart de ces protéines enrichies, ce processus est nécessaire pour
permettre la duplication du centriole (Wang and Dynlacht, 2018). Pendant la phase G2, les
centrioles subissent une élongation et pendant la phase M, les centrioles subissent une
maturation et se transforment en deux centrosomes qui migrent chacun vers un péle de la
cellule afin de former le fuseau mitotique important a la mitose (Figure 8).

A la sortie du cycle cellulaire, le centriole mére acquiert la compétence pour la ciliogénése en
réponse a des signaux développementaux et/ou environnementaux spécifiques. Ainsi
I'assemblage des différents compartiments du cil commence en GO (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation de la ciliogénése dépendante du cycle cellulaire. Le cil primaire se forme
généralement au stade quiescent GO du cycle cellulaire. La stimulation de la croissance par divers
facteurs de croissance extracellulaires permet a la cellule d'entrer a nouveau dans le cycle cellulaire.
Avant d'entrer dans le cycle cellulaire, le cil primaire est désassemblé a la limite GO/G1. Pendant la
phase S, les centrioles sont dupliqués pour former une copie du centrosome. Pendant la phase G2, les
centrioles filles sont matures et les centrosomes sont séparés pour former les poles bipolaires et le
fuseau mitotique. Au cours de la phase G1, le centriole mére et les centrioles dupliqués sont
désengagés. Pour former le cil primaire, les cellules doivent étre confluentes et/ou privées de sérum
pendant au moins plusieurs heures (Adapté de Suizu et a/.2016).

» Les deux voies de la ciliogénése

Selon que I'élongation commence dans le cytoplasme ou a la surface de la cellule, le processus
de la ciliogénese des cils primaires peut étre classé comme une voie intracellulaire ou
extracellulaire, respectivement (Sorokin, 1962). La voie intracellulaire est adoptée par la
plupart des cellules, y compris les photorécepteurs et les fibroblastes tandis que I'assemblage
extracellulaire est observé dans les cellules épithéliales polarisées du rein et du poumon
(Sedmak and Wolfrum, 2011; Wang and Dynlacht, 2018). C'est grace a des analyses de
microscopie électronique a transmission (MET) (Sorokin, 1968) qu’il a été démontré que la
ciliogénese pourrait étre réalisée par ces deux voies distinctes :

e La voie intracellulaire ou « voie classique » se déroule dans les cellules non polarisées
comme les fibroblastes et les photorécepteurs ou le cil primaire émerge d’une
invagination de la membrane plasmique appelée la poche ciliaire. Plus précisément,
une vésicule ciliaire interagit avec I'appendice distal du centriole mere situé prés du
noyau, suite a la formation de la zone de transition (TZ), I'axonéme émerge et s’allonge
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de cette vésicule et se met a croitre dans la poche ciliaire (caractérisée par la présence
de vésicules a clathrine participant a un trafic vésiculaire actif caractérisant cette
région) (Ghossoub et al., 2011). L’élongation de I'axonéme se fait grace a la machinerie
ciliaire dont le transport intraflagellaire (IFT). La membrane intracellulaire du cil en
développement fusionne ensuite avec la membrane plasmique pour étendre le cil a la
surface de la cellule (Figure 9).

e La voie extracellulaire ou « voie alternative » est observée dans les cellules polarisées
comme les cellules épithéliales ou le centriole meére s’ancre directement a la
membrane plasmique pour former le corps basal du cil primaire. Cette voie ne
nécessite pas de formation de poche ciliaire, le cil primaire croit directement dans le
milieu extracellulaire. Lorsque le cil primaire n’est pas inséré dans la poche ciliaire, son
role de senseur biomécanique serait favorisé (Mazo et al., 2016). En effet, libre de
mouvement comme au niveau des cellules épithéliales rénales, il pourrait mieux capter
les modifications de flux urinaire (Figure 9).

CELLULES NON POLARISEES CELLULES POLARISEES

Fibroblastes, Neurones, Cellules musculaires Cellules épithéliales rénales

Cellules endothéliales

Assemblage de
I’axoneme
Fusion directe du
corps basal avec la

et

Fusion avec la

membrane membrane
Membrane plasmique plasmique plasmique
Appendice distal Formation de la
Appendice proximal poche ciliaire

Vésicule ciliaire . .
{ Centriole meére
sy e
< 74 < 4 9 74 < 74
- - - -
Centriole mére 1 Voie extracellulaire
R
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Figure 9 : Les deux voies de la ciliogénése. Selon le type cellulaire la ciliogénése peut se dérouler de
deux fagons différentes : la voie intracellulaire (cellules non-polarisées) et la voie extracellulaire
(cellules polarisées). La voie intracellulaire comporte les étapes suivantes: une vésicule ciliaire dérivée
de I'appareil de Golgi ou des endosomes se lie a I'extrémité distale du centriole mére par l'intermédiaire
de fibres de transition (appendices distaux), une poche ciliaire comprenant la zone de transition se
développe en allongeant I'axonéme a partir du centriole mére a l'aide de fibres de transition, enfin la
fusion de la poche ciliaire avec la membrane plasmique et la croissance ultérieure de I'axoneme se
produite permettant de compléter I'assemblage ciliaire et son extension a la surface de la cellules. Les
cellules polarisées adoptent la voie extracellulaire : dans cette voie, la croissance de I'axoneme
commence apres la liaison directe du centriole mére a la membrane plasmatique. (Adapté de Suizu et
al.2016).
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2. Le trafic des protéines ciliaires

Contrairement a d'autres organites tels que les chloroplastes et les mitochondries, les cils ne
sont pas complétement liés par une membrane quiles sépare de la membrane plasmique (PM)
et du cytoplasme. Le cil primaire est dépendant de la machinerie cellulaire pour la synthese
des 1500 protéines impliquées dans sa formation, sa maintenance et son fonctionnement
(Wheway et al.,, 2018). De ce fait, les protéines ciliaires synthétisées dans le réticulum
endoplasmique seront par la suite acheminées dans le cil par différents systémes de fusion et
de transport.

Leur adressage dans le cil implique un traitement, une modification et un tri (des modifications
post-traductionnelle) par I'appareil de Golgi. Ensuite, elles sont transportées vers la membrane
plasmique ou la membrane de la base ciliaire par des vésicules de transport, et entrent dans
les cils par un transport latéral a travers la barriere de diffusion avec I'aide de protéines
assistantes (telles que les sous-unités IFT-B du transport intraflagellaire , KIF17 et Rab23) (Leaf
and Von Zastrow, 2015) ou par la voie du recyclage (Boehlke et al., 2010).

De nombreuses protéines impliquées dans le trafic ciliaire ont été identifié au niveau de la
zone de transition (TZ) du cil dont la plupart ont été associées a des ciliopathies. Plusieurs
études sur l'interactome ont permis d'identifier que ces protéines constituent deux complexes
protéiques principaux biochimiquement distincts (Roberson et al., 2015). L'un d’entre eux est
le complexe NPHP constitué de NPHP1, 4 et 5 et est associé a la néphronophtise. Lautre
complexe protéique est MKS/JBTS constitué de 16 protéines et est associé aux syndromes de
Meckel-Gruber et de Joubert (JBTS) (Garcia-Gonzalo and Reiter, 2012). Il a été démontré que
les deux complexes MKS et NPHP interagissent entre eux par un réseau de faibles connexions,
par exemple, la protéine CEP290 (qui fait partie du complexe MKS) interagit avec NPHP5 : une
protéine du corps basal et de la zone de transition associée au complexe NPHP (Garcia-Gonzalo
and Reiter, 2017). Ces deux complexes sont impliqués dans la sélection et le transfert des
protéines a l'intérieure et I'extérieure du cil, ils interviennent dans les mécanismes empéchant
la libre diffusion entre le cytoplasme et le cil permettant ainsi de maintenir cette
compartimentation. lls participent donc au maintien et a la fonction du cil primaire (Barker et
al., 2014).

Apres I'entrée des protéines dans les cils, leur dynamique et leur homéostasie sont maintenues
par deux méthodes : elles entrent et sortent du cil par un processus connu sous le nom du
transport intraflagellaire (IFT), ou elles sont sécrétées dans I'environnement extracellulaire par
les exocytoses ciliaires. Le transport des protéines membranaires ciliaires et celui des protéines
impliquées dans sa fonction est un processus élaboré et précis impliquant la coordination de
multiples organites. Plusieurs modes de transport correspondant a différents types de
protéines ciliaires ont été identifiés (Kim et al., 2014; Long and Huang, 2020; Witzgall, 2018).
Ces transports sont réalisés par différents complexes protéiques ayant chacun sa propre
composition, sa structure d’assemblage et sa fonction.

Par la suite, je décrirai trois des complexes ciliaires (IFT, BBSome et Chaperonin-like) (Figure
10) qui sont impliqués dans le syndrome de Bardet-Biedl.
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Figure 10 : Les complexes BBS dans le cil primaire. Présentation des complexes IFT et du BBSome
responsables du trafic ciliaire a travers I'axonéme. Le complexe chaperonin-like localisé a la base du cil
intervient dans I'assemblage du BBSome (adapté de Niederlova et al. 2019).
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e Le transport intraflagellaire (IFT)

Le transport intraflagellaire a été identifié pour la premiere fois par le laboratoire de
Rosenbaum. En utilisant un microscope a contraste interférentiel différentiel (DIC), ils ont fait
I'observation que de larges particules pouvaient se déplacer le long des cils motiles de
Chlamydomonas reinhardtii de fagon bidirectionnelle et ceci indépendamment du battement
ciliaire (Johnson and Rosenbaum, 1992). La purification ultérieure de ces particules, a ouvert
le champ a I'analyse moléculaire (Cole et al., 1998) et a la découverte de plusieurs maladies
liées aux cils. Lajout d'un étiquette GFP aux protéines a permis la visualisation directe de
composants IFT spécifiques se déplagant le long du cil dans des cellules vivantes (Orozco et al.,
1999).

Les progres rapides réalisés par de nombreux laboratoires dans la compréhension du
mécanisme de [I'IFT ont fait lI'objet de nombreuses études permettant d’enrichir les
connaissances sur ce sujet. Il s’agit d’'un processus hautement spécialisé qui se produit dans le
compartiment ciliaire, c’est un mouvement bidirectionnel au cours duquel un complexe
protéique est transporté le long des microtubules a travers I'axoneme depuis le corps basal
jusqu’a l'extrémité du cils (grace au transport kinésine-antérograde) et inversement (facilité
par le transport dynéine-rétrograde) (Klena and Pigino, 2022).

LIFT a été rapidement assimilé a un transport ferroviaire et le terme de « IFT train » est
souvent utilisé pour décrire son fonctionnement. Il est composé de deux complexes
multiprotéiques qui se lient aux molécules moteurs (la kinésine et la dynéine), pour assurer
I'acheminement des protéines ciliaire a travers le cil. Ces deux complexes sont appelés IFT-A et
IFT-B et ont été identifiés a |'origine par I'analyse de gels natifs de flagelles isolés de C.
reinhardtii (Piperno and Mead, 1997) :

o L'IFT-A est composé de 6 protéines (IFT43-121-122-139-140-144) qui interagissent avec
la dynéine-2 et participent au transport rétrograde de I'extrémité du cil vers le corps
basal. Ces 6 protéines se divisent en deux sous-domaines (FT122-140-144 et IFT43-121-
139) qui interagissent entre eux. LIFT rétrograde permet d’évacuer et de recycler hors
du cycle les protéines permettant la résorption du cil (le désassemblage du cil). Il
intervient aussi lorsqu’une voie de signalisation ciliaire n’est plus stimulé et ses acteurs
n’ont plus de réle dans le cil et doivent étre évacués hors de ce dernier (Figure 11).

L'IFT-B est composé de 16 protéines (IFT20-22-25-27-38-46-52-54-56-57-70-74-80-81-88-172)
qui interagissent avec la kynésine-2 et participent au transport antérograde de cargos
protéiques depuis le corps basal jusqu’a I'extrémité du cil. La cristallographie des composants
IFT-B de C. reinhardtii a révélé des sous-domaines et des modes d'interaction entre les
composants IFT-B (Taschner et al., 2018). Le complexe IFT-B est organisé en IFT-B1 (le noyau
IFT-B comprenant 10 sous-unités IFT-88-81-74-70-56-52, 46-27-25 et 22) et IFT-B2 (le complexe
IFT-B périphérique comprenant six sous-unités, IFT-172-80-57-54-38 et 20), tous les deux sont
capables de s'assembler en complexes stables (Taschner et al., 2016, p. 80). Le mécanisme de
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reconnaissance de I'IFT-B par la tubuline a été élucidé, ce sont I'IFT74 et I'lFT81 (deux protéines
de I'lFT-B) qui forment un module de liaison a la tubuline et permettent d’accomplir cette tache
essentielle dans l'assemblage ciliaire (Kanie et al., 2017). Le transport antérograde permet de
délivrer a I'intérieur du cil une variété de molécules et de cargos protéiques qui sont adressés
a ce dernier par l'appareil de golgi. Ainsi les molécules impliquées dans la I'élongation et la
signalisation ciliaire peuvent s’incorporer dans la membrane ciliaire ou parcourir I'axonéme
afin d’accomplir leurs fonctions dans le cil (Figure 11)

IFT-A IFT-B

IFT144 ‘

'I FT140

IFT122

&

Figure 11 : Les IFT. A. Les deux complexes IFT, position des protéines périphériques et centrales dans
chacun des complexes IFT-A et IFT-B (adapté de Nakayama and Katoh et al. 2018). B. Représentation
de leur structure 3D et de leur interaction au niveau de I'axonéme du cil (Lacey et al. 2023).

