
HAL Id: tel-04844022
https://theses.hal.science/tel-04844022v1

Submitted on 17 Dec 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Modélisation du Syndrome d’Alström à partir de cellules
souches pluripotentes humaines pour l’identification de

cibles moléculaires d’intérêt thérapeutique
Elie Frank

To cite this version:
Elie Frank. Modélisation du Syndrome d’Alström à partir de cellules souches pluripotentes humaines
pour l’identification de cibles moléculaires d’intérêt thérapeutique. Embryologie et organogenèse.
Université Paris-Saclay, 2024. Français. �NNT : 2024UPASQ041�. �tel-04844022�

https://theses.hal.science/tel-04844022v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 

 

Modélisation du syndrome d’Alström à 

partir de cellules souches pluripotentes  

humaines pour l’identification de cibles 

moléculaires d’intérêt thérapeutique 
 

Alström Syndrome modeling based on human pluripotent stem cells to 

identify molecular targets of therapeutic interest 

 

 

Thèse de doctorat de l'Université Paris-Saclay 

 
École doctorale n°569, Innovation Thérapeutique, du Fondamental à l’Appliqué (ITFA) 

Spécialité de doctorat : Immunologie 

Graduate School : Santé & Médicaments. Référent : Université d’Evry Val d’Essonne  

 
Thèse préparée à l’Institut des Cellules Souches pour le Traitement  

et l’Etude des Maladies Monogéniques (I-Stem, Université Paris-Saclay, INSERM),  

sous la direction de Karim BEN M’BAREK, Chargé de Recherche 

et la co-direction de Christelle MONVILLE, Professeure des Universités 

 

 

 

Thèse soutenue à Paris-Saclay, le 21 novembre 2024, par 
 

 Elie FRANK 
 

Composition du Jury  
Membres du jury avec voix délibérative  

 

Dr. Muriel PERRON 

Institut NeuroPSI 
 Présidente du jury 

Pr. Afsaneh GAILLARD 

Université de Poitiers 
 Rapportrice et examinatrice 

Dr Delphine BOHL 

Institut du Cerveau 
 Rapportrice et examinatrice 

Dr. Jean-Michel ROZET 

Institut Imagine 
 Examinateur 

Dr. Frank Yates 

Sup’Biotech 
 Examinateur 

N
N

T
 :
 2

0
2
4
U

P
A

S
Q

0
4
1
 

T
H

E
S

E
 D

E
 D

O
C

T
O

R
A

T
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Résumé : Le syndrome d'Alström (SA) est une mala-

die monogénique récessive multi-systémique, carac-

térisée notamment par une perte de l'audition et de 

la vue, une obésité, un diabète de type II, une cardio-

myopathie et une insuffisance hépatique et rénale 

progressive. Les symptômes affectant la vision se dé-

veloppent dès les premières semaines après la nais-

sance et mènent progressivement à une perte totale 

de la vue. À l'heure actuelle, aucun traitement ne per-

met de soigner cette maladie et seules des solutions 

permettant de réduire les effets des symptômes peu-

vent être proposées. 

L'objet de la thèse est de mettre au point un modèle 

cellulaire du SA dans le but de comprendre les mé-

canismes moléculaires entrainant la maladie et 

d'identifier des cibles thérapeutiques.  

Nous avons obtenu différents clones présentant des 

mutations pathologiques ou de novo à l’aide de sys-

tèmes d’édition génomique associés à CRISPR/Cas9. 

Nous avons caractérisé ces clones modèles en cher-

chant à identifier des marqueurs phénotypiques par-

ticuliers au sein des CSPih. Les mutations engendrées 

ne provoquent pas de changement des propriétés de 

ces cellules.  

Dans un second temps, toujours dans le but d’identi-

fier un phénotype pathologique, nous avons diffé-

rencié les lignées de CSPih modèles en cellules de 

l’EPR. 

Là encore, nous n’avons pas identifié de marqueur 

phénotypique spécifique. Enfin, nous avons diffé-

rencié les lignées de CSPih modèles en organoïdes 

neuro-rétiniens afin d’étudier le développement 

des cellules rétiniennes au sein de ces structures 

avec une attention particulière apportée aux pho-

torécepteurs. Nous avons ainsi pu constater une 

absence ou une réduction d’expression des opsines 

caractéristiques des cônes et des bâtonnets dans 

les organoïdes issus de CSPih mutées dans ALMS1. 

De plus, ces organoïdes présentent une mortalité 

cellulaire accrue par rapport aux organoïdes issus 

des lignées de CSPih saines. Ces éléments laissent 

penser que les photorécepteurs dégénèrent durant 

leur différenciation au sein des organoïdes. Les mé-

canismes par lesquels les mutations dans ALMS1 

entrainent cette dégénérescence ne sont pas éluci-

dés à l’heure actuelle. 

Les modèles cellulaires du SA présentés dans cette 

thèse reproduisent donc un phénotype patholo-

gique et seront des outils précieux pour la compré-

hension des mécanismes responsables des symp-

tômes visuels de la maladie et pavent la voie à des 

stratégies de criblage visant à identifier de nou-

velles cibles thérapeutiques. 
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Title : Alström Syndrome modeling based on human pluripotent stem cells to identify molecular targets of 

therapeutic interest. 

 

Keywords : Alström Syndrome, ciliopathy, hPSC, neuroretinal organoids, CRISPR/Cas9, disease modeling 

 

Abstract : Alström syndrome (AS) is a monogenic re-

cessive multi-systemic disease characterized by hear-

ing and vision loss, obesity, type II diabetes, cardio-

myopathy and progressive liver and kidney failure. 

Symptoms affecting vision develop in the first few 

weeks after birth and gradually lead to total loss of 

sight. At present, there is no cure for this disease, and 

only solutions that reduce the effects of the symp-

toms can be proposed. 

The aim of this thesis is to develop a cellular model 

of AS with a view to understanding the molecular 

mechanisms driving the disease and identifying ther-

apeutic targets.  

We obtained different clones with pathological or de 

novo mutations using genome-editing systems asso-

ciated with CRISPR/Cas9. We characterized these 

model clones by seeking to identify specific pheno-

typic markers within the hiPSCs. The mutations gen-

erated did not change the properties of these cells.  

In a second step, still with the aim of identifying a 

pathological phenotype, we differentiated the model 

iPSC lines into RPE cells. 

Again, no specific phenotypic marker was identi-

fied. Finally, we differentiated our model hiPSC 

lines into neuroretinal organoids to study retinal 

cells development within these structures with a 

particular focus on photoreceptors. We were able 

to observe the absence or reduced expression of 

opsins characteristic of cones and rods in organ-

oids derived from ALMS1-mutant hiPSCs. In addi-

tion, these organoids showed increased cell death 

compared with organoids derived from healthy 

hiPSC lines. This suggests that photoreceptors de-

generate during differentiation within organoids. 