Il a été démontré que ces deux complexes (IFT-B et IFT-A) agissent de maniére coordonnée
(Lacey et al., 2023; Ma et al., 2023). Les trains IFT antérogrades et rétrogrades se déplacent
trés rapidement (jusqu'a 3,5 um/s) et sans collisions évidentes le long du cil, bien qu'ils soient
confinés dans un espace étroit entre les microtubules et la membrane ciliaire. Il a été
démontré que le systeme IFT utilise une solution pour éviter les collisions pendant le transport
le long des pistes des microtubules. En utilisant la microscopie a fluorescence corrélative
couplé la microscopie électronique a transmission, il a été démontré que les trains
antérogrades et rétrogrades peuvent voyager sur le méme doublet de microtubule, mais éviter
les collisions en utilisant spécifiguement le doublet de microtubule comme une piste
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bidirectionnelle, les trains antérogrades (IFTB) utilisent le tubule B comme piste et les trains
rétrogrades utilisent le tubule A comme piste (Stepanek and Pigino, 2016). Pour plus
d’informations chez les Chlamydomonas, il a été démontré que la taille des trains d'IFT est
inversement proportionnelle a la longueur des cils, les trains sont plus longs lorsque le cil est
plus court et vice versa, ce qui indique que la régulation de la longueur des trains d'IFT pourrait
représenter un mécanisme crucial de contréle de la longueur des cils (Vannuccini et al., 2016).
Une étude réalisée en 2023 a utilisé la tomographie cryo-électronique in situ des cils de
Chlamydomonas reinhardtii et les prédictions de la structure des protéines AlphaFold2 pour
générer un modele moléculaire de I'ensemble du train antérograde. En se basant sur les
configuration 3D, ils ont montré comment le complexe IFT-B interagit avec I'IFT-A de fagon a
maintenir une connexion qui peut résister aux contraintes mécaniques présentes dans les cils
en battement actif (Lacey et al., 2023) (Figure 11).

Donc, comme la synthése des protéines essentielles au développement des cils n'est pas
possible a l'intérieur du compartiment ciliaire, I'importance de I'lFT dans la ciliogénese doit
étre soulignée, ainsi que son implication dans la transmission des signaux du cil a la cellule,
mettant en évidence son réle significatif dans les voies de signalisation médiées par les cils.
Ainsi, plusieurs études ont montré que l'apparition de certaines ciliopathies peut étre causé
par des variants dans les génes IFT qui aboutissent a des altérations dans la formation et la
fonction du cil.

e BBSome

Un autre complexe multiprotéique, le BBSome, agit comme un adaptateur reliant les
complexes IFT aux molécules de signalisation et est nécessaire a I'exportation ciliaire des
récepteurs de signalisation activés (Nachury, 2018). Le BBSome découvert en 2007 est un
complexe regroupant le produit de 8 génes BBS a savoir BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBSS,
BBS9 et BBIP1 (BBS18), chacune présente en seul exemplaire (Nachury et al., 2007) (Figure 12).
Ce complexe a un poids moléculaire de 490 kDa (Chou et al., 2019), et il est relié a la membrane
ciliaire par la GTPase ARL6/BBS3. Une étude menée en 2012 a démontré que I'assemblage du
BBSome est un processus ordonné impliquant les protéines BBS chaperonine-like (BBS6,
BBS10 et BBS12) et des interactions protéine-protéine intrinséques. A ce jour, le complexe
chaperonine-like est connu pour permettre I'assemblage du BBSome en stabilisant BBS7 pour
former le coeur du complexe avec BBS2 et BBS9 (Zhang et al., 2012). Ensuite, les sous unités
périphériques BBS1, BBS5, BBS8 et BBS4 s’incorporent au complexe (Wei et al., 2012). Enfin,
BBS4 recrute BBIP1/ BBS18 qui est une protéine importante a la stabilité du BBSome (Klink et
al., 2020).

A ce jour, les détails de son role ne sont pas encore totalement compris. Néanmains, il est
impliqué dans la sélection et le transport des cargos protéiques adressés au cil, dans I'ancrage
et la fusion des vésicules de protéines membranaires a la base du cil (Madhivanan and Aguilar,
2014; Wang et al.,, 2018). La question de savoir si le BBSome représente un troisieme
composant intégral des particules de I'lFT, comme I'IFTA et I'IFTB a été discutée. Dans les cils
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des mammiferes et des nématodes, il semble étre présent dans une stoechiométrie de (1:1)
par rapport aux particules IFT et pourrait étre nécessaire a l'intégrité structurelle des particules
IFT en maintenant ensemble I'IFTA et I'IFTB lorsqu'elles sont déplacées le long du cil par les
moteurs kinésine-2 (Williams et al., 2014).

Par contre, chez Chlamydomonas, le BBSome semble étre fortement sous-stoechiométrique
(=1 :6) par rapport a I'IFT-A et I'IFT-B, et il est proposé qu'il serve d'adaptateur impliqué dans
I'exportation des protéines de signalisation du cil, plutét que de composant intégral des
particules IFT (Lechtreck et al., 2009). Ces études montrent que le BBSome est également
impliqué dans I'assemblage et |a stabilisation du complexe IFT (Wei et al., 2012) avec un impact
variable sur la stabilité de I'IFT dans différents organismes (Williams et al., 2014)

La perte de la fonction du BBSome entraine des changements dans la composition protéique
des membranes ciliaires, ce qui est cohérent avec le réle du complexe dans le trafic des
protéines de la membrane ciliaire (Williams et al.,, 2014). Dans l'ensemble, les données
disponibles suggerent que le BBSome peut fonctionner soit comme un régulateur de I'lFT, soit
comme un composant central de I'lFT ou encore comme un adaptateur de cargaison d'une
maniere qui est apparemment spécifique au type de cellule.

Bien que la fonction de chacune des protéines du BBSome n’est pas déterminé jusqu’a présent,
une étude menée sur C. elegans montre que BBS4 et BBS5 présentent une redondance
fonctionnelle inattendue dans la régulation de la ciliogénese et la régulation de I'élimination
par les cils des récepteurs sensoriels par la dégradation lysosomale (Xu et al., 2015). Dans ce
cas, BBS4 interagit directement avec BBS5 (cette interaction peut étre interrompue par une
mutation conservée identifiée dans BBS4 chez I’'Homme). Ainsi, cette étude a révélé un role
nouveau et hautement conservé pour le BBSome dans la régulation négative des récepteurs
sensoriels des cils qui vont étre dégradés par les lysosomes. Le dysfonctionnement du BBSome
entraine alors une rétention anormale des récepteurs sensoriels a l'intérieur des cils et
pourrait entrainer une activation indésirable de la signalisation ciliaire (Xu et al., 2015) dont la
voie SHH fait partie.

A ce jour, plus d’une centaine de variations pathogénes affectant les sous-unités du BBSome
sont a l'origine d’anomalies, dont les dégénérescences rétiniennes non syndromique et le BBS
(Chou et al., 2019). Dans certains cas, une mutation d’une protéine du complexe peut se
traduire par l'accumulation d’un intermédiaire d’assemblage qui maintient une fonction
résiduelle ou un gain de fonction. Dans d’autres cas, les mutations peuvent changer |'ordre
d’assemblage provoquant I'absence du complexe BBSome et donc une perte totale de sa
fonction (Zhang et al., 2012). Dans les deux cas, la dérégulation de la fonction du BBSome a
été rapporté comme cause de ciliopathies notamment du syndrome de Bardet-Biedl. Par
exemple, il a été démontré que les protéines du BBsome interagissent physiquement avec les
récepteurs de la leptine et joue un réle dans la régulation de voie de signalisation visant a
réduire I'apport alimentaire (Seo et al., 2009). La dérégulation de ce rble causé par des variants
dans les genes du BBSome peut expliquer un des phénotypes du BBS qui est 'obésité liée a
une hyperphagie.
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BBS18

Figure 12 : Le BBSome. A. Représentation schématique des interactions entre les 8 sous-unités du
complexe octamérique du BBSome (a droite) (Chou et al. 2019). B. Représentation de la structure 3D
du complexe a gauche (Singh et la 2020).

e Le complexe chaperonin-like

Le complexe chaperonin-like est composé des trois protéines suivantes : BBS6/MKKS, BBS10
et BBS12. Ces protéines présentent une homologie de séquence avec les protéines
chaperonnes de type Il. Les protéines chaperonnes représentent une famille de protéines
ubiquitaire et essentielle qui jouent le role de facilitateurs et de régulateurs du changement
de la conformation des protéines (repliement tridimensionnelle) dans les cellules (Kim et al.,
2013). Elles assistent ainsi les autres protéines dans leur maturation. Il est intéressant de noter
que les protéines BBS chaperonin-like partagent avec les protéines chaperonnes une similarité
possiblement structurale, mais n‘ont pas forcément la méme fonction. Les genes BBS
chaperonin-like se caractérisent par le fait d’avoir des séquences génomiques courtes avec tres
peu d'exons, ce qui les rend adaptés au criblage mutationnel. lls présentent une large
distribution de variants pathogenes tout au long de la séquence codante et ils représentent
plus de ~30% de la charge mutationnelle dans le syndrome de Bardet-Biedl (Billingsley et al.,
2010; Muller et al., 2010).

Une analyse phylogénétique a montré que les protéines BBS chaperonines-like sont des
membres divergents de la famille des chaperonnes CCT (chaperone-containing T-complex
polypeptide 1, aussi connu sous le nom de TRiC) (Stoetzel et al., 2007). Les protéines CCT/ TRiC
forment un complexe hétéro-oligomérique de ~900 kDas, constitué de huit sous-unités
disposées (CCT1-8), il assure la médiation du repliement des protéines en fonction de la
disponibilité en ATP (Spiess et al., 2004).

Cette divergence des protéines chaperonin-like n’est pas due a leur structure primaire qui est
principalement conservée mais elle est due a la différence entre les divers motifs de la
structure secondaire, y compris le motif d'hydrolyse de I'ATP surtout chez BBS12 qui est
considéré comme le membre le plus divergent. Par conséquent, la structure typique des
chaperonnes, composée de trois domaines (apical, intermédiaire et équatorial), est
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principalement conservée dans les protéines BBS chaperonin-like avec une insertion
supplémentaire dans le domaine intermédiaire et équatorial. Le motif ATP-hydrolyse, essentiel
au repliement des protéines et hautement conservé dans les protéines CCT, n'est pas conservé
dans MKKS/BBS6 et BBS12 ou partiellement conservé dans BBS10 (Kim et al., 2005; Stoetzel
et al., 2006). Ces résultats suggerent que les protéines BBS6, BBS10 et BBS12 n'ont
probablement pas d'activité ATPase et ne fonctionnent pas comme de véritables chaperonnes.

Bien que le réle de ces protéines n’ait pas été encore bien caractérisé, des études récentes ont
mis en évidence que les protéines BBS6, BBS10 et BBS12 permettent |'association de BBS7
avec six protéines CCT canoniques (CCT1-5 et CCT8), agissant ainsi comme une unité de liaison
au substrat du complexe chaperon (Seo et al., 2010). Ainsi, BBS10 régule l'interaction de BBS6,
BBS12 et BBS7 intermédiaires avec les protéines CCT pour former le complexe TRiC/CCT/BBS
sans étre structurellement impliqué (Zhang et al., 2012).

De plus, apres I'assemblage initial du complexe BBSome, I'interaction entre BBS2 et BBS7 est
couplée en méme temps que BBS6 et BBS12 sont libérés du complexe, de méme, les protéines
CCT sont libérées aprés la formation du complexe central BBSome (BBS2-BBS7-BBS9).

Ainsi, les protéines BBS chaperonin-like pourraient avoir évolué afin de médier I'association
des chaperonnes CCT/TRiC avec les sous-unités du BBSome contenant un domaine de feuillet
B telles que BBS2 et BBS7 participant ainsi a 'assemblage du BBSome.

La formation du complexe BBSome mature est finalement réalisée par une interaction
protéine-protéine intrinséque entre les composants du BBSome qui contiennent des domaines
de feuillet B, de répétition de tétratricopeptide (TPR) et d’homologie de plecktrine (PH) (Zhang
et al., 2012).

Il est intéressant de noter que les protéines BBS6, BBS10 et BBS12 sont spécifiques aux
vertébrés et qu'aucun de leurs homologues ne se trouve chez les invertébrés. Malgré le
décodage du mécanisme et des roles distincts des protéines BBS chaperonine-like, les détails
de la formation du complexe (BBS/TRiC/CCT) et la maniére dont la transition de BBS7 au
BBSome s'achéve requierent une attention particuliére. Par contre, il n’est toujours pas connu
si chez les invertébrés les chaperonnes CCT n'ont pas besoin de BBS6, BBS10 et BBS12 pour
interagir avec les sous-unités du BBSome ou si le BBSome s'assemble sans avoir besoin la
fonction des protéines chaperonin-like (Seo et al., 2010).
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3. La fonction du cil primaire

Depuis leur découverte dans les reins et la glande thyroide par Zimmermann en 1898
(Bloodgood, 2009a), les cils primaires ont été considérés comme des organites vestigiaux, sans
fonction spécifique, en raison de leur manque de motilité et de leur absence dans plusieurs
cellules lors de la mitose (Bloodgood, 2009b). En 1975, Webber et Lee (Webber and Lee, 1975)
ont émis I'hypothése d'un possible role sensoriel des cils du néphron des mammiferes, en les
comparant a ceux des tissus sensoriels. Cette hypothése a été confirmée en 2000 par une
étude de Pazour et al (Pazour et al., 2000), qui a présenté des preuves expérimentales
démontrant la fonction physiologique du cil primaire.

Lorsque I'implication des cils primaires dans les maladies humaines a été démontrée (Pazour
et al.,, 2002) la prise de conscience de l'importance de cet organite s'est accrue. Ainsi
I'importance fonctionnelle du cil primaire a émergé au cours de ces 10 dernieres années. En
effet de nombreuses études ont montré les roles complexes des cils primaires notamment son
réle central au cours du développement et son implication dans un grand nombre de voie de
signalisations comme, par exemple, la voie Wnt et la voie Sonic Hedgehog (SHH) qui
conduisent a des réponses cellulaires variées comme la différenciation ou la prolifération
cellulaire (Fry et al., 2014). Les cils primaires sont donc principalement des organites de
détection et de transduction des signaux, souvent appelés antennes cellulaires (Singla and
Reiter, 2006). Les récepteurs et les molécules de signalisation sont concentrés au niveau des
cils primaires et séquestrés du reste de la membrane plasmique. Nachury note que les cils
primaires ont une surface 500 fois inférieure a I'ensemble de la membrane plasmique d'une
cellule et un volume 5 000 fois inférieur a celui du cytoplasme (Nachury, 2014).

Cette caractéristique distinctive est propice a leur rble de plaque tournante de la
communication permettant aux cils de transduire les informations extracellulaires en voies de
signalisation intracellulaires en aval afin de déclencher les réponses physiologiques
appropriées.

Plusieurs récepteurs et canaux ioniques sont localisés sur la membrane ciliaire, ol un nombre
croissant de signaux extracellulaires sont recus et transduits par I'ensemble ciliaire, facilitant
certaines voies de signalisation qui contrblent le développement des organes, ainsi que les
processus cellulaires (prolifération, différenciation, sénescence). Les voies de signalisation
primaires liées aux cils sont particulierement importantes : Wingless (Wnt), Hedgehog (Hh),
les récepteurs tyrosine kinase (RTK), les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), la voie
Notch, les facteurs de croissance transformant-B (TGF-B), cible mécaniste de la rapamycine
(mTOR) et la voie de signalisation Salvador-Warts-Hippo (SWH). En outre, d'autres voies de
signalisation ont été associées aux cils primaires, notamment la signalisation médiée par la
protéine de la matrice extracellulaire, la signalisation médiée par le canal potentiel des
récepteurs transitoires, la signalisation de la vasopressine dans les cellules épithéliales rénales,
la signalisation de la somatostatine, de la sérotonine et de I'hormone de concentration de la
mélanine.
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e La voie Sonic Hedgehog SHH

La voie de signalisation Hedgehog (Hh) conservée au cours de I’évolution est une voie majeure
du développement embryonnaire des vertébrés et du maintien des cellules souches. Elle est
impliquée dans la régulation de plusieurs processus, y compris la formation des membres et
des doigts, des os du crane et de la face, et dans la différenciation des cellules du tube neural
(Dessaud et al., 2008) (Placzek and Briscoe, 2018). Etant donné que la voie SHH est trés
importante pour la formation des membres, une dérégulation peut étre responsable
d’anomalies telle que la polydactylie qui est une malformation congénitale caractérisée par
I'existence d’un doigt ou orteil surnuméraire. La relation de cette voie avec le cancer a été
longtemps étudiée et il a été démontré des dérégulations de certaines tumeurs humaines,
telles que le carcinome basocellulaire et le médulloblastome. De ce fait, cette voie joue un
role important dans I'évolution de la radio et de la chimiorésistance de plusieurs types de
tumeurs. Ainsi, une meilleure connaissance de la voie SHH ouvre des perspectives pour des
thérapies ciblées contre les tumeurs cérébrales en tenant compte d’un apercu moléculaire
multifactoriel. C'est pourquoi des études émergentes sont menées afin de trouver de
nouveaux inhibiteurs de la voie de signalisation SHH, qui pourraient étre utilisés en toute
sécurité dans les essais cliniques (Skoda et al., 2018).

La voie Hh a été décrite pour la premiére fois dans des cellules non ciliées chez Drosophila
melanogaster ol son activation était non canonique (He et al., 2017; Riddle et al., 1993). Bien
gue le processus intracellulaire précis de la signalisation Hh est légérement divergé entre les
especes, impliquant différents mécanismes et composants protéiques, il a été démontré que
les cils primaires jouent un role essentiel dans la signalisation Hh dans le développement des
vertébrés et des invertébrés. L'association entre Hh et les cils a d’abord été établie a partir
d’un dépistage génétique chez la souris basé sur la structure du tube neural des embryons de
souris. Ce dépistage identifie un ensemble de géenes nécessaires (comme les génes IFT) a la
signalisation normale de Hh et a la formation des cils primaires (Huangfu et al., 2003).

Il a été suggéré que le cil fonctionne comme le centre de transduction de la voie Hh, il
concentre tous les acteurs primordiaux de la voie qui a travers le cil subit une activation dite
canonique (Goetz et al., 2009).

Il existe trois protéines qui peuvent activer la voie Hh chez les mammiféres : Sonic-Hedgehog
(SHH), Indian-Hedgehog (IHH) et Desert-Hedgehog (DHH). Ce sont des facteurs de signalisation
paracrine qui permettent la communication entre les cellules. I'expression de IHH est limitée
au cartilage et au tube digestif, celle de DHH est limité aux gonades, notamment aux cellules
de la granulosa des ovaires et aux cellules de Sertoli des testicules (Wijgerde et al., 2005).Vue
son expression ubiquitaire, SHH est le plus étudié des trois ligands. Il joue un réle
particulierement important dans la spécification des types de cellules du systeme nerveux et
dans la formation des membres.
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e Lavoie « OFF »

La signalisation HH implique de multiples interactions inhibitrices. En absence du ligand SHH,
le récepteur a 12 domaines transmembranaires PTCH1 (Patched1) est situé a la base d’un cil
primaire et inhibe I'activité du récepteurs 7 domaines transmembranaires SMO (Smoothened)
par une cascade de signalisation non identifiée. SMO est une protéine de type GPCR (G
protein-coupled receptor) et sa translocation dans la membrane ciliaire est une condition
préalable a I'activation des GLI ((Goetz and Anderson, 2010) (Lee and Ko, 2016)). Ainsi, en
absence de sa translocation dans le cil, les facteurs de translocation GLI seront inhibés par
SUFU (un régulateur négatif de la voie de signalisation SHH) qui se lie directement aux
protéines GLI et les séquestrent dans le cil, empéchant ainsi I'activation de la voie (Kogerman
et al., 1999).

Cependant, les mécanismes spécifiques de l'inactivation des GLI par SUFU ne sont pas
complétement compris. Les protéines GLI-FL (Glioma-associated oncogene homolog, full
lengh) sont converties en une forme répressive raccourcie en C-terminal : GLI-R. Cette forme
tronquée de GLls est ensuite partiellement dégradée apres une phosphorylation ultérieure par
le glycogene synthase kinase 3 béta (GSK3pB), la caséine kinase | (CK1) et la protéine kinase A
(PKA) (Teglund and Toftgard, 2010). Les protéines GLI retenues dans le cytoplasme par SUFU
sont ensuite dégradées ou traitées, ce qui inhibe la signalisation SHH (Humke et al., 2010)
Lorsque les GLI-R se déplacent vers le noyau, ils répriment les génes cibles de la voie SHH, y
compris PTCH1 et GLI1 eux-mémes (boucle de rétro-contréle) (Figure 13).

e Lavoie « ON »

En présence d’un ligand SHH ou d’un agoniste de la voie comme le SAG (Smo AGonist),
I'inhibition de SMO par PTCH1 au niveau du cil primaire est abolie : PTCH1 est internalisé et
dégradé. SMO migre alors a I'intérieur du cil en passant par la zone de transition et puis par
I'axonéme ou il sera acheminé grace aux IFT pour arriver a l'extrémité du cil ou il va
s‘accumuler. Ainsi, SMO sera activé et stabilisé par le déclenchement de la cascade de
signalisation SHH en aval (Denef et al., 2000).

L'activation de SMO va permettre d’arréter l'inhibition des GLls via I'inactivation de SUFU. qui
sera hyper-phosphoryler par plusieurs protéines kinase comme les PKC (protéine kinase C),
PI3K (phosphoinositide-3-kinase) et d’autres (Lauth et al., 2007). Linactivation de SUFU va
permettre la libération des GLls. On notera qu’il existe trois protéines GLI (GLI1, GLI2 et GLI3).
Ce sont des facteurs de transcription a doigt de zinc exprimés chez les vertébrés dans des
domaines qui se chevauchent et sont partiellement redondants. Ces trois protéines sont SHH-
dépendantes, ou seule GLI1 se présente comme un activateur transcriptionnel complet (full-
length). Tandis que GLI2 et GLI3 agissent comme des régulateurs négatifs ou positifs (GLI2A
activateur ou GLI2R répresseur et GLI3A activateur ou GLI3R répresseur, respectivement) de la
voie en fonction des modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles gu’elles
auront subies (dont les clivages protéolytiques) (Sigafoos et al., 2021). Le passage de la forme
GLI3A a la forme GLI3R est favorisé par rapport a GLI2. Par conséquent, les GLI2s agissent
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majoritairement comme des facteurs de transcription activateurs, tandis que les GLI3s agissent
comme des répresseurs. Donc quand des GLIA (activateurs) sont libérés, notamment GLI2 va
subir une translocation nucléaire (migrer du cytoplasme vers le noyau). GLI2 est un facteur de
transcription qui se fixe sur des régions régulatrices du génome et favorise I'expression de
genes cibles de la voie y compris PTCH1 et GLI1, dans une boucle de rétrocontréle négative ou
positive, respectivement (Kong, Siebold, et Rohatgi 2019) (Figure 13).

Il a été démontré que la prolifération des cellules souches hématopoiétiques, rétiniennes et
neurales ainsi que le développement des tissus épithéliaux au cours de I'organogenése, sont
en partie modulés par la voie SHH (Briscoe and Thérond, 2013). En plus, comme les cils
primaires sont essentiels pour la transduction de la signalisation SHH, ils jouent un double réle
permettant une régulation positive et négative de la voie. Il a été démontré que des cils
anormaux peuvent conduire a des phénotypes de perte de fonction SHH dans le tube neural,
ou a des phénotypes de gain de fonction SHH dans les membres, ce qui indique que la voie
SHH peut jouer un réle important dans la biogenese des cils primaires (Alves et al., 2023) et
causer des ciliopathies/pathologies.

Avec I'état d’avancement des connaissances et des modeles d’études disponibles, il est devenu
possible de tester cette voie de signalisation avec des modeles d’études in vitro et in vivo.

In vitro la voie SHH peut étre activée par le traitement des cellules avec des ligands activateurs
de la voie avec ou sans induction de la ciliogénese. Les ligands les plus utilisés sont le SAG
(Smoothened Agoniste) ou la rhSHH (recombinant-human Sonic hedgehog), ils different par
leur mode d’action.

Le SAG a la méme action que SMO : il va donc activer la voie SHH en court-circuitant I'activité
de SMO, c’est-a-dire sans avoir besoin que ce dernier subisse une translocation ciliaire. Ainsi
I'utilisation du SAG ne permettra pas de déterminer un défaut de translocation ou de la
fonction de SMO dans les cellules de patients présentant une altération de la voie SHH.

Le rh-SHH joue le réle du ligand SHH présent dans le corps humain, il va se fixer sur PTCH1 et
induire la translocation de SMO dans le cil permettant ainsi I'activation de la voie en suivant
toutes les étapes de la cascade de signalisation. Le choix de l'activateur de la voie SHH dépend
donc des questions biologiques posées.

Grace aux différents modeles existant et notamment aux modeles cellulaires, il est possible
d’étudier le fonctionnement de la voie SHH a plusieurs niveaux. Au niveau de 'ARNm, il est
possible de déterminer le niveau d’activation de la voie en analysant le niveau de transcription
des genes cibles de la voie comme PTCH1 et GLI1 par qRTPCR. Au niveau protéique, il est
possible de visualiser la translocation de SMO dans le cil ou la localisation des GLIs dans le
cytoplasme ou le noyau grace a leur marquage parimmunofluorescence (IF) avec des anticorps
spécifiques. La réalisation de western blot (WS) permet d’identifier la présence de chaque
protéine dans les différents compartiments de la cellule et d’établir les rapport GLI2 et GLI3
cytoplasmique vs nucléaire ou GLI3R vs GLI3A.
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Figure 13 : La voie SHH a travers le cil primaire. Présentation schématique de la régulation de la
cascade de signalisation de la voie SHH quand elle est OFF en absence du ligand SHH, ON en présence
du ligand et dans le cad d’'une anomalie ciliaire (adapté de Laclef et al. 2014)
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1l. Les ciliopathies
A. Définition

Le terme « ciliopathie » regroupe des pathologies humaines causées par une anomalie du cil
consécutive a des variations pathogénes dans des génes codant pour des protéines impliquées
dans la formation et la fonction du cil. Il s'agit de maladies génétiques rares dont les
prévalences peuvent varier de 1/1000 (pour les plus fréquentes comme les polykystoses
autosomales dominantes, PKD) a 1/1 000 000 (dans le cas des ciliopathies ultra-rares comme
le syndrome d’Alstrom) (Choudhury et al., 2021) (McConnachie et al., 2021).