The mechanisms by which mutations in ALMS1 lead 

to this degeneration remain unclear. 

The cellular models of AS presented in this thesis 

therefore reproduce a pathological phenotype and 

will be invaluable tools for understanding the 

mechanisms responsible for the visual symptoms 

of the disease and pave the way for screening strat-

egies aimed at identifying new therapeutic targets. 
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CRBP-1 : cellular retinol binding protein 
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CRISPR/Cas9 : clustered regularly interspaced short palindromic re-

peats/CRISPR associated protein 9 ; courtes répétitions palindro-

miques groupées et régulièrement espacées/protéine associée à 

CRISPR 9 

CRX : cone-rod homeobox-containing protein 

CSEh : cellules souche pluripotente embryonnaire humaine 

CSPih : cellule souche pluripotente humaine 

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole 

DCM : dilated cardiomyopathy ; cardiomyopathie dilatée 

DMEM : milieu de Eagle modifié par Dulbecco 

DMLA : dégénérescence maculaire liée à l’âge 

(D)PBS : solution saline dans un tampon phosphate (de Dulbecco) 

EDTA : acide éthylènediaminetétraacétique  

ENU : N-ethyl-N-nitrosourea ; N-nitroso-N-éthy-lurée 

EPR : épithélium pigmentaire de la rétine 

ERG : électrorétinogramme 

FIV : fécondation in vitro 

FSH : follicle stimulating hormone ; hormone de stimulation follicu-

laire 

FT4 : free tyroxin ; tyroxine libre 

Gas6 : protéine Growth Arrest – Specific 6 

GFP : green fluorescent protein ; protéine fluorescente verte 

GGT : gamma-glutamyl transpeptidase 

GLUT1, GLUT3, GLUT4 : transporteurs de glucose 

gRNA : guide RNA ; ARN guide 

HDAC2 : histone désacétylase 2 

HEK293T : human embryonic kidney ; cellule de rein embryonnaire 

humain 

HL : Hodgkin lymphoma ; lymphome de Hodgkin  

HSPC : hematopoietic stem/progenitor cells ; cellules souches et pro-

géniteurs hématopoïétiques 

IFT : intraflagellar transport ; transport intraflagellaire 

IRBP : interstitial retinol binding protein 
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IMC : indice de masse corporelle 

kDa : kiloDalton 

KO : knockout ; invalidation génique 

KSR : KnockOut serum replacement ; séum de remplacement Knock-

Out 

LH : luteinizing hormone ; hormone lutéinisante 

LCA : Leber congenital amaurosis ; amaurose congénitale de Leber 

LRAT : lecithin retinol acetyltransferase 

MERTK : myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase 

MITF : microphthalmia-associated transcription factor ; facteur de 

transcription associé à la microphtalmie  

MTOC : microtubule organizing center ; centre organisateur des mi-

crotubules 

N2 : supplément utilisé pour la culture de cellules neuronales et des 

cellules souches 

NASH : non alcoholic steatotic hepatitis ; stéatopathie non-alcoolique  

NPHP1 : nephrocystin 1 

NRL : neural retina-specific leucine zipper protein  

OCT : tomographie en cohérence optique 

OFD1 : gène du syndrome oro-facio-digital de type 1 

ORL : oto-rhino-laryngologique 

PAM : protospacer adjacent motif ; motif adjacent au protospacer 

PAX6 : paired box 6 

PCM : pericentriolar material ; matière péricentriolaire 

PCR : polymerase chain reaction ; réaction en chaîne par polymérase 

PCV : preciliary vesicle ; vésicule préciliaire 

PEDF : pigment epithelium-derived factor ; facteur dérivé de l'épithé-

lium pigmentaire 

pegRNA : prime editing guide RNA ; ARN guide pour le prime editing 

PRPF31 : pre-mRNA processing factor 31 

PtdSer : phosphatidylsérine 

QI : quotient intellectuel 

RDH5, RDH8 : rétinol déshydrogénases 
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ROS : reactive oxygen species ; dérivés réactifs de l’oxygène 

RPE65 : protéine retinal pigment epithelium-specific 65 kda 

RPGR : retinitis pigmentosa GTPase regulator  

(RT-) qPCR : (reverse transcriptase) quantitative PCR ; PCR quantitative 

(par transcription inverse) en temps réel 

SA : syndrome d’Alström 

SAG : Shh signaling agonist ; agoniste de la voie Shh 

sgRNA : single guide RNA ; ARN simple guide 

siRNA : small interfering RNA ; petits ARN interférents 

Shh : Sonic Hedgehog 

SNP : single nucleotide polymorphism ; polymorphisme nucléotidique 

SVF : sérum de veau fœtal 

TALEN : transcription activator-like effector nuclease ; nucléase effec-

trice de type activateur de transcription 

TEER : trans-epithelial electrical resistance ; résistance électrique trans-

épithéliale 

TERT : telomerase reverse transcriptase ; transcriptase inverse de la té-

lomérase 

TGF : transforming growth factor ; facteur de croissance transformant 

TRD : tandem repetition domain ; domaine de répétitions en tandem 

TSH : hormone thyréostimulante 

TUNEL : terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

TULP1 : tub-like protein 1 

TVRM : translational vision research models ; modèles de recherche 

translationnelle sur la vision 

VEGF : vascular endothelial growth factor ; facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire 

VIP : vasoactive intestinal peptide ; peptide vasoactif intestinal 

VSX2 : visual system homeobox 2 

ZFN : zinc finger nuclease ; nucléase à doigt de zinc 

2D/3D : 2 dimensions/3 dimensions 
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AVANT-PROPOS 

Cette thèse est organisée en plusieurs parties visant à donner une vision d’en-

semble du contexte scientifique, des objectifs que j’ai cherché à remplir, des résultats 

obtenus et des conclusions tirées. Dans l’introduction, je décrirai l’œil humain en m’at-

tardant sur la rétine, une de ses composantes majeures. Je décrirai ensuite la maladie 

génétique rare qui nous intéresse : le syndrome d’Alström (SA). Je décrirai ses différents 

symptômes et plus particulièrement ceux touchant la rétine. Dans cette partie, je m’in-

téresserai également au cil primaire, une structure cellulaire atteinte dans les ciliopa-

thies, une famille de maladies à laquelle appartient le SA puis je décrirai les différents 

modèles animaux et cellulaires permettant actuellement l’étude du SA. Je détaillerai le 

développement embryonnaire de la rétine et présenterai des protocoles permettant la 

différenciation de cellules souches pluripotentes humaines en cellules de l’EPR, une 

sous-couche de la rétine et en organoïdes neuro-rétiniens, des structures récapitulant 

les types cellulaires de la rétine. 