Un large groupe de plus de 35 maladies génétiques humaines, connues sous le nom de
"ciliopathies", a été lié a plus de 180 protéines associées aux ciliopathies (Reiter and Leroux,
2017; Wheway et al., 2015). En plus de I'hérédité mendélienne monogénique, I'oligogénisme
(quand une maladie est due a des mutations dans 2 ou plusieurs génes), les modifications
génétiques, les interactions épistatiques (ce sont les interactions existant entre 2 ou plusieurs
genes, I'un d’entre eux masquant ou empéchant I'expression des autres) et les insertions de
rétrotransposons ont toutes été décrites lors de la définition du phénotype des ciliopathies
(Focsa et al., 2021).

La classification des ciliopathies est basée sur la physiopathologie sous-jacente et permet la
distinction entre les ciliopathies « motiles » (dyskinésie ciliaire) et « non motiles ».

e Comme leur nom l'indique, les ciliopathies « motiles », sont causés par des anomalies
du cil motile consécutives majoritairement a des variations dans les génes codant pour
des protéines en lien avec les bras de dynéines affectant ainsi la motilité du cil. Elles
peuvent aller des anomalies isolées telle que la stérilité masculine (le spermatozoide
est pourvu d’un cil motile) a des troubles multisystémiques tels que la dyskinésie
ciliaire primaire (PCD, MIM244400) qui est la ciliopathie motile la plus courante. Les
patients atteints présentent des situs inversus, des bronchites et sinusites chroniques
et des problemes de fertilité (Wallmeier et al., 2020).

e Les ciliopathies « non motiles » sont des maladies du cil primaire dont la présence est
guasi-ubiquitaire dans le corps humain. Il s’agit donc de pathologies pléiotropiques qui
touchent principalement dix organes : la rétine, les gonades, le systéme nerveux
central, le systeme olfactif, le foie, les reins, le tissu adipeux, les membres et le
squelette (Marion et al., 2011). Ces atteintes d’organes peuvent étre soit isolées (ex :
RP ol seule la rétine est atteinte) soit associées c’est-a-dire plusieurs organes
simultanément sont atteints : on parle d’'une forme syndromique (ex : Syndrome de
Bardet Bidl, BBS).

Ces pathologies sont caractérisées par une forte hétérogénéité phénotypique et génétique.
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L'hétérogénéité phénotypique est expliquée par le fait qu’un individu atteint d’une ciliopathie
peut présenter plusieurs signes cliniques simultanément mais pas nécessairement toutes les
manifestations typiques du syndrome. Par exemple, seulement certains les patients BBS sont
concernés par la polydactylie (Figure 14).
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Figure 14 : I'hétérogénéité phénotypique des ciliopathies. Représentation des différentes atteintes
dans chacun des sous-groupes de ciliopathies sous leurs formes isolés et syndromiques. La couleur des
organes plus ou moins foncée représente leur atteinte plus ou moins sévére. Le chevauchement des
phénotypes entre les sous-groupes rend le diagnostic clinique compliqué. (ACL : Amaurose congénitale
de Léber, ALMS : syndrome d’Alstrom, NPHP : Néphronophtises, MKKS : syndrome de McKusick
Kaufman, BBS : syndrome de Bardet-Biedl, JBT : syndrome de Joubert, MKS : syndrome de Meckel-
Gruber, OFD : syndrome Oro-facial-digital) (Laboratoire de Génétique Médicale, U1112).

L'hétérogénéité génétique est expliquée par le fait que plusieurs génes peuvent étre
responsables de la méme pathologie (ex : 26 génes sont connus pour étre responsable du
syndrome de Bardet-Biedl qui est un sous-groupe des ciliopathies) (Melluso et al., 2023)
(Figure 15).
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Figure 15: L'hétérogénéité génétique des ciliopathies. Représentation des chevauchements des
génes impliqués dans les ciliopathies : certains genes peuvent étre responsable de plusieurs
ciliopathies d’ol la complexité du diagnostic moléculaire. (BBS : syndrome de Bardet-Biedl, MKS :
syndrome de Meckel-Gruber, JBT : syndrome de Joubert, NPHP : Néphronophtises ; MKKS : syndrome
de McKusick Kaufman et ALMS : syndrome d’Alstrom) (Adapté de Mitchison et al. 2017).

Du fait de leur mécanisme physiopathologique commun, les ciliopathies présentent un
chevauchement moléculaire. Par exemple, le gene BBS1 peut étre responsable aussi bien d’'un
syndrome de Bardet-Biedl que d’une rétinopathie pigmentaire isolée (Estrada-Cuzcano et al.,
2012). Les ciliopathies sont également caractérisées par un chevauchement clinique : chacune
présente l'association d’atteintes d’organes précise dressant ainsi des tableaux cliniques
typiques mais certains des signes cliniques sont communs entre deux ciliopathies distinctes.

L'atteinte prédominante permet d’orienter le diagnostic vers un sous-groupe de ciliopathies et
c’est l'association parfois spécifique de signes cliniques additionnels qui oriente plus
spécifiguement le diagnostic. Par exemple, le syndrome oro-facio-digital (OFD) est caractérisé
par une atteinte squelettique prédominante alors que le syndrome de Meckel-Gruber (MKS)
est caractérisé par une atteinte neurologique prédominante (Zaghloul and Katsanis, 2009)
Ainsi, 2 patients peuvent avoir des signes cliniques proches mais des anomalies génétiques
dans des genes différents. Lexamen clinique seul aurait potentiellement conclut a la méme
ciliopathie. Mais, le diagnostic moléculaire permet de conclure a deux ciliopathies différentes.

» Le laboratoire s’intéresse aux ciliopathies non motiles qui forment un vaste groupe de
maladies génétiques provoquées par un défaut du cil primaire et plus particulierement au
syndrome de Bardet-Bied| (BBS) qui sera défini par la suite.
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B. Le syndrome de Bardet-Bied|

Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS, MIM# 209900) est un sous-groupe de ciliopathies
primaires. C'est une maladie génétique rare héréditaire a transmission autosomique récessive
qui touche plusieurs organes (Beales et al., 1997). Il s’agit de la premiere ciliopathie décrite en
2003 (Ansley et al., 2003) bien que cette maladie soit connue depuis 1866, lorsque les
médecins Laurence et Moon (Laurence and Moon, 1995) ont décrit pour la premiére fois le
phénotype, comprenant la rétinite pigmentaire, la déficience intellectuelle, I'hypogonadisme
et la paraplégie spastique, dans quatre cas. Des décennies plus tard, un phénotype similaire,
consistant en une obésité, une dystrophie rétinienne, une polydactylie et des problemes
cognitifs avec des difficultés d'apprentissage, a été rapporté en 1920 par le Docteur Bardet et
en 1922 par le professeur Biedl (Moore et al., 2005). Il s'agit d'une affection rare, dont la
fréquence varie selon les zones géographiques. La prévalence du BBS varie de 1/160 000 dans
les populations du nord de I'Europe (Waters and Beales, 2011) a 1/13 500 et entre ~1/45 000
et ~1/66 000 dans les communautés isolées du Koweit et de I'lle de la Réunion
respectivement, ol regne un niveau de consanguinité plus élevé (Farag and Teebi, 1989;
Gouronc et al., 2020).

1. Le phénotype du BBS

Les patients atteints du BBS sont caractérisés par le tableau clinique suivant associant : une
rétinopathie pigmentaire (RP), une obésité, une insuffisance rénale, une polydactylie, un
retard des acquisitions et un hypogonadisme. Ce tableau clinique n’est pas toujours complet
chez les patients et en plus de ces manifestations majeures des manifestations mineurs
peuvent aussi se rajouter telle que les anomalies hépatiques, le diabéte, un retard de
croissance et d’autres. De ce fait, les criteres diagnostiques établis correspondent a
I’association de 4 critéres majeurs (RP, obésité, insuffisance rénale, polydactylie, retard des
acquisitions et hypogonadisme) ou de 3 critéres majeurs associés a 2 ou 3 critéres mineurs
(anomalie hépatique, diabéte sucré, retard de croissance, retard psychomoteur, trouble du
langage, retard de développement, strabisme, anomalies dentaires, perte auditive,
malformations cardiaques) (Beales et al., 1999; Billingsley et al., 2011; Putoux et al., 2012)
(Figure 16).
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Criteres majeurs Patient BBS Critéres mineurs

Polydactylie Syndactylie/ Brachydactylie

F=======5

Retard psychomoteur, trouble de la parole,
retard de éveloppement/croissance, ataxie

Atteintes cérébrales

Obésité Anomalie hépatique, diabéte sucré,

Rétinopathie
pigmentaire

Myopie sévere, strabisme, cataracte,
astigmatisme

Anomalies rénales Polyurie-polydipsie

Ir
1
2 fo{H i Perte auditive, troubles dentaires,
Hypogénitalisme i
1
1
1

bronchite, malformation cardiaque

Figure 16 : Le phénotype typique BBS. Les critéres majeurs et mineurs du phénotype d’un patients
attient du BBS. Selon Beales et al. 1999, le diagnostic clinique d’un BBS se fait par I'association de 4
criteres majeurs ou de 3 critéres majeurs associés a 2 ou 3 critéres mineurs (Laboratoire de Génétique
Médicale, U1112).

2. Les signes cliniques majeurs du BBS

- Larétinopathie pigmentaire : La dystrophie rétinienne est |'atteinte la plus pénétrante

affectant jusqu'a 100 % des patients. La formes la plus courante est une dystrophie
bdtonnets-cOnes avec une atteinte maculaire précoce. La dégénérescence des
photorécepteurs se traduit par un dépo6t de pigments au fond de I'ceil d’ou le nom de
rétinopathie pigmentaire. Elle provoque une déficience visuelle qui apparait
généralement trés tot et aboutit a une cécité entre la deuxieme et la troisieme
décennie de la vie pour la plupart des patients. (Denniston et al., 2014). Les examens
permettant de faire le diagnostic d’une rétinopathie pigmentaire et de suivre son
évolution sont: I'électrorétinogramme (ERG), un examen du fond de I'ceil et un
examen du champ visuel. La rétine est affectée dans presque toutes les ciliopathies du
fait de présence des cils primaires dans les photorécepteurs (batonnets et cénes).
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Comprendre la pathogénicité des dystrophies rétiniennes dans les ciliopathies est donc
une condition préalable a la mise au point des thérapies ciblées.

L’obésité : Les patients BBS présentent généralement une obésité (dans 72 a 92 % des
cas). Les patients présentent généralement un poids normal a la naissance, mais dans
90 % des cas, ils prennent du poids au cours de la premiere année de vie et I'obésité
devient évidente au cours des trois premieres années de vie (Lee et al., 2022).
L'apparition de I'obésité chez les patients BBS est due au fait que certaines protéines
BBS sont impliquées dans la signalisation de la leptine (hormone de la satiété) a travers
le cil primaire (Dam, 2018; Guo et al.,, 2016; Seo et al., 2009). Certaines études
suggerent que les cils sont nécessaires a la signalisation de la leptine dans
I'hypothalamus. La leptine est I’lhormone controlant la sensation de satiété qui, en cas,
de dérégulation conduit a une hyperphagie et a I'obésité a long terme. Des modéles
murins du BBS (Bbs2-/-, Bbs4-/- et Bbs6-/-), présentent une résistance a la leptine et
une hyperlipidémie, le méme mécanisme est observé chez les patients BBS qui
présentent des taux plasmatiques de leptine élevés. En plus, il a été démontré que
BBS1 interagit physiquement avec le récepteur de la leptine, et que BBS1 et BBS2 sont
nécessaires au transport du récepteur de l'insuline vers la membrane. Les études
portant sur les souris BBS (Bbs2-/-, Bbs4-/- et Bbs6-/-) montrent que les animaux
présentent aussi une résistance a l'insuline. Ces études suggérent un réle central des
protéines BBS dans le controle du poids corporel (Seo et al., 2009; Starks et al., 2015).

La polydactylie postaxiale : La polydactylie postaxiale se trouve chez 63-81% des

patients BBS. Son apparition est due au fait que certaines protéines BBS participent a
la régulation des voies de signalisations impliquées dans le développement des
membres et des doigts comme la voie SHH. Par exemple il a été démontré que BBS1
interagit avec des acteurs de la voie SHH comme SMO et PTCH1. Chez certaines souris,
la perte de protéines Bbs entraine une réduction de la réponse Shh qui pourrait étre a
I'origine de la polydactylie chez ces derniers (Priya et al., 2016). La majorité des
patients ont un doigt surnuméraire entierement formé sur le bord latéral du pied (plus
fréguemment) ou de la main, la polydactylie peut étre présente dans les quatre
membres (21%), uniqguement sur les mains (8%) ou uniquement sur les pieds (21%)
(Beales et al., 1999). Il est intéressant de noter que la polydactylie méso-axiale peu
courante peut aussi se trouver et elle est associée a des mutations du gene
BBS17/LZTFL1) (Schaefer et al., 2014) ou IFT27/BBS19 (Schaefer et al., 2019). D’autres
caractéristiques secondaires peuvent aussi se manifester comme une brachydactylie
(longueur des doigts plus court) (46%) ou une syndactylie, fusion de 2 doigts (8%,
généralement entre le deuxiéme et troisieme orteils).

Les anomalies rénales : La prévalence des anomalies rénales chez les patients varie

d'une étude a l'autre, lI'une des raisons est liée a la définition de I'anomalie rénale
considérée. Certains considerent des anomalies structurelles des reins et d'autres
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considere une perte de la fonction rénale. A savoir que les anomalies rénales dans le
BBS peuvent étre a la fois anatomiques et fonctionnelles et comprennent la dysplasie
kystique, des reins avec une volumétrie variable (reins hyperéchogénes en anténatal
par ex), des reins ectopiques, la néphrite tubulo-interstitielle, la glomérulosclérose, la
polyurie et les défauts de concentration de I'urine et d’autres (Marchese et al., 2020).
L'expression des protéines BBS dans le rein suggere que des facteurs locaux peuvent
contribuer a I'atteinte rénale (Patnaik et al., 2020). Une étude a démontré que
I'absence de I'un des principaux génes BBS (le géne BBS10), provoquent plusieurs
aberrations métaboliques dans une lignée cellulaire dérivée de I'épithélium rénal de
souris (IMCD3-Bbs10-/-). Ces anomalies comprennent une augmentation de la
glycolyse aérobie, une accumulation anormale de lipides cytoplasmiques et un
dysfonctionnement mitochondrial : des facteurs contribuant a la progression de la
maladie rénale. Ces aberrations biologiques sont connues pour étre en corrélation
avec l'apparition d'un dysfonctionnement rénal chronique dans la population générale
et pourraient contribuer a l'incidence élevée du dysfonctionnement rénal chez les
patients BBS (Marchese et al., 2022).

- L’hypogonadisme : L'hypogonadisme ou les anomalies génito-urinaires sont présents
chez 59 % des patients atteints de BBS (Forsyth and Gunay-Aygun, 1993). Les patients
peuvent présenter un retard dans I'apparition des caracteres sexuels secondaires, une

cryptorchidie (9 %), un micropénis, des testicules de petit volume, un utérus malformé,
une atrésie vaginale et d'autres anomalies génitales. Les femmes ont souvent un cycle
menstruel irrégulier et des ovaires polykystiques (14,7 %, une caractéristique mineure)
(Niederlova et al., 2019).

- Retard des acquisitions : Le retard des acquisitions est présent chez 60 a 66 % des

patients. L'imagerie par résonance magnétique (IRM) montre une réduction du volume
de la matiere grise de I'hippocampe et une perte du volume en matiére blanche dans
le faisceau longitudinal inférieur droit (McIntyre et al.,, 2016). Le retard du
développement est souvent global mais il est parfois spécifique a certains domaines,
comme la motricité et/ou le langage. Les retards de langage sont souvent pris en
charge par la thérapie orthophonique. Kerr et al ont rapporté que le fonctionnement
intellectuel moyen des patients était inférieur de 1,5 déviations standards par rapport
aux attentes normales, mais que seuls 20 a 25 % des patients répondaient aux critéres
diagnostiques (Kerr et al., 2020) (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Fifth Edition, DSM-5) de la déficience intellectuelle (Zacchia et al.,
2017b)(Gouronc et al., 2020).

3. Les genes impliqués dans le BBS
A ce jour et grace aux progres des méthodes de séquencgage, 26 genes ont été identifiés
comme responsables du BBS (Meyer et al., 2022; Solarat and Valverde, 2023). L’ensemble des
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protéines codées par ces genes BBS participent au fonctionnement ou a la formation du cil
primaire (Novas et al., 2015). Cependant, pour certains génes, le réle des protéines qu’ils
codent reste a déterminer. Tous ces genes sont répartis sur plusieurs autosomes et
représentent au total plus de 200 exons, pour lesquels il y a eu I'identification de variants
pathogénes permettant ainsi de résoudre environ 80% des cas BBS examinés cliniquement. La
plupart des protéines BBS ont été détectées a la base du cil primaire, certaines d'entre elles
ont été détectées le long du cil et d’autre ont des localisations extra ciliaires (dans le noyau et
le réticulum endoplasmique). Les protéines ainsi que leur localisation et leurs fonctions sont
listés dans le tableau ci-dessous et présentés dans la (

Figure 17).
Gene Nom de la Locus Localisation dans la Tissus Fonctions/ localisations
protéine chromosomique cellule spécifiques ciliaires
B -Biedl |
BBS1 ardet-Bied 11913.2 Cil et corps basal Non Composant du complexe
syndrome 1 BBSome
BBS2 Bardet-Bied| 16q13 Cil et corps basal Non Complexe BBSome
syndrome 2
Bardet-Bied|
BBS3/ARLG §yndrome 3 ADP 3q11.2 Cil, corp's 'basal, zone Non GTPase |m'p||gL'|e.e dans le
ribosylation factor de transition, cytosol trafic ciliaire
like GTPase 6
BBS4 Bardet-Biedl 15q24.1 Cil et corps basal Non Composant du complexe
syndrome 4 BBSome
Bardet-Biedl Composant du complexe
BB 2g31.1 | N
55 syndrome 5 a3 Corps basa on BBSome
Bardet-Bied|
BBSE/MKKs | SYndrome 6 MKKS 20p12.2 Cil et corps basal Non Composant du complexe
centrosomal chaperonine-like
shuttling protein
Bardet-Bied| . Composant du complexe
BBS7 4q27 | | N
S syndrome 7 q Cil et corps basa on BBSome
Bardet-Bied|
d 8 . C td |
BBsg/TTCg | Yharomee 14931.3 Cil, IFT et corps basal Non omposant du complexe
tetratricopeptide BBSome
repeat domain 8
BBS9 Bardet-Bied| 7p14.3 Gil Non Composant du complexe
syndrome 9 BBSome
BBS10 Bardet-Bied| 12q21.2 Corps basal Non Composant dg complexe
syndrome 10 chaperonine-like
Bardet-Bied|
BBS11/ syndrome 11 9433.1 Filaments Non Ubiquitine ligase E3,
TRIM32 tripartite motif 923 intermédiaires dégrade plusieurs cibles
containing 32
BBS12 Bardet-Bied| 4q27 Corps basal Non Composant d%] complexe
syndrome 12 chaperonine-like
Bardet-Biedl Composant du complexe
BBS13/ syndrome 13 MKS tectonic-like situé dans la
MKS1 transition zone 17q22 Corps basal Non zone de transition du cil
complex subunit | primaire
Bardet-Bied| Protéine du centrosome
BBS14/ syndrome 14 Corps basal et impliqué
12921.32
CEP290 centrosomal G213 centrosome Non dans la formation du cil
protein 290 primaire
Bardet-Bied|
BBS15, Cytosol € t . e
/ syndrome 15 WD 2p15 ytosol, axonemole N Non Controéle la ciliogénése
WDPCP L membrane plasmique
repeat containing
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planar cell polarity
effector
Bardet-Biedl
BBS16/ syr;idr:arlr;: lsnSdHH 1q43-q44 Corps basal, zone de Non Impliqué dans la
SDCCAG8 g & . a*-q transition et centriole ciliogénese et la voie SHH
ciliogenesis
regulator
Bardet-Biedl
syndrome 17 Surtout dans Régulele trafique du
BB17/ . . . .
leucine zipper 3p21.31 Cil et corps basal les tissus BBSome
LZTFL1 L. .. .
transcription lymphoides et la voie SHH
factor like |
Bardet-Biedl
BBS18/ syndrome 18 Surtout dans | Composant du complexe
BBSome 10g25.2 Cytosol . P S P
BBIP1 . . . les testicules chaperonine-like
interacting protein
[
Bardet-Bied|
BBS19/ syndrome 19 . .
IFT27 intraflagellar 22qg12.3 Cil, IFT et corps basal Non Composant de I'IFT-B
transport 27
Bardet-Bied|
BBS20/ syndrome 20 - ,
\FT172 intraflagellar 2p23.3 Vésicules Non Composant de I'IFT-B
transport 172
Bardet-Bied|
BBS21/ syndrome 21 cilia
CFAP418/ and flagella 8qg22.1 Corps basaclilet base du Non Fonction non déterminer
C80RF37 | associated protein
418
Bardet-Bied|
BBS22/ syndrome 22 . ,
IET74 intraflagellar 9p21.2 Cil, IFT et corps basal Non Composant de I'IFT-B
transport 74
BBS23/ Centrosomal Ref:rute la G'I.'F.’a.se RABL2B
. 3929 Centrosome Non a la base ciliaire et au
CEP19 protein 19
complexe IFT-B
S-phase cyclin A Réticulum Dvnamique et
SCAPER associated protein 15g24.3 endoplasmique, tip du Non , v q .
. . désassemblage du cil
in the ER cil
Composant des appendices
Sodium channel distaux qui ancrent le cil a
SCLT1 and clathrin linker 4928.2 Centriole Non la membrane plasmique,
1 impliqué dans la
ciliogénese
Surtout dans | Signalisation de la matrice
NPHP1/ . -, . .
Nephrocystin 1 2913 Zone de transition le muscle cellulaire au niveau de
CEP164 . , -
squelettique I'adhésion focale

Tableau 2 : Liste des genes BBS. Listes des génes connus responsables du syndrome de Bardet-Biedl
chez I'Homme, leur localisation cellulaire et leur fonction (adapté de (Melluso et al., 2023)).
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Légende :

<\ BBSome

A Complexe IFT

Dynéine
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BB511
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BBS6 BBS13
BBS10 BBS14
BBS12 BBS15
BBS16
BBS23/CEP19
NPHP15

Figure 17 : Les protéines BBS. Représentation de la localisation des protéines BBS autour du cil primaire
(adapté de Melluso et al. 2023).

La contribution de ces 26 genes BBS est variable et peut selon les populations étre différentes
comme sur I'lle de La Réunion avec le géne BBS3/ARL6 qui est majoritaire (Gouronc et al.,
2020) (Figure 18).

Des variants pathogéenes dans les génes BBS1 a BBS24 représentent de 80 % a 100% des cas
dans le monde selon les cohortes de patients (McConnachie et al., 2021; Shamseldin et al.,
2020). BBS1 et BBS10 sont les contributeurs majeurs du BBS, environ 50 % des diagnostics
dans les pays occidentaux sont dus a des mutations dans trois genes : BBS1, BBS2 et BBS10
(Zacchia et al., 2021). Dans les populations caucasiennes, les mutations des genes BBS1 et
BBS10 sont en effet détectées chez 21 a 30 % des patients (Janssen et al., 2011; Muller et al.,
2010) pourcentage qui atteint 40 a 50 % chez les patients d'Europe du Nord (Harville et al.,
2010).

Un effet fondateur est a l'origine des deux mutations les plus courantes en Europe du Nord :
p.M390R (BBS1, c.1169T>G représentant 70 % des cas de BBS1) et p.C91Lfs*5 (BBS10,
¢.271dupT représentant 48 % des cas de BBS10). Le reste des génes BBS connus sont tres
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rarement mutés dans les familles BBS identifiées et représentent chacun <5% des cas BBS.
Certains d'entre eux n’ont été identifiés que dans quelques familles BBS, ils sont donc des
contributeurs mineurs du syndrome (Khan et al., 2016) et pour certains le statut de géne
candidat est encore discuté (TRIM32/BBS11). Par exemple, le géne BBS5 n’est retrouvé muté
que chez 2% des patients BBS.

La plupart des génes BBS ont une faible spécificité tissulaire. Il existe quelques exceptions telle
que BBS18/BBIP1 qui est principalement exprimé dans le testicule, BBS17/LZTFL1 qui est
exprimé dans le tissu lymphoide et NPHP1 dans le muscle squelettique. Presque tous les génes
BBS sont liés a la fonction du cil primaire et plusieurs d'entre eux ont été décrits dans d'autres
ciliopathies. Par exemples des variants des geénes BBS13, BBS14 et BBS16 ont été identifiés
dans le syndrome de Meckel (Schaefer et al., 2011) et des variants du gene CEP290/NPHP6
dans les syndromes de Joubert, Senior-Lecken, Meckel-Gruber, la néphronophtise et
I'amaurose congénitale de Leber (Zacchia et al., 2017a). Ce chevauchement génétique entres
les différents sous-groupes de ciliopathies rend le diagnostic moléculaire compliqué. Malgré
les difficultés du diagnostic, le BBS est la ciliopathie avec le taux de résolution le plus élevé
avec plus de 80%, et seulement 20% des cas restent irrésolus (Mitchison and Valente, 2017).
Des études supplémentaires seront requises afin de pouvoir résoudre les familles encore
négatives.