Je présenterai ensuite les objectifs de ma thèse et à l’aide de deux articles, l’un 

déjà publié et l’autre en cours de publication, je présenterai les résultats obtenus au 

cours de ma thèse.  

Enfin, dans une dernière partie, je discuterai des résultats présentés et des pers-

pectives que ceux-ci ouvrent pour l’étude des symptômes visuels du SA. 
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1 INTRODUCTION 

 

1.1 L’ŒIL HUMAIN 

 Rôle, structure et morphologie 

L’œil humain est une structure extrêmement complexe qui permet la réception 

de signaux lumineux et leur conversion en signaux électriques analysables par le sys-

tème nerveux central.  

D’un point de vue anatomique, l’œil humain est un organe sphérique de 23 mm 

de diamètre, et pesant entre 7 et 8 grammes (« Human eye | Definition, Anatomy, Dia-

gram, Function, & Facts | Britannica »). Il est formé de trois enveloppes aussi appelées 

tuniques, renfermant l’humeur vitrée, l’humeur aqueuse et le cristallin (Figure 1).  

 

 

Figure 1 : Anatomie de l’œil humain. La rétine est située est située 

dans la tunique interne, à l’arrière du globe oculaire. Créé avec BioRender. 
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La tunique externe, ou fibreuse, est composée de la sclère qui donne à l’œil sa 

forme et de la cornée, une membrane courbée et transparente laissant passer la lu-

mière.  La tunique moyenne, ou uvéale, est composée de la choroïde qui assure l’apport 

de sang et de nutriments à l’œil, du corps ciliaire et de l’iris qui ensemble régulent la 

quantité de lumière entrant dans l’œil par la pupille. Enfin, la tunique interne, ou ner-

veuse, est composée d’une couche pigmentaire et d’une couche nerveuse, la rétine. La 

cornée, l’iris, le cristallin, le corps ciliaire et l’humeur aqueuse constituent le segment 

antérieur de l’œil tandis que l’humeur vitrée, la choroïde, la sclère et la rétine consti-

tuent le segment postérieur. 

La lumière qui émane des objets qui nous entourent pénètre dans l’œil en tra-

versant la cornée puis l’iris qui est un muscle lisse circulaire et pigmenté dont la con-

traction et la dilatation permettent de réguler la quantité de lumière en fonction de 

l’intensité lumineuse et ainsi s’adapter aux conditions extérieures. Ensuite, la lumière 

traverse le cristallin qui joue le rôle de lentille et qui focalise les rayons lumineux sur la 

rétine avec la macula comme point de concentration des rayons. 

 

 La rétine 

La rétine est le tissu sensible de l’œil. C’est une fine couche de cellules d’environ 

0,25 mm d’épaisseur constituée de deux parties : la neuro-rétine et l’épithélium pig-

mentaire de la rétine (Augustine et al. 1997).  

1.1.2.1 La neuro-rétine  

La neuro-rétine est composée de trois couches de neurones spécialisés. Ces trois 

couches sont, de la plus externe à la plus interne, la couche des photorécepteurs (CP), 

la couche nucléaire externe (CNE) qui contient les noyaux des phorécepteurs, la couche 

nucléaire interne (CNI) et la couche des cellules ganglionnaires (CCG). Ces couches sont 
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reliées entre elles par des couches synaptiques : la couche plexiforme externe (CPE) 

entre la CNI et la CNE et la couche plexiforme interne (CPI) entre la CCG et la CNI 

(Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Organisation de la rétine humaine. La rétine est composée 

de 3 couches de neurones séparées par 2 couches synaptiques. Ces 

couches sont composées de 7 types cellulaires différents. Adapté de 

Salobrar-Garcia et al. 2014. Créé avec BioRender. 

 

Les cellules les plus externes de la rétine sont les photorécepteurs qui captent la 

lumière émise. Ce sont ces cellules qui sont capable de phototransduction, c’est-à-dire 

de convertir un signal lumineux en un signal électrique. Les deux types de photorécep-

teurs sont les cônes (détection des couleurs) et les bâtonnets (détection des variations 

d’intensité lumineuse). Une rétine humaine comporte environ 120 millions de bâton-

nets et 6 millions de cônes (Schacter 2011). Les cônes sont divisés en 3 sous-types : les 

cônes S, M et L en fonction des opsines qu’ils contiennent et qui sont excités par des 

photons émis à différentes longueurs d’ondes. Les cônes S (ou bleus) ont une absor-

bance de 428 nm, les cônes M (ou verts) ont une absorbance de 534 nm et les cônes L 
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(ou rouges) ont une absorbance de 564 nm. La présence des trois types de cônes per-

met une vision trichromatique. Les photorécepteurs sont constitués d’un segment ex-

terne, d’un segment interne, d’un corps cellulaire et d’une terminaison synaptique. 

Dans le cas des bâtonnets, le segment externe est cylindrique et est composé d’une 

superposition de disques contenant de la rhodopsine, une protéine permettant l’ab-

sorbtion des photons. Dans le cas des cônes, le segment externe est conique et les 

parois de ce segment forment des replis au sein desquels se trouve une des différentes 

opsines S (short ; bleue), M (middle ; verte) ou L (long ; rouge). Le segment externe des 

photorécepteurs est une évolution du cil primaire (Liu, Zhang, et Pierce 2010). Le seg-

ment interne des photorécepteurs contient la machinerie métabolique (mitochondries, 

réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, lysosomes) et est connecté au segment 

externe par le cil connecteur (Molday et Moritz 2015). Le corps cellulaire est continu au 

segment interne et contient le noyau de la cellule. Enfin, la terminaison synaptique 

contient des vésicules synaptiques et des synapses à ruban impliquées dans la trans-

mission du glutamate (neurotransmetteur excitateur) des photorécepteurs aux cellules 

horizontales et bipolaires (Figure 3).  

La répartition des différents types de photorécepteurs n’est pas homogène sur 

toute la surface de la rétine. Ainsi, différentes régions peuvent être identifiées au sein 

de la rétine à savoir la macula, la fovéa, la fovéola, le pôle postérieur et le bord péri-

phérique. La fovéola, zone la plus centrale, est composée de cônes M et L tandis que 

la fovéa et la macula, plus externes, sont composées de cônes S, M et L. La fovéa est la 

zone de la rétine où la vision des détails est la plus précise. Elle forme un creux au sein 

de la macula en raison d’une absence de vascularisation (Bringmann et al. 2018). Par 

ailleurs, la fovéa comporte deux fois plus de cônes L que de M. La macula contient des 

bâtonnets en plus des cônes. La rétine périphérique est composée principalement des 

bâtonnets (Viets, Eldred, et Johnston 2016). 
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Figure 3 : Structure des photorécepteurs. Il existe deux types de 

photorécepteurs différents, les cônes, chargés de la vision des couleurs et 

les bâtonnets, chargés de la détection des variations d’intensité 

lumineuse. Les disques des segments externes renferment la rhodopsine 

ou les opsines S, M ou L. Créé avec BioRender. 