Autres BBS
8%

¢.1169T>G
p.M390R

BBS2
10%

BBS3
5%

8859 BBS4
3% pBss Bs5 5%
, BBS7 BBS6
2% 4%
4% 6% 6

Figure 18 : Le pourcentage de patient mutés pour chacun des génes BBS. Le camembert présente la
contribution de chacun des génes BBS chez les 80% de patients résolus (adapté de https://www.bardet-
biedl.com, 2022).
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V. La Recherche translationnelle

Depuis 2002, le Laboratoire de Génétique Médicale (LGM, U1112) s'est concentré sur
I'identification des causes moléculaires des dystrophies syndromiques rétiniennes (SRD) en se
focalisant plus particulierement sur les ciliopathies. Le Laboratoire cherche a identifier les
mécanismes moléculaires (variations et génes) responsables de ciliopathies, a caractériser les
mécanismes physiopathologiques sous-jacents dans le but de révéler de possibles options
thérapeutiques. Le LGM U1112 est une unité mixte de recherche (INSERM, Université de
strasbourg) qui fait la transition entre I'activité de recherche clinique du service de génétique
médicale des Hopitaux Universitaire de Strasbourg (HUS), I'activité de diagnostic et I'activité
de recherche scientifique plus fondamentale. Ainsi, 'équipe du laboratoire est constituée de
cliniciens, de scientifiques et de bio-informaticiens qui développent une recherche
translationnelle. Cette recherche a comme point de départ I'observation clinique de patient
atteints de maladies génétiques rares dans le but d’identifier les causes génétiques de leur
affection et d’en étudier les mécanismes physiopathologiques (au niveau cellulaire et au
niveau d’organismes modeles) pour aboutir a des hypothéses thérapeutiques ouvrant la voie
vers des projets de thérapies précliniques pour enfin retourner vers le patient (Figure 19). Le
patient est donc le point de départ et le point d’arrivée de cette recherche. La recherche
translationnelle permet de faire un lien direct entre la recherche fondamentale et la recherche
clinique. Le flux bidirectionnel des connaissances entre les scientifiques et les médecins
permet d’améliorer et d’enrichir les deux types de recherches. D’'une part, I'évolution des
techniques du diagnostic moléculaire et des tests fonctionnels pour la validation des variants
permet d’identifier les causes moléculaires pour les patients concernés par « l’errance
diagnostic », de rendre ainsi un résultat au patient et de confirmer son diagnostic clinique. Ce
résultat est trés important pour les patients et les membres de sa famille qui pourront
bénéficier d’'un conseil génétique dans le cas d’un projet parental. D’autre part, les
observations cliniques permettent de favoriser I'exploration de nouvelles pistes, théories ou
concepts dans I'étude des mécanismes physiopathologiques. Cela permettra une meilleure
compréhension du rble des génes/protéines au niveau de la cellule et des organelles ou ils
sont exprimés, d’enrichir donc la connaissance. Dans le cadre des ciliopathies les cliniciens et
les biologistes moléculaires font face a plusieurs difficultés liées a la grande hétérogénéité et
chevauchement clinique et génétiques de ces pathologies. Comme il a déja été expliqué, les
formes syndromiques de ciliopathies sont caractérisées par une hétérogénéité phénotypique
et génétique qui rendent le diagnostic clinique et moléculaire compliqués, les cliniciens et les
chercheurs doivent franchir plusieurs défis aux différentes étapes de I'étude afin de pouvoir
arriver a un résultat fiable. Des stratégies de diagnostic clinique et moléculaires ont donc été
mis en place afin de faciliter ces étapes et d’harmoniser les criteres d’évaluation entre tous
les centres qui travaillent sur ces pathologies.
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Génétique médicale, CARGO

0 Diagnostic clinique Mode de transmission

mécanismes Laboratoire de
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Figure 19 : La recherche translationnelle. Représentation des différentes étapes de la recherche
appliguée dans le laboratoire de Génétique Médicale-U1112. CARGO : Centre de référence pour les

Affections Rares en Génétique Ophtalmologiques.
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A Le diagnostic clinique

Le patient est orienté vers un centre de référence en fonction de son atteinte clinique. A
Strasbourg, le CARGO (Centre de références pour les maladies génétiques rares
ophtalmologiques) est le centre de référence pour tous les patients présentant des anomalies
ophtalmologiques sous leur forme isolé et syndromique. Un bilan clinique sera réalisé pour le
patient, le clinicien établit un formulaire clinique listant les atteintes et en fonction du niveau
de complexité du tableau clinique du patient, méme si le nom du syndrome est évident, une
confirmation par un diagnostic moléculaire est indispensable.

Il existe des tableaux cliniques caractéristiques de chaque sous-groupe de ciliopathies, ils ont
été établis en fonction des signes majeurs observés dans chacun de ces derniers. Les sous-
groupes de ciliopathies sont définis par I'association spécifiques de phénotypes typiques, par
exemple dans le syndrome de Bardet-Biedl le diagnostic est établi en fonction du nombre de
signes cliniques observé chez les patients. Parfois une atteinte majeure peut étre présente que
dans un sous-groupe de ciliopathies et pas dans l'autre permettant ainsi de distinguer entre
les deux. Par exemple, en théorie le syndrome de Joubert se distingue du syndrome de Meckel-
Gruber par I'absence d’anomalies squelettiques et cranio-faciale.

Un autre critére important a prendre en considération est I'age du patient lors du diagnostic
clinique, certains symptomes et signes majeurs sont consécutifs d’'une dégénérescence
progressive et apparaissent tard, généralement au cours de la premiére décennie de la vie. Il
est donc trés fréquent que le phénotype ne répond pas aux critéres de diagnostic des le début
de la vie. Le tableau clinique complet varie donc d'un individu a I'autre, d’ou I'importance
d’assurer un suivi continue et régulier des patients dans le meilleur des cas dés la petite
enfance afin d’affiner au plus le diagnostic et de permettre une prise en charge optimale avec
le temps.

1. La difficulté du diagnostic clinique dans le cadre du BBS

Les antécédents familiaux négatifs pour le BBS sont fréquents, comme c'est le cas pour
d'autres maladies autosomiques récessives. A savoir que le diagnostic précoce est encore plus
difficile, en raison de I'apparition progressive de certains signes cliniques au fil du temps.

Des signes cliniques sont particulierement visibles de maniere précoce (période anténatale)
dont les anomalies rénales (comme des reins hyperéchogenes avec I'apparition de kystes).
Mais ces observations sont clairement non spécifiques. Des reins hyperéchogeénes pré/péri-
nataux peuvent également étre observés dans d'autres pathologies telles que la polykystose
rénale autosomique récessive et dominante (ARPKD, ADPKD), ainsi que dans d'autres
ciliopathies syndromiques, telles que le syndrome de Meckel-Gruber (Simonini et al., 2022).
En France, I'analyse systématique des reins lors de |la seconde échographie réalisée au second
trimestre de la grossesse (entre 22 et 24 semaines d’aménorrhées) permet de détecter ce type
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d’anomalies. En cas de détection positive, il est fortement recommandé de recherche une
polydactylie afin de préciser les diagnostics différentiels (Mary et al., 2019). La polydactylie
est plus complexe a identifier et ne fait pas partie des éléments systématiquement recherchés
a I'échographie en dehors d’antécédents spécifiques. La polydactylie souvent associée avec
des anomalies génito-urinaires a I'échographie prénatale, sa présence incite a la suspicion
clinique (Forsythe et al., 2018). L'obésité est un autre signe assez précoce (petite enfance), les
patients qui ont un poids corporel normal a la naissance, développent souvent une obésité au
cours de la premiére année de vie (Forsythe and Beales, 2013). D'autres symptomes et signes
majeurs apparaissent plus tard, généralement au cours de la premiere décennie de la vie, il
est donc trés fréquent que le phénotype ne répond pas aux critéres de diagnostic des le début
de la vie. Le tableau clinique complet varie d'un individu a l'autre, selon Beales et al (Beales et
al., 1999) I'age moyen du diagnostic est de 9 ans (Gupta et al., 2022). Dans le « Clinical Registry
Investigation of BBS » (CRIBBS), I'age médian au moment du diagnostic est de 5,8 ans
(Pomeroy et al., 2021). Il convient de noter que la variabilité phénotypique des patients
atteints de BBS est assez élevée, méme au sein d'une méme famille, ce qui rend le diagnostic
clinique difficile.

En plus, le chevauchement phénotypique avec d'autres ciliopathies syndromiques constitue
une autre difficulté dans |'établissement du diagnostic clinique. Les patients adultes atteints
de BBS présentent par exemple un chevauchement clinique avec les syndromes de Senior-
Loken (SLS, OMIM#266900) et d'Alstrom (ALMS, OMIM#203800). Le SLS est caractérise par
une RP et des anomalies rénales et I’ALMS est caractérisé par une dystrophie rétinienne (cone-
batonnet), une perte d’audition, une obésité et petite taille entre autres. Malgré toutes les
informations sur les phénotypes majeurs de chacun des syndromes et les criteres
diagnostiques propres a chacune des pathologies, le diagnostic clinique des ciliopathies et
donc du BBS en particulier reste un défi auquel les cliniciens font face avec chaque patient.

B. Le diagnostic moléculaire

Le diagnostic moléculaire permet d’identifier les causes génétiques de la pathologie des
patients permettant ainsi aux cliniciens de confirmer le diagnostic clinique réalisé ou de le
réorienter en cas d’incertitude (si le géne trouvé ne correspond pas a I'hypothése émise). Pour
réaliser le diagnostic moléculaire un préléevement biologique est réalisé (biopsies de peau,
échantillons sanguins, échantillons de salive) auprés des patients et de ses parents si possibles
et constitue la source du matériel biologique (ADN, ARN, protéines) permettant les analyses
suivantes. Une exploration globale des séquences de 'ADNg sera ensuite réalisée pour le trio
(le cas index et ses parents) grace aux différentes techniques de séquencage afin d’identifier
le(les) variant(s) pathogene(s) dans le gene chez le patient a I'état homozygote (ou
hétérozygote composite) et chez les parents a I'état hétérozygote (dans le cas de la plupart des
ciliopathies) et ainsi confirmer la ségrégation familiale.

En général, les ciliopathies, comme la plupart des maladies mendéliennes, sont des maladies
monogéniques causées par la mutation d’un seul géne. La pénétrance de ces maladies est
compléte c’est-a-dire tous les individus qui portent le gene muté sont malades. Par contre, une
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variabilité clinique significative a été rapportée parmi les fréres et sceurs porteurs des mémes
mutations génétiques, ce qui suggere l'existence de modificateurs génétiques, épigénétiques
ou méme environnementaux capables de moduler leur manifestation phénotypique. Il a été
donc constaté que certaines familles BBS présentaient d’hérédité oligogénique, c’est-a-dire
gue les mutations autosomiques récessives d'un gene BBS (2 mutations bialléliques) doivent
&tre associées a une troisiéme mutation hétérozygote (3°™¢ mutation monoallélique) d'un
géne distinct pour devenir pénétrantes (il s’agit d’un triallélisme) (Badano et al., 2006;
Lindstrand et al., 2016; Perea-Romero et al., 2022). Cette notion d’hérédité oligogénique" a
été aussi décrite pour les cas de néphronophtise, une ciliopathie caractérisée par une atteinte
rénale (Salomon et al., 2009). L'existence de modificateurs phénotypiques génétiques montre
une corrélation positive entre la présence de certains variants hétérozygotes et I'apparition de
manifestations neurologiques, rétiniennes ou rénales (Khanna et al., 2009; Tory et al., 2007).
Toutefois, ces résultats doivent étre confirmés par des cohortes plus importantes et
indépendantes.

Avant 2010, l'identification des génes mutés était possible par I'application de techniques
permettant d’analyser un nombre limité de geénes connus (géne par géne) comme le
séquencage Sanger ou l'analyse a une résolution limitée comme par I'analyse chromosomique
par puce a ADN (ACPA, anomalies de quelques centaines de kb) et d’autres.

Depuis 2010, le nombre de génes et de variants de ciliopathies identifiés par an a augmenté
de maniére exponentielle, grace a I'amélioration des technologies de séquencage de I'ADN. En
plus des techniques de séquencages ciblé (TES) de panels de genes spécifiques a chaque sous-
groupe de ciliopathies, I'avenement récent des stratégies de séquencage de |'exome entier
(WES, whole exome sequencing) et du génome entier (WGS, whole genome sequencing) a
accéléré de maniere impressionnante l'identification de nouveaux genes de ciliopathie. Les
techniques de séquencage a haut débit ou de nouvelle génération (NGS) ont révolutionné le
diagnostic génétique, permettant de séquencer simultanément, rapidement et a moindre codt
des centaines de génes ciliaires dans de vastes cohortes de patients (Knopp et al., 2015). A ce
jour, plus de 150 genes responsables de ciliopathies non-motiles sont connus et les études
fonctionnelles ont révélé des corrélations intéressantes entre la fonction et le domaine ciliaire
de la protéine mutée et le phénotype clinique sous-jacent.

C. Stratégie diagnostique

Pour réaliser le diagnostic moléculaire des ciliopathies, du syndrome de Bardet-Biedl en
particulier, le laboratoire de génétique médicale suit une stratégie de diagnostic caractérisé
par un pipeline utilisant les techniques du séquencage a haut débit (NGS) (Figure 20). Une
premiére étape est réalisée en collaboration avec le laboratoire de diagnostic génétique au
CHU de Strasbourg qui réalise en premiere intention la recherche des mutations récurrentes
dans les geénes majeurs du syndrome (BBS1 et BBS10). Si aucun variant n’est identifié dans les
genes les plus fréquemment mutés du syndrome, un séquencage d’un panel de 158 genes de
ciliopathies sera effectué. Le séquencage de ce panel permet de chercher des variants dans
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des genes connus dont la pathogénicité dans les ciliopathies a déja été confirmé. Si le
séquencage du panel ne donne aucun résultat la prochaine étape réalisé au laboratoire de
recherche est le séquencage complet soit de I'exome (WES) soit du génome (WGS) qui est
devenu techniquement possible et plus rentable, offrant de nouvelles opportunités pour le
diagnostic et la recherche sur les maladies mendéliennes (Polla et al., 2015) . Le WES est le
séquencage des régions du génome humain codant pour les protéines. Ces 180 000 exons
représentent ~2 % de I'ensemble du génome, mais contiennent environ 85 % des mutations
héréditaires causant des maladies mendéliennes (Choi et al., 2009). Des études font état d'une
sensibilité de 98,3 % pour la détection de mutations précédemment identifiées par cette
méthode (DiStefano and Kingsley, 2018). Le WES permet de rechercher des variants a la fois
dans les genes déja impliqués dans une ciliopathie tout en permettant si aucun gene connu
semble responsable de la pathologie de rechercher également dans les autres génes encore
non impliqués en pathologie mais dont le réle est relié aux cils primaires d’'une fagon directe
ou indirect (par les interactions avec d’autres genes ciliaires par exemple). Toutefois, il ne faut
pas oublier que les variants affectant les régions régulatrices et non codantes de I'ADN peuvent
étre a l'origine de certains cas de ciliopathies, ce type de variants ne peuvent pas étre détecté
par le WES. Donc, malgré son grand succes dans la résolution des diagnostics moléculaires de
familles négatives, le WES reste une technique limitée pour I'indentification de certains types
de variants comme les variants non codants (zone non accessible) et les variations de structure
(SV) comme les variations du nombre de copies (duplication ou délétion) ou les translocations
équilibrées (pour des raisons techniques). Finalement, si toutes les techniques précédentes ne
donnent aucun résultat, c’est-a-dire soit aucun variant dans aucun gene n’a été détecté, soit
un seul variant a I'état hétérozygote a été identifié dans un gene connu. Dans le cadre des
maladies récessives, il faut rechercher un deuxieéme variant dans le méme géene pour que
I'analyse soit complete et concluante, dans ce cas, le génome complet sera séquencé (WGS).
Le WGS permet de séquencer le génome en entier y compris les régions promotrices, non
codantes et les régions régulatrices et ne nécessite pas de passer par une étape de capture
(préparation d’une librairie de séquences) contrairement aux techniques précédentes. Cette
technique permet une couverture plus homogene permettant de détecter des variants de
structures plus facilement avec notamment l'accés aux points de cassures de ces
remaniements du génome.

Globalement, les techniques de séquencage a haut débit citées précédemment générent une
guantité massive de données qui a nécessité le développement de logiciel bio-informatiques
pour permettre leur analyse. Les données passent par plusieurs étapes d’annotations et de
filtrations qui servent a réduire le nombre de variants et sélectionner ceux qui sont
potentiellement pathogénes. Lannotation des variations et la détermination de leur
pathogénicité repose depuis quelques années sur une nomenclature faisant suite a un besoin
de standardisation dans la maniére d’interpréter les variations d’un patient (Riggs et al., 2020).

49



1. Introduction

Mutations récurrentes
BBS1. BBS10 et BBS12

Pas de variants ¢

Panel de génes (TES)

(58 génes)

Pas de variants l’

Whole Exome
Sequencing (WES)

Pas de variants ¢

Whole Genome
Sequencing (WGS)

Recherche

Géne muté

Figure 20: Stratégie du diagnostic moléculaire. La stratégie suivie pour réaliser le diagnostic
moléculaire (pipeline) dans le cas d’un BBS, grace a un travail complémentaire entre le laboratoire de
Diagnostic Génétique (Nouvel Hoépital Civil, Strasbourg) le laboratoire de Recherche en Génétique
Médical U-1112 (CRBS, Strasbourg) (Muller J. et al HG 2010, Redin C. et al JMG 2012, National
Diagnostic decision tree ANPGM 08/2017).

D. Classification des variants et outils de prédictions

La mise en place du NGS a drastiqguement amélioré le diagnostic moléculaire mais a également
augmenté les problématiques de linterprétation des variants avec de plus en plus de
variations identifiées que cela soit dans des genes déja impliqués en pathologie mais
également pour des nouveaux genes dont les laboratoires n‘ont pas encore d’expertise.

Pour homogénéiser et standardiser I'interprétation clinique des variants entre les laboratoires,
plusieurs sociétés savantes, telles que 'ACMG/AMP (American College of Medical Genetics &
Association for Molecular Pathology), EuroGentest/ESHG (European Society of Human
Genetics) et ClinGen (Clinical Genome Resource) ont émis des recommandations pour guider
les laboratoires dans 'interprétation (Amendola et al., 2016; Matthijs et al., 2016; Richards et
al., 2015; Riggs et al., 2020). Ils ont mis en place un systéme de calcul de pathogénicité des
variants basé sur plusieurs critéres qui est devenu le standard mondial pour I'interprétation de
I'analyse par NGS. Ce systeme de classification des variants adopté par la grande majorité des
laboratoires, que cela soit pour le diagnostic ou la recherche en France, a comme objectif de
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limiter la variabilité inter et intra-laboratoire dans lI'interprétation des variants et d’aboutir a
un consensus national proposé par le réseau NGS-Diagnostic
(http://ffgh.net/index.php/presentation/les-reseaux-partenaires/reseau-ngs-diagnostic/182-
reseaux/ngs/354-recommandations-professionnelles-du-reseau-ngs-diag). Le systeme de
classification met en place une liste d’arguments et de criteres a prendre en compte pour
classer un variants donné. Les criteres pris en compte par I'argumentaire sont les suivants : les
données épidémiologiques, les criteres cliniques, I'existence de variants associés, les données
de ségrégation, les données computationnelles/bioinformatiques et les données
fonctionnelles. Chacun des points sera étudié en se basant sur les informations déja connues
ou pas sur le géne et le variants en question. Voici les questions posées : le variant a-t-il déja
été rapporté dans d’autre familles ou pas (fréquence du variants) ? Quel est le niveau de
sévérité du phénotype du patient en fonction des atteintes cliniqgues (modéré, moyen ou
sévere) ? De quel type de variant s’agit-il (tronquant, faux-sens, etc.) ? Comment ce variant
affecte la fonction protéique (perte ou gain de fonction) ? Tous ces arguments seront étudiés
afin d’établir un score (faible, moyen, fort) pour chacun des points mentionnés selon les
criteres de 'ACMG/AMP (Figure 21). La combinaison des résultats permettra (des scores
établis) d’assigner une des 5 classes suivantes au variant étudié :

e Classe 1 :variant bénin

e (Classe 2 : variant probablement bénin

e (Classe 3 : variant de signification incertaine (VSI)
e C(Classe 4 : variant probablement pathogene

e C(lasse 5 : variant pathogéne

Il existe plusieurs ressources qui permettent de faciliter I'établissement des scores pour la
classification des variants parmi lesquels on peut trouver ClinGen Pathogenicity Calculator
(http://calculator.clinicalgenome.org), Varsome (https://varsome.com), InterVar Classify
System (http://wintervar.wglab.org/evds.php), Franklin (https://franklin.genoox.com), ou
encore MobiDetails (https://mobidetails.iurc.montp.inserm.fr/MD/ (Baux et al., 2021)).

Plusieurs bases de données de variations existent et sont mises a disposition de Ia
communauté scientifique pour faciliter les annotations. D’une part, on peut considérer les
bases incluant les populations a  priori saines telle que gnomAD
(http://gnomad.broadinstitute.org/ (Karczewski et al.,, 2020)) et 1000 Genomes
(https://www.internationalgenome.org/ (Auton et al.,, 2015)) permettent d’avoir les
informations sur la fréquence des variants dans la population générale. Plus les variants sont
fréquents dans la population plus il y a de chance qu’ils ne soient pas responsables d’une
pathologie rare. D’autre part, certaines bases de données intégrent des variations avec une
interprétation déja réalisée soit dans la littérature comme OMIM (https://www.omim.org/
(Amberger et al., 2015)) ou HGMD (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php (Stenson et al.,
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2020)) ou bien participative comme ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) ou
Decipher (https://www.deciphergenomics.org/).

Les interprétations mises a disposition permettent d’apprécier la récurrence du variant dans la
pathologie, les avis d’autres collégues au niveau international que ce soit pour des variations
bénignes ou bien pathologiques.

Selon le type de variation des outils de prédictions bio-informatiques permettent également
de compléter I'interprétation. Ainsi, pour les variations de type faux-sens, I'impact du variant
sur la fonction protéique est estimé par une combinaison d’éléments tels que la conservation
des acides aminés au cours de I'évolution, la différence de I'impact physicochimique, la
modification d’éléments de la structure 3D des protéines (prédites ou réelles) qui sont intégrés
dans des outils tels que SIFT  (https://sift.bii.a-star.edu.sg/),  PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (Ramensky et al.,, 2002)), Mutation Taster
(https://www.mutationtaster.org/) ou Mutation Assessor (http://mutationassessor.org/r3/) et
d’autres.

Parmi les variations dont [linterprétation reste difficile, les variations de type
insertion/délétion en phase (inframe indel) sont assez typiques. La délétion ou la duplication
d’un ou plusieurs acides aminés dans une protéine nécessite une parfaite connaissance de la
fonction de ses domaines pour pouvoir correctement prédire un possible effet. Quelques outils
ont été développés a cet effet tel que SIFT-indel (Hu and Ng, 2013), DDIG (Zhao et al., 2013)
and Provean (Choi and Chan, 2015), mais le manque de recul actuel sur ce type de variant rend
leur interprétation difficile.

Pour les variants de type « splice », I'impact du variant sur I'’épissage alternatif peut également
étre estimé par certain logiciel comme SpiP (https://www.spip.net/fr_rubrique91.html), Splice
Al et Alamut Visual (Sophia Genetics). Ces logiciels permettent par exemple de prédire les
potentiels sites donneur (GU) et accepteur (AG) d’épissage permettant ainsi de proposer des
hypothéses quant a des séquences de '’ADN qui peuvent étre délétée ou insérée suite a
I'épissage (par exemple I'insertion d’un exon cryptique).

L'interprétation et la validation des variants candidats qui n'ont pas été précédemment
rapportés ou validés, appelés variants de signification incertaine (VSI, classe 3), restent un défi
de taille. Il s’agit de variants identifiés dans un gene pour lequel le niveau de preuve de son
implication dans la pathologie concernée est insuffisant ou bien d’un variant dans un gene déja
impliqué en pathologie mais dont le niveau de preuve n’est pas suffisant pour conclure de
maniére fiable. Lorsqu’un variant est assigné en classe 3 cela ne permet ni de l'utiliser dans la
prise en charge éventuelle du patient et de sa famille, ni d’exclure son caractére causal dans la
pathologie du patient. Le variant doit faire I'objet d’études complémentaires visant a apporter
des arguments permettant de le reclasser soit en variant de classe 2 c’est-a-dire bénin, soit en
varient de classe 4 (probablement pathogéne). Par exemple, I'identification de ce variant chez
d’autres patients indépendants présentant des caractéristiques cliniques similaires constitue
un argument fort permettant d’apporter la preuve de pathogénicité (récurrence). Les
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explorations fonctionnelles supplémentaires ont pour objectif d’apporter des arguments qui
modifient son interprétation afin de déterminer son impact sur la structure et la fonction
protéique (études fonctionnelles in vitro, étude de I'épissage, étude de ségrégation familiale).
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Figure 21 : Les critéres de classification des variants selon FACMG/AMP. Le tableau suivant organise
chacun des criteres en fonction du type de preuve et de la force des critéres pour une affirmation
bénigne (coté gauche) ou pathogéne (c6té droit). BS: benign strong, BP: benign supporting, FH: family
history, LOF: loss-of-function, MAF: minor allele frequency, path: pathogenic, PM: pathogenic
moderate, PP: pathogenic supporting, PS: pathogenic strong, PVS: pathogenic very strong (Ellingford et
al. 2022).

E. Les tests fonctionnels pour valider I'implication des variants dans la
pathologie

L'un des principaux défis de la génétique moléculaire humaine est l'interprétation des variants
génétiques rares dont la signification clinique est incertaine (VSI). Un diagnostic concluant est
important pour les différents acteurs impliqués dans la recherche translationnelle. Pour le
patient, il s’agit d’enfin obtenir une certitude concernant la cause de sa maladie. Pour le
clinicien, il s’agit d'étre en mesure de fournir des soins optimaux au patient, de prédire
I'évolution de la maladie, de conseiller le patient et les membres de sa famille en matiére de
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génétique. Le role du chercheur est d’apporter des preuves concluantes de la pathogénicité
des variantes génétiques a savoir I'impact du variant sur la fonction de la protéine. Il existe
une liste importante de tests fonctionnels qui peuvent étre effectués pour répondre a ces
guestions de maniere systématique sur tous les génes et d’autres plus spécifiques. La preuve
de pathogénicité est fondée sur des stratégies « omiques» (étude génomique,
transcriptomique, protéomique et métabolomique) et des études de biomarqueurs. Ainsi, les
tests de validations fonctionnels regroupent un ensemble d’expériences de biologie
moléculaire et cellulaire permettant de faire des études in vitro et des expériences réalisées
in vivo sur d’autres modéles comme les souris et les poissons zébre (in vivo). Il est important
de noter que la combinaison de plusieurs approches expérimentales est souvent nécessaire
pour obtenir une évaluation compléte des effets d'un variant génétique. De plus, la pertinence
des tests dépendra du contexte spécifique du variant étudié et des connaissances actuelles
sur la fonction de la protéine concernée.