 

Les cellules horizontales sont des interneurones situés dans la CPE, à la frontière 

entre les cellules bipolaires et les photorécepteurs. Elles servent à moduler le signal 

électrique entre ces deux types cellulaires. Lorsqu’une cellule horizontale reçoit un si-

gnal du photorécepteur avec lequel elle partage une synapse, elle inhibe les photoré-

cepteurs situés autour. Cette inhibition latérale permet d’augmenter le contraste entre 

les zones sombres et les zones éclairées (Kaneko 1987). Les cellules horizontales peu-

vent être de deux types différents : les cellules horizontales H1 et H2. Les cellules hori-

zontales de type H1 forment des synapses avec les bâtonnets et les cônes M et L tandis 
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que les cellules horizontales de type H2 forment principalement des synapses avec les 

cônes S et dans une moindre proportion, avec les cônes M et L (Dacey et al. 1996). 

Les cellules bipolaires sont des neurones situés dans la CNI et dont le rôle est 

de transmettre le signal nerveux des photorécepteurs ou des cellules horizontales aux 

cellules ganglionnaires, soit directement, soit en passant par l’intermédiaire des cellule 

amacrines. Il existe deux types de cellules bipolaires dont l’activation dépend du signal 

lumineux arrivant au niveau des photorécepteurs. Lorsque le signal lumineux extérieur 

est faible, les photorécepteurs vont libérer du glutamate qui a pour effet d’hyperpola-

riser et donc d’inhiber les cellules bipolaires ON et de dépolariser et donc d’exciter les 

cellules bipolaires OFF. A l’inverse, lorsque le signal lumineux extérieur est intense, 

moins de glutamate est libéré par les photorécepteurs. Les cellules bipolaires ON per-

dent donc leur inhibition tandis que les cellules bipolaires OFF subissent l’effet inverse 

(Purves et al. 2008). 

Les cellules amacrines sont des interneurones inhibiteurs permettant de modu-

ler les signaux électriques. Il existe au moins 33 types de cellules amacrines qui diffèrent 

par leurs morphologies, par leur stratification au sein de la rétine et par les neurotrans-

metteurs qu’elles sécrètent (GABAergique, glycinergique ou autre) (Balasubramanian 

et Gan 2014). Le corps cellulaire de ces cellules se trouve dans la CNI mais c’est dans la 

CPI qu’elles forment des synapses avec les cellules ganglionnaires de la rétine. 

Les cellules ganglionnaires de la rétine sont des neurones dont les axones myé-

linisés forment le nerf optique reliant le globe oculaire au cerveau. Ces cellules reçoi-

vent les signaux électriques de la part des cellules amacrines et bipolaires et les trans-

mettent sous forme de potentiel d’action jusqu’au cerveau au niveau du corps ge-

nouillé latéral (U. S. Kim et al. 2021). Certaines cellules ganglionnaires peuvent être 

photosensibles bien que ne participant pas directement à la vision. Les axones de ces 

cellules ganglionnaires photosensibles forment le tractus rétino-hypothalamique et 
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jouent un rôle dans le rythme circadien et dans le réflexe photomoteur (La Morgia et 

al. 2017). 

En plus des cellules amacrines, la CNI renferme les cellules gliales de Müller, des 

cellules ayant un rôle de support métabolique des autres types cellulaires de la rétine 

permettant ainsi un maintien de l’homéostasie rétinienne (Reichenbach et Bringmann 

2013). 

1.1.2.2 L’épithélium pigmentaire de la rétine 

L’épithélium pigmentaire de la rétine est une couche monostratifiée faisant par-

tie de la barrière hémato-rétinienne. La membrane apicale de l’EPR fait face au segment 

externe des photorécepteurs et comporte deux types de microvillosités, certaines fines 

et longues de 5 à 7 µm de longueur et d’autres plus courtes appelés « gaines ».  Les 

gaines en contact avec les bâtonnets sont cylindriques et ne recouvrent que l’extrémité 

du segment externe tandis que les gaines en contact avec les cônes sont plus longues 

et peuvent s’étendre pour recouvrir une plus grande surface de leur segment externe. 

L’EPR présente également un cil primaire à sa surface apicale, une structure ayant été 

décrite comme ayant un rôle dans plusieurs voies de signalisation intracellulaires (C. 

Sun, Zhou, et Meng 2021). La membrane basale est fortement invaginée ce qui permet 

d’augmenter la surface d’absorption des nutriments et fait face à la membrane de 

Bruch, une membrane perméable riche en collagène séparant la rétine de la choroïde. 

La membrane basolatérale des cellules de l’EPR présente des jonctions serrées (zona 

occludens) ainsi que des jonctions adhérentes (gap junctions) et communicantes. Ces 

jonctions permettent un transport apico-basal de fluides entres les cellules et ainsi 

maintiennent l’étanchéité et la perméabilité de l’épithélium, participant au maintien de 

l’homéostasie de la rétine. Le noyau des cellules de l’EPR est localisé en position basale 

et la présence de mitochondries et de lysosomes révèle une forte activité métabolique. 
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Enfin, les cellules de l’EPR ont une forme hexagonale et sont caractérisées par une pig-

mentation due l’expression de la mélanine (Boulton et Dayhaw-Barker 2001).  

L’EPR est impliqué dans différentes fonctions. Les paragraphes suivants ont pour 

but de présenter ces fonctions. 

 

• Le transport transépithélial d’ions, de fluides et de métabolites 

L’EPR permet de maintenir un environnement optimal pour le bon fonctionne-

ment des photorécepteurs en assurant le transport d’eau, d’ions et de nutriments. En 

effet, la pression intraoculaire qui conduit le liquide extracellulaire vers le fond de l’œil 

combiné à une forte activité métabolique des photorécepteurs entraînent une aug-

mentation du volume d’eau dans l’espace sous-rétinien. Les cellules gliales de Müller 

permettent d’acheminer l’eau résiduelle à travers les différentes couches de la rétine 

jusqu’à l’EPR qui régule ensuite ces mouvements d’eau en évacuant l’eau vers la cho-

roïde à l’aide de canaux spécifiques appelés aquaporine. Le transport d’eau à travers 

ces pores entraîne un transport transépithélial d’ions chlorure Cl- et potassium K+. Le 

transport de Cl- de l’espace sous-rétinien vers l’EPR est un transport actif qui requiert 

de l’énergie fournie par l’ATP (adénosine triphosphate). Cet ATP entre dans les cellules 

à l’aide des pompes Na+/K+ ATPase situées à la membrane apicale de l’EPR (Marmors-

tein 2001). Ces échanges aqueux et ioniques sont à l’origine de la différence de poten-

tiel transépithélial. Les cellules de l’EPR présentent également des canaux nécessaires 

à l’évacuation de produits métaboliques générés par les photorécepteurs comme 

l’acide lactique (Keeling et al. 2018). En plus des transports ioniques et aqueux, l’EPR 

délivre des nutriments tels que le glucose, le rétinol, la vitamine A, l’acide ascorbique 

et des acides gras (Simó et al. 2010). En l’absence de vascularisation, l’absorption du 

glucose est indispensable et se fait passivement grâce à des transporteurs spécifiques 

tels que GLUT1 et GLUT3 localisés à la membrane apicale et basale (Rizzolo 2008). 
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• Le transport et le stockage de rétinoïdes essentiels pour la maintenance du 

cycle visuel 

Le cycle visuel est la voie métabolique permettant la synthèse et le recyclage du 

rétinal 11-cis, un chromophore dérivé de la vitamine A qui initie la phototransduction. 

Lorsqu’un photon atteint un photorécepteur, cela induit l’activation de la rhodopsine 

menant à un changement de conformation du rétinal 11-cis qui devient du rétinal tout-

trans. Ce dernier va être libéré par la rhodopsine et réduit en rétinol tout-trans (vitamine 

A) par une rétinol déshydrogénase, la RDH8.  

 

  

Figure 4 : Schéma récapitulatif du cycle visuel. Ce processus ayant 

lieu dans les photorécepteurs et dans les cellules de l’EPR permet de 

régénerer la rhodopsine (R). Adapté de Salesse 2017. 
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Le rétinol tout-trans va ensuite être transporté des photorécepteurs vers l’EPR 

par l’IRBP (Interstitial Retinol Binding Protein), une protéine transporteuse. Dans l’EPR, 

le rétinol tout-trans va être pris en charge par la CRBP-1 (Cellular Retinol Binding Pro-

tein) puis reconnu par la LRAT (Lecithin Retinol Acetyltransferase) dont le rôle est de 

transformer le rétinol tout-trans en rétinyl ester tout-trans. Ce dernier est stocké dans 

les rétinosomes et est métabolisé si nécessaire en rétinol 11-cis par la protéine RPE65. 

Puis, le rétinol 11-cis est oxydé en rétinal 11-cis par la RDH5. Le rétinal 11-cis est enfin 

stabilisé par CRALBP (Cellular Retinaldehyde-Binding Protein) et amené aux segments 

externes des photorécepteurs ou le cycle visuel pourra redémarrer (Crouch et al. 1996). 

 

• La phagocytose et la dégradation des segments externes des photorécep-

teurs 

La phagocytose est l’une des fonctions fondamentales les plus caractéristiques 

de l’EPR. Ce processus qui a lieu à la membrane apicale, au lieu de contact entre les 

cellules de l’EPR et les photorécepteurs permet de maintenir l’activité rétinienne en 

garantissant un renouvellement constant des cônes et des bâtonnets (Bok 1993). Le 

renouvellement des segments externes des photorécepteurs de la rétine humaine se 

fait quotidiennement en suivant un rythme circadien au cours duquel les disques des 

segments externes des cônes sont remplacés en début de journée tandis que ceux des 

bâtonnets le sont en fin de journée (Kevany et Palczewski 2010; Parinot et al. 2024). Le 

renouvellement total des photorécepteurs s’effectue en une dizaine de jours. Le pro-

cessus de phagocytose se déroule en trois étapes : liaison, internalisation et dégrada-

tion. Lors de ce processus, les microvilli des cellules de l’EPR englobent les segments 

externes des photorécepteurs. Ces derniers présentent une accumulation de phospha-

tidylsérine (PtdSer) à leur extrémité. Cette molécule se lie à d’autres molécules telles 

que Gas6 et la protéine S qui engagent à leur tour le récepteur MERTK exprimé par les 
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cellules de l’EPR (Hall et al. 2005). Cela va avoir pour effet la multimérisation et sa trans-

phophorylation de MERTK et ainsi l’activation de la GTPase Rac. Celle-ci a également 

un rôle dans l’englobement des segments externes par l’EPR (Kwon et Freeman 2020). 

Puis, au fur et à mesure de cet englobement, un phagosome de 1-2 µm de diamètre 

est formé par les cellules de l’EPR. Ce phagosome fusionne avec des endosomes et des 

lysosomes pour donner un phagolysosome. Au cours de sa maturation le phagolyso-

some se déplace vers la face basale des cellules et acquiert des enzymes qui lui donnent 

ses capacités de dégradation. Parmi elles, la V-ATPase qui a pour effet d’acidifier le 

phagolysosome aidant ainsi à la dégradation et la cathepsine D, une protéase qui per-

met de dégrader les opsines qui constituent 95% du contenu des segments externes 

(Papermaster et Dreyer 1974). Ceux-ci renferment également des phospholipides qui 

sont décomposés par des hydrolases, les phospholipases A1 et A2 (Swartz et Mitchell 

1973). Tout ce processus donne naissance à des déchets ayant besoin d’être évacués 

afin de « résoudre » le phagolysosome. Bien que cette « résolution » ne soit pas tota-

lement comprise, elle est essentielle car elle permet de reconstituer le stock de lyso-

somes dans la cellule. De plus, l’EPR renvoie aux photorécepteurs certaines molécules 

présentes dans le phagolysosome telles que le rétinal ou le glucose. 

 

• L’absorption de la lumière concentrée sur la rétine par le cristallin et la pro-

tection contre la photo-oxydation 

L’exposition constante de la rétine à la lumière ainsi que sa forte activité méta-

bolique mène à la formation de ROS (Reactive Oxygen Species ; dérivés réactifs de l’oxy-

gène) tels que le peroxyde d’hydrogène qui induisent un stress oxydatif délétère pour 

les cellules (Maurya et al. 2023). Pour contrer l’effet de ces ROS, l’EPR a des mécanismes 

de signalisation impliquant des antioxydants et des protéines d’oxydoréduction tels 

que la superoxyde dismutase, le glutathion ou l’α-tocophérol (Newsome et al. 1994). 
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• La production de facteurs de croissance 

Les cellules de l’EPR sécrètent du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor ; fac-

teur de croissance de l’endothélium vasculaire), du FGF-5 (Fibroblast Growth Factor 5), 

de l’Endothelin I et de la Cystatin C au niveau basolatéral notamment dans le but de 

maintenir les vaisseaux sanguins de la choroïde en bonne santé (Saint-Geniez et al. 

2009). Au niveau apical, les cellules de l’EPR sécrètent de l’acide hyaluronique, de l’αB-

cristalline et du PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor), un facteur neurotrophique 

et un inhibiteur de l’angiogenèse (Kay, Yang, et Paraoan 2013). 

Les photorécepteurs et l’EPR peuvent être atteints dans un nombre important 

de maladies oculaires (DMLA, rétinopathie diabétique, rétinite pigmentaire, etc…). 

Nous allons à présent nous pencher sur une des maladies qui touche l’œil entre autres 

organes, le syndrome d’Alström. 

 

1.2 LE SYNDROME D’ALSTRÖM 

 Description 

Le syndrome d’Alström (SA) est une maladie monogénique rare causée par des 

mutations dans le gène ALMS1. Décrite pour la première fois en 1959 par Carl Henry 

Alström, cette maladie a une prévalence estimée à 1 cas sur 1 000 000 (Alstrom et al. 

1959; Marshall et al. 2011) bien que ce nombre puisse être sous-évalué en raison de la 

difficulté à établir un diagnostic fiable. En effet, certains symptômes de cette maladie 

apparaissent dès la naissance tandis que d’autres émergent au cours de l’enfance. Les 

premières caractéristiques ayant été décrites sont une dystrophie rétinienne associée 

à une obésité, une surdité de perception et une résistance à l’insuline (Alstrom et al. 

1959). A l’heure actuelle, un diagnostic peut être établi en se basant sur les critères 
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récapitulés dans la Table 1 en fonction de l’âge du patient. Bien que les symptômes 

des patients puissent varier en fonction de l’âge et que le SA présente des variabilités 

cliniques inter- et intra-familiales, certains symptômes communs sont retrouvés chez 

un grand nombre de patients, permettant d’établir une liste de phénotypes caractéris-

tiques de la maladie. Les paragraphes suivants ont pour but de présenter ces symp-

tômes. 

 

• Symptômes ophtalmologiques 

Un des premiers symptômes révélateurs du SA chez le nourrisson est un nys-

tagmus, c’est-à-dire un mouvement saccadé et incontrôlé des yeux ainsi qu’une pho-

tophobie, une sensibilité extrême à la lumière allant jusqu’à l’intolérance (Marshall, 

Beck, et al. 2007). La dégénérescence des photorécepteurs révèle une dystrophie réti-

nienne dès les premières semaines après la naissance. 

Cette dégénérescence entraîne une malvoyance sévère rapide. La dystrophie 

des cônes survient avant celle des bâtonnets impliquant que la vision des patients dans 

leur petite enfance provient principalement des bâtonnets. Néanmoins les bâtonnets 

dégénèrent rapidement après les cônes et commencent à se dégrader vers l’âge de 5 

ans (Russell-Eggitt et al. 1998). La perte de la vision est progressive et à l’âge de 9 ans, 

on estime qu’un tiers des patients sont totalement aveugles, qu’à 12 ans, la moitié 

d’entre eux le sont pour finalement atteindre 90% des patients à l’âge de 16 ans. La 

rétine des patients présente des vaisseaux sanguins diminués, une blancheur anormale 

du disque optique et une atrophie significative de l’EPR. 

D’un point de vue histologique, les rétines des patients présentent une hyalose 

astéroïde, des druses du disque optique et des spicules osseux. Des images obtenues 

par tomographie en cohérence optique (OCT) sur un patient âgé de 5 ans montrent un 

amincissement de la macula ainsi qu’un arrêt précoce du développement maculaire  
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Table 1 : Critères pour le diagnostic du syndrome d’Alström. Adapté 

de Marshall, Beck, et al. 2007; Marshall et al. 2013. 

 

Age Critères principaux Critères additionnels Minimum requis Autres signes évocateurs

Présence de deux 

variants du gène ALMS1 

(présentant au moins une 

mutation perte de 

fonction)

Obésité
Infections respiratoires 

récidivantes

Histoire familiale de SA
Absence d’anomalie des 

extrémités

Nystagmus/photophobie
Antécédent personnel ou familial 

de retard des acquisitions

Présence de deux 

variants du gène ALMS1 

(présentant au moins une 

mutation perte de 

fonction)

Obésité et/ou insulino-

résistance et/ou diabète

Infections respiratoires 

récidivantes

Histoire familiale de SA

Cardiomyopathie 

dilatée/insuffisance 

cardiaque congestive

Absence d’anomalie des 

extrémités

Surdité de perception Retard des acquisitions

Atteinte hépatique Hypertriglycéridémie

Scoliose

Pieds plats

Hypothyroïdie

HTA

Déficit en GH

Infections urinaires récidivantes

Avance d’âge osseux

Présence de deux 

variants du gène ALMS1 

(présentant au moins une 

mutation perte de 

Obésité et/ou insulino-

résistance et/ou diabète

Infections respiratoires 

récidivantes

Cardiomyopathie 

dilatée/insuffisance 

cardiaque congestive

Absence d’anomalie des 

extrémités

Surdité de perception Retard de développement

Atteinte hépatique Hypertriglycéridémie

Insuffisance rénale Cypho-scoliose

Petite taille Pieds plats

Hypogonadisme chez les 

hommes
Hypothyroïdie

HTA

Déficit en GH

Infections urinaires 

récidivantes/dysfonction vésicale

Alopécie

Oligoménorrhée ou hyper-

androgénie chez la femme

2 critères principaux

OU

1 critère principal + 4 

critères additionnels

Troubles visuels : 

nystagmus, photophobie, 

baisse de l’acuité 

visuelle, malvoyance liée 

à une dystrophie 

rétinienne (ERG)

Histoire familiale de SA

2 critères principaux

OU

1 critère principal + 2 

critères additionnels
Cardiomyopathie 

dilatée/insuffisance 

cardiaque congestive

Naissance à 

2 ans

2 ans à 14 ans

15 ans à 

l'âge adulte

Troubles visuels : 

nystagmus, photophobie, 

baisse de l’acuité 

visuelle, malvoyance liée 

à une dystrophie 

rétinienne (ERG)

Insuffisance rénale

2 critères principaux

OU

1 critère principal + 3 

critères additionnels
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avec une organisation structurelle immature de la rétine caractérisée par une couche 

unique de cônes et de bâtonnets courts et épais ainsi que des segments courts et im-

matures ne présentant pas de cil connecteur  (Vingolo et al. 2010). De plus, des com-

plications annexes peuvent être observées telle qu’une cataracte dont la prise en 

charge chirurgicale peut permettre une amélioration de la perception de la lumière. 

 

• Symptômes auditifs 

Dans la première décennie de la vie des patients, 89% d’entre eux développent 

une surdité de perception (ou neurosensorielle) bilatérale progressive dont l’âge d’ap-

parition et la sévérité sont variables (Welsh 2007). Ces atteintes du système auditif s’ac-

compagnent d’infections du système oto-rhino-laryngologique (ORL) comme des si-

nusites et des otites séro-muqueuses (Marshall et al. 2005). Ces infections peuvent être 

à l’origine d’une surdité de transmission transitoire dans la petite enfance, avant que la 

surdité de perception ne se mette en place. Les surdités de transmission ont pour ori-

gine l’oreille externe et/ou moyenne tandis que les surdités de perception ont essen-

tiellement pour origine l’oreille interne. 

 

• Symptômes cardiaques 

Les patients atteints du SA présentent pour 62% d’entre eux une cardiomyopa-

thie dilatée (DCM : dilated cardiomyopathy). Pour 43% de ces patients, la DCM pro-

voque une insuffisance cardiaque (CHF ; congestive heart failure) au cours des 16 pre-

miers mois après la naissance (Makaryus et al. 2007) mettant en évidence une dilatation 

du ventricule gauche et une altération de la fraction d’éjection. Chez de nombreux 

nourrissons atteints du SA, la fonction cardiaque s'améliore autour de l'âge de 3 ans et 

reste stable pendant de nombreuses années avec une fonction faiblement altérée mais 

viable. Chez ces patients une récidive soudaine a souvent lieu à l’adolescence ou à l’âge 
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adulte. Chez d’autres patients la défaillance cardiaque est chronique et apparaît pour 

la première fois plus tardivement. Par ailleurs, les comorbidités associées au SA (diabète 

de type II, obésité) augmentent la probabilité de complexification des symptômes car-

diaques en y ajoutant par exemple un risque de coronaropathie élevé. 

 

• Obésité 

Bien que le poids à la naissance et l’IMC (indice de masse corporelle) soient 

considérés comme normaux dans les premiers mois suivants la naissance des patients 

atteints du SA, une prise de poids rapide est observée entre l’âge de 6 mois et 1 an. 

L’IMC tend à se stabiliser chez les patients autour de l’adolescence pour donner une 

silhouette trapue avec des épaules larges et une poitrine « en tonneau ». Une hyper-

phagie et un trouble de la satiété sont également observées mais le lien entre ces 

symptômes et le SA n’a pas été prouvé avec certitude (Marshall et al. 2005). Une dimi-

nution de l’activité physique liée aux troubles sensoriels est notée et pourrait contri-

buer à expliquer la prise de poids rapide. D’un point de vue histologique, les tissus 

adipeux sont répandus sur tout le corps bien que la graisse soit distribuée plus préci-

sément dans les régions sous-cutanées et viscérales. 

 

• Diabète de type II 

La plupart des patients atteints du SA développent un diabète sucré de type II. 

En effet, entre 70 et 80% des patients présentent une hyper insulinémie, une résistance 

à l’insuline ainsi qu’une intolérance au glucose. Ces trois symptômes peuvent être dé-

tectées dès l’âge de 1 an bien que l’âge de leur apparition soit variable avec un âge 

médian de 16 ans. Outre les symptômes habituels du diabète, un tiers des patients 

présentent un acanthosis nigricans, une pathologie rare de la peau liée au diabète au 
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niveau du cou et des aisselles. Le diagnostic de diabète de type II suit les mêmes cri-

tères que pour la population globale et est effectué par mesure de la glycémie. Bien 

que la rétinopathie diabétique soit habituellement observée chez des patients atteints 

de diabète sucré, aucun cas n’a été rapporté chez les patients du SA en raison de la 

dégénérescence précoce de la rétine. Par ailleurs, il semble que les patients soient pré-

servés de la neuropathie périphérique, un autre symptôme habituellement lié au dia-

bète (Richard B. Paisey et al. 2009). 

 

• Dyslipidémie et dysthyroïdie 

En raison de la résistance à l’insuline, les patients atteints du SA ont souvent un 

taux important de triglycérides dès l’enfance. De plus, une augmentation soudaine et 

rapide du taux de triglycérides peut entraîner une pancréatite aigüe qui doit être sur-

veillée (R. B. Paisey et al. 2004). 

Environ 20% des patients présentent une hypothyroïdie primaire caractérisée par une 

baisse de la sécrétion de la thyroxine libre 4 (FT4) et une augmentation de celle de 

l’hormone thyréostimulante (TSH). 

 

• Atteintes rénales et urologiques 

Les patients présentent une insuffisance rénale progressive caractérisée par une 

glomérulonéphrite et une destruction graduelle des reins. La glomérulonéphrite se tra-

duit par une diminution du débit de filtration glomérulaire ainsi que par une protéinu-

rie. Pour la moitié des patients atteints du SA, l’insuffisance rénale devient terminale et 

nécessite la mise en place de solutions thérapeutiques telles que des dialyses ou une 

transplantation rénale. Comme pour les autres caractéristiques du SA, l’âge d’appari-

tion, la vitesse de progression et la sévérité du symptôme varient grandement entre les 

patients.  
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Les problèmes urologiques liés au SA peuvent être mineurs tels que l’urgence urinaire, 

la difficulté à commencer à uriner, de longs intervalles entre les urinations, des urina-

tions incomplètes ou des douleurs abdominales avant ou pendant la miction. Par ail-

leurs, les symptômes peuvent évoluer de manière surprenante, passant par exemple 

d’une rétention à une fréquence urinaire importante ou à une incontinence. Les pa-

tients hommes et femmes subissent des infections urinaires et des cystites fréquentes. 

Certains patients peuvent développer des symptômes plus graves tels qu’une fré-

quence urinaire et une impériosité très importantes, une incontinence et des douleurs 

périnéales ou abdominales significatives nécessitant une intervention chirurgicale. 

 

• Atteintes hépatiques 

La quasi-totalité des patients atteints du SA ont une dysfonction hépatique pro-

gressant lentement et caractérisée tout d’abord par une élévation des transaminases 

et de la gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) révélant une stéatopathie non-alcoo-

lique (NASH) liée à la résistance à l’insuline (Connolly et al. 1991; Quiros-Tejeira, Vargas, 

et Ament 2001). Chez ces patients, le foie et la rate sont élargis et un examen ultraso-

nique peut révéler une stéatose. Dans l'évolution finale de la maladie, on observe une 

fibrose importante, une cirrhose, une hypertension portale, des varices œsopha-

giennes, une encéphalopathie et une hémorragie digestive haute pouvant conduire au 

décès du patient. 

 

• Hypogonadisme 

Les patients atteints du SA présentent régulièrement des troubles du dévelop-

pement pubertaire. Les hommes présentent des organes génitaux externes de petite 

taille, un développement excessif des glandes mammaires et une atrophie des testi-

cules présentant une fibrose des tubes séminifères (Marshall et al. 2005). Néanmoins, 



 

36 

des spermatozoïdes peuvent être trouvés dans le liquide séminal bien que leur nombre 

soit très réduit. Les taux élevés d’hormone de stimulation folliculaire (FSH ; follicle sti-

mulating hormone) et d’hormone lutéinisante (LH ; luteinizing hormone) combiné à un 

taux réduit de testostérone indiquent un hypogonadisme primaire (Warren et al. 1987). 

Chez la plupart des patientes atteintes du SA, le développement sexuel est normal 

jusqu’à la puberté et les premières menstruations bien que certains cas de puberté 

précoce et de développement mammaire tardif aient été rapportés. Ces patientes pré-

sentent un hyper-androgynisme, un hirsutisme et une alopécie qui peuvent être liés à 

la résistance à l’insuline (Kocova et al. 2011). Les organes génitaux externes sont de 

taille normale mais les menstruations sont souvent irrégulières, peu abondantes et spo-

radiques. Plus de 20% des patients présentent des kystes ovariens présentant des mo-

difications fibreuses denses, des follicules primaires et secondaires réduits et une ab-

sence de corps jaunes. Les taux de FSH et de LH apparaissent dans la moyenne. Des 

grossesses ont pu être menées à terme par des patientes atteintes du SA (Marozio et 

al. 2022). 

 

• Atteintes respiratoires 

Les atteintes du système pulmonaire font partie des symptômes les plus fré-

quents dans l’enfance des patients. Les infections chroniques du système respiratoire 

se manifestent par des bronchites chroniques, de l’asthme, des rhino-sinusites, des épi-

sodes de pneumonie ainsi que par des rhumes et des grippes plus fréquents que chez 

la moyenne des enfants. Avec l’âge, les patients souffrent de bronchopneumopathie 

chronique obstructive et de syndrome de détresse respiratoire aigu. Une hypoxémie 

chronique est rapportée chez certains patients et des épisodes d’hypoxémie sévère 

peuvent arriver en cas d’infection et lors d’interventions chirurgicales (Khoo et al. 2009). 
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• Troubles du développement 

La plupart des patients présentent une intelligence normale nuancée par un re-

tard d’apprentissage et un décalage des acquisitions probablement dû aux atteintes 

des appareils visuels et auditifs. Le quotient intellectuel (QI) des patients ne semble pas 

impacté mais les grandes étapes du développement de la motricité telles que le fait de 

s’asseoir, se tenir debout, et la marche semblent retardées de 1 à 2 ans. De plus, les 

patients font preuve d’une difficulté à garder l’équilibre et des problèmes de coordi-

nation des mouvements et de la motricité fine ont été rapportés. De rares cas d’au-

tisme, de déficience intellectuelle, de dépression chronique, d’épilepsie, de comporte-

ments psychotiques et de perturbations du cycle veille/sommeil ont également été no-

tés. Néanmoins, certains de ces symptômes peuvent être secondaires et dériver des 

atteintes neurosensorielles. 

 

• Autres 

Le SA est également caractérisé par une hypertension, l’observation de pieds 

plats et une scoliose. Des caractéristiques corporelles telles que les yeux enfoncés, le 

visage rond, une hyperostose frontale interne, des oreilles épaisses, une calvitie frontale 

précoce et des cheveux fins peuvent être observées. Enfin, les patients peuvent égale-

ment présenter des doigts et des orteils raccourcis avec brachydactylie et des anoma-

lies dentaires et gingivales. 

Peu d’études comparant de larges cohortes de patients atteints du SA existent 

dans la littérature, rendant difficiles les analyses globales sur cette maladie. Parmi les 

raisons qui expliquent cela, on peut citer le fait que les erreurs de diagnostics sont 

fréquentes en raison de la variabilité des symptômes et des similitudes entre le SA et 

d’autres maladies, notamment les ciliopathies sur lesquelles nous reviendrons plus tard. 

Néanmoins, une étude de 2005 comparant les symptômes de 182 patients a permis 
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d’aider à établir un liste de symptômes communs majoritairement retrouvés chez les 

patients (Marshall et al. 2005). Selon cette étude, 98% des patients présentent des 

troubles visuels tel qu’un nystagmus et une photophobie en plus d’une dystrophie des 

bâtonnets rendant 100% de ces patients légalement aveugles dès la moitié de leur 

deuxième décennie. Ensuite, les atteintes auditives sont présentes chez 89% des pa-

tients. L’obésité infantile est également un point commun à 98% des patients, tout 

comme l’hyperinsulinémie (92%) et le diabète de type II, qui touche 82% des patients 

de plus de 16 ans. La cardiomyopathie dilatée concerne 62% des patients et les troubles 

rénaux mis en évidence par une élévation du taux de transaminase dans le rein tou-

chent 92% des patients. La figure 5 présente un récapitulatif des symptômes du SA 

habituellement retrouvés chez les patients ainsi que la tranche d’âge et l’âge moyen 

auquel ceux-ci se déclenchent. 

 

 Prise en charge des patients 

A l’heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif spécifique. Les traitements 

existants visent principalement à traiter les manifestations symptomatiques indépen-

damment les unes des autres (Marshall, Beck, et al. 2007). C’est pourquoi les enfants 

atteints du SA nécessitent un suivi approfondi permettant de constater l’étendue des 

symptômes au fur et à mesure du développement de la maladie afin de pouvoir adap-

ter la prise en charge médicale et anticiper les complications qui pourraient apparaître 

avec le temps. Les symptômes oculaires ne peuvent pas être traités et aucune méthode 

ne permet d’empêcher la perte progressive de la vue. Néanmoins, dans les premières 

années de la maladie, les patients peuvent être aidés grâce à des verres spéciaux teintés 

de rouge limitant la photosensibilité. Les patients atteints de cataracte peuvent égale-

ment se voir proposer une opération chirurgicale. Etant donné le caractère inéluctable  
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Figure 5 : Récapitulatif des symptômes du SA et âge d’apparition. 

Les flèches rouges représentent l’âge moyen d’apparition des symptômes 

et les nombres entre parenthèses le pourcentage de patients présentant le 

symptôme en question. Adapté de Marshall et al. 2005. 

 

de la perte de la vision, les patients se voient proposer rapidement d’apprendre à se 

déplacer sans voir mais également d’apprendre le Braille ainsi que d’autres formes de 

communication non visuelles.  

Tout comme les symptômes oculaires, les symptômes auditifs et ORL ne peuvent 

être traités de façon durable. Néanmoins, une meilleure audition peut être proposée 

aux patients à l’aide d’appareils auditifs. Dans certains cas, un implant cochléaire peut 

être envisagé et permet au patient de gagner en capacités sociales et scolaires (Gheller 

et al. 2020). 
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Des échographies cardiaques régulières permettent de suivre le développement 

et la progression de la maladie et ainsi d’adapter la réponse médicale pour qu’elle soit 

la plus adéquate possible. Un traitement à long-terme visant à inhiber l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (ACE ; angiotensin-converting enzyme) est recommandé 

pour les patients atteints de cardiomyopathies. D’autres traitements tels que les diuré-

tiques, les digitaliques, les β-bloquants et la spironolactone peuvent avoir un effet