Quelques exemples de ces tests sont listés ci-dessous :

1. Analyse de I'expression génigue : I'étude de I'expression de I’ARNm par les techniques

comme la PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) ou I'analyse de l'expression
génique a I'échelle du transcriptome (RNA-seq) qui permettent de déterminer les
conséquences des variants génétiques identifiées sur le niveau d’expression de ’ARNm
des génes cibles, des anomalies d’épissage peuvent également étre mis en évidence
(Cummings et al., 2017; Kremer et al., 2017).

2. Lanalyse de l'expression des protéines permet de démontrer la pathogénicité des

variants génétiques dans de nombreux cas. Habituellement, elle est effectuée par les
techniques de Western Blot (WB) permettant de démontrer si le variant entraine une
perte d’expression de la protéine correspondante ou pas. Si la protéine est présente en
guantité normale, des tests supplémentaires de fonctionnalité de la protéine seront
réalisés en fonction de la question biologique : (mesurer l'activité enzymatique si la
protéine est une enzyme, vérifier I'interaction de la protéine avec d’autres protéine du
complexe auquel elle appartient par Co-immunoprécipitation (Co-IP).

3. Etudes d’interactions : des techniques peuvent étre réalisée pour vérifier si le variant

modifie l'interaction d'une protéine avec son ligand ou sa protéine partenaire dans un
complexe (Co-IP, systeme double hybride, FRET, etc) ou d’une protéine avec son ADN
cible (chromatine immunoprécipitation (ChIP))

4. Etudes fonctionnelles cellulaires in vitro : les effets des variants peuvent étre évalués

au niveau cellulaire soit en utilisant des cellules dérivées de patients avec le défaut
génétique soit en utilisant un systeme modeéle knock-out (perte d’expression totale du
gene) / knock-down (surexpression de l'allele muté). Des expériences de
complémentation ou de restauration d’'un phénotype peuvent aussi étre réalisées. Elles
consistent a introduire la version sauvage du gene d’intérét dans la cellule affectée et
observer si, dans ce cas, le phénotype est semblable au contréle ou pas. Les tests
cellulaires peuvent inclure des tests de prolifération, de migration, d'adhérence
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cellulaire ou des essais spécifiques dépendants de la fonction connue ou supposée de
la protéine étudiée. Il y a une dizaine d’année, il a été découvert que les cellules
somatiques peuvent étre reprogrammeées en cellules souches pluripotentes (iPSC,
induced pluripotent stem cell) pouvant étre différenciées a leur tour en de multiple
types cellulaires ou aboutir a la formation d’organoides. Ce modeéle a ouvert la
possibilité d’étudier les variants dans les cellules différenciées dérivées de patients
pour des tissus encore difficilement accessibles (ceil, cerveau, rein). Ceci permettra
d’étudier le role des variants dans le processus de différentiation de ces derniers
(toujours en comparaison avec un modele WT).

5. Etudes fonctionnelles in vivo : tests d’expression de variants dans des modéles animaux

(comme la souris, le poisson zébre, la drosophile, la levure et d’autres), suivis de tests
fonctionnels appropriés sont souvent effectuées pour étudier les conséquences
fonctionnelles de ces variants. De telles expériences peuvent fournir des preuves
solides de I'effet d’un variant sur la fonction biologique dans un systéme d’études in
vivo. Cela peut étre réalisé en générant des animaux transgéniques ou des modeéles
knock-out ou knock-in.

6. Etudes épidémiologiques : Dans le cas des variants génétiques associées a des

maladies complexes, des études épidémiologiques peuvent é&tre menées pour évaluer
I'association du variant a la maladie dans des populations humaines.

Il existe une grande diversité de tests fonctionnels qui n’a de cesse d’évoluer avec le
perfectionnement continue des techniques de biologie moléculaires et cellulaires. Il est a
noter que ces tests sont souvent développés par les laboratoires de recherche pour identifier
des biomarqgueurs et sont finalement transférés au laboratoire de diagnostic pour faciliter le
diagnostic des futurs patients.
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Tests et données génétiques
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Classe 1/2 Classe 3 Classe 4/5
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Modéle d’étude Type d’étude

In-vitro : cellules primaires Expression génétique
de patients issues de peau, Expression proteique
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Figure 22 : Du test génétique a la validation fonctionnelle. Aprés le séquencage ciblé, de I'exome
entier ou du génome, les variants génétiques sont analysés par des outils bio-informatiques et des tests
génétiques supplémentaires (par exemple, analyse de ségrégation, études de population) sont réalisés.
Sur la base de ces données, les variants sont classés comme bénins/probablement bénins (classe 1/2),
signification incertaine (classe 3) ou probablement pathogénes/pathogénes (classe 4/5). Pour les
variants de classe 3, les études de validation fonctionnelle sont un outil puissant pour obtenir des
preuves d'une pathogénicité possible.
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V. Les problématiques

Le Laboratoire de Génétique Médicale (LGM, U1112) s'est concentré sur l'identification des
causes moléculaires des dystrophies rétiniennes syndromiques (SRD), et plus précisément des
ciliopathies. L'hétérogénéité clinique des ciliopathies non-motiles se reflete dans leur
hétérogénéité génétique et I'avenement récent des stratégies de séquencage de I'exome et du
génome entiers (WES, WGS) a facilité et accéléré de maniere impressionnante l'identification
de nouveaux génes de ciliopathies. A ce jour, nous connaissons plus de 150 génes responsables
de ciliopathies non-motiles et les études fonctionnelles ont pour objectif de révéler des
corrélations entre le phénotype clinique des patients et la fonction du géne. Par exemple, une
approche combinant Les technologies "omiques" (la génétique, la protéomique et la biologie
cellulaire) a permis d’éclaircir le "paysage ciliaire", en mettant en évidence des interactions,
des complexes protéiques et des voies de signalisations. Elles ont également permis d’élargir
le spectre des ciliopathies pour y inclure d'autres troubles apparemment non apparentés.
Cependant, malgré les progrés majeurs réalisés ces derniéres années, a ce jour, plusieurs
familles restent encore négatives (par exemple 20% des familles BBS restent encore négatives)
c’est-a-dire sans diagnostic moléculaire confirmé pour des raisons différentes. Dans un cas,
I'exploration génétique (panel, exome) mis en place n’a pas permis d’identifier de variant
pouvant expliquer le phénotype observé. Dans d’autres cas, une ou des variations de
signification incertaines (VSI, classe 3) ont été découvertes dans un géne connu ou un géne
dont l'implication reste encore a étre démontrée (gene candidat). Dans ces 2 cas, des
explorations génétiques et moléculaires plus poussées sont nécessaires pour soit 1) identifier
les causes génétiques soit 2) re-classer les variants de classe 3 (en classe 2 ou classe 4) grace
aux études fonctionnelles pour finalement émettre un diagnostic génétique sar. |l est
important de souligner que seule l'identification d’un ou deux variant(s) pathogéne(s) ou
probablement pathogéne(s) selon les criteres de 'ACMG (respectivement, classe 4 et 5)
permet de proposer un conseil génétique au couple ayant un nouveau projet parental incluant
un DPI (Diagnostic Pré Implantatoire) ou un DPN (Diagnostic Pré Natal).

Dans un premier temps et au vu de I'importance du diagnostic moléculaire, I‘objectif principal
est de résoudre des familles considérées comme « négatives » pour lesquelles le diagnostic
génétique n’était pas confirmé et nécessitant la mise en ceuvre d’études fonctionnelles plus
poussées. Jai donc développé et appliqué « la boite a outils ciliopathie » : un panel de
techniques de biologie moléculaire et cellulaire utilisée pour interpréter les impacts cellulaires
et ciliaires de plusieurs variants de significations incertaines (VSI) identifiés chez les patients.
L'objectif était d’infirmer ou confirmer leur impact sur la protéine considérée et finalement
pouvoir les reclasser.

Une fois le diagnostic moléculaire résolu, nous cherchons a comprendre I'implication des
protéines ciliaires dans la structure et la fonction du cil primaire. Nous cherchons également a
identifier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents pour répondre a cette 2°me
guestion « comment et pourquoi le variant de ce géne mene a l'apparition des phénotypes
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ciliaires ? ». Une compréhension plus approfondie de ces mécanismes représente le plus grand
défi a relever dans le domaine de la recherche sur les ciliopathies a I’'heure actuelle.
Nombreuses sont les études qui rapportent déja des analyses fonctionnelles de variants de
gene de ciliopathies affectant la ciliogénese (longueur du cil et son nombre), mais également
le fonctionnement du cil (voies de signalisations notamment la voie SHH) ou d’autres processus
cellulaires plus généraux telle que la prolifération cellulaire. Cependant, les résultats publiés
sont tres variables ce qui rend leur comparaison difficile. Il n’est donc pas possible d’établir un
lien systématique entre la cause génétique et le phénotype ciliaire correspondant. Mon
deuxieme objectif de thése était donc de déterminer les causes de la variabilité des
phénotypes ciliaires en répondant aux questions suivantes :
e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire en fonction des conditions
expérimentales (espéce, tissus...) ?
e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour des variants différents au sein du
méme geéne ?
e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour des variants dans différents génes
BBS ?
e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour des variants dans des génes codant
des protéines BBS localisées dans les mémes compartiments ciliaires (BBSome, IFT,
Chaperonine...) ?

Dans le cadre de ce manuscrit, j'ai décidé de présenter mon sujet de thése autour de 3 projets.
Pour chaque partie, j'ai ré-introduit plus en détails le sujet, rédiger un synopsis qui résume les
principaux résultats et les conclusions développées dans les articles associés a chaque fin de
partie. Ce travail a permis la rédaction de 4 manuscrits dont un est déja publié, 1 est soumis
et 2 sont en cours de finalisation.

Projet 1: Développement de tests fonctionnels (« boite a outils ciliopathies ») pour
I'identification des phénotypes cellulaires ciliaires

Obijectif : mettre au point les tests fonctionnels regroupés dans la « boite a outils ciliopathie »
sur des fibroblastes cutanés dérivés de contrbles pour identifier le « phénotype ciliaire de
référence ».

Projet 2 : Validation fonctionnelle de variants candidats et étude comparative du phénotype
ciliaire pour différents genes BBS : application de la « boite a outils ciliopathies ».

» Le projet portant sur BBS5

Obijectif : résoudre la famille par la validation de VSI, et caractériser le phénotype ciliaire des
fibroblastes cutanés dérivés du patient.
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L'étude de ce patient était une étude pilote qui m’a permis de faire la preuve de principe de la
« boite a outils ciliopathie » et de confirmer son utilité. Dans cette partie, je présente aussi
toutes les expériences non publiées que j'ai testées sur les cellules de ce patient dans le but
de compléter la « boite a outils ciliopathie ».

L'article portant sur les variants dans le gene BBS5 est d’ores et déja publié dans International
Journal of Molecular Sciences :

WGS Revealed Novel BBS5 Pathogenic Variants, Missed by WES, Causing Ciliary Structure
and Function Defects. Adella Karam*, Clarisse Delvallée*, Alejandro Estrada-Cuzcano,
Véronique Geoffroy, Jean-Baptiste Lamouche, Anne-Sophie Leuvrey, Elsa Nourisson, Julien
Tarabeux, Corinne Stoetzel, Sophie Scheidecker, Louise Frances Porter, Emmanuelle Génin,
Richard Redon, Florian Sandron, Anne Boland, Jean-Francgois Deleuze, Nicolas Le May, Hélene
Dollfus and Jean Muller

» Le projet portant sur I'étude comparative des phénotypes ciliaires BBS

Objectif : comparaison des phénotypes ciliaires causés par différents génes BBS (BBS1, BBS10
et BBS20/IFT172) appartenant a différents complexes ciliaires (BBSome, chareponine-like, IFT).

Pour établir I'état de I'art sur le phénotype ciliaire causé par les génes BBS, une recherche
bibliographique a été réalisée dans un premier temps. Les conclusions qui ressortent de ce
travail, nous ont amené a appliquer la boite a outils a une sélection de patients BBS déja
résolus afin de déterminer si des variabilités du phénotype ciliaire seront observées en
fonction des variants, du géne ou du compartiment ciliaire étudiés.

Le manuscrit portant sur la caractérisation du phénotype ciliaire des patients avec des variants
dans les genes BBS1, BBS10 et IFT172 est en cours de rédaction et sera soumis prochainement.

Towards a systematic cellular characterization of the ciliary phenotype of Bardet-Biedl
genes. Adella Karam?, Gaelle Hayot?, Aurélie Gouronc, Marine Legendre, Pascal Kessler, Nicolas
Le May, Héléne Dollfus, Jean Muller

Projet 3 : Application de la « boite a outil ciliopathie » pour valider des variants de génes
responsables de maladies génétique rare avec une atteinte du cil primaire.

» Projet portant sur PIK3C2A et sur CDK10

Obijectif : résoudre des familles négatives par la validation des VSI, et étudier les réles ciliaires
des protéines PIK3C2A et CDK10 par la caractérisation du phénotype ciliaire chez les patients.
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Cette fois jai appliqué la « boite a outil ciliopathie » sur les fibroblastes cutanés de patients
atteints du syndrome OCSKD (oculoskeletodental syndrome) et du syndrome d’Al Kaissi. Ces
deux pathologies de descriptions récentes partagent de nombreuses caractéristiques avec les
ciliopathies et sont dues a des mutations bialléliques dans deux genes PIK3C2A et CDK10
respectivement qui codent pour des protéines impliquées dans divers fonctions cellulaire et
ayant un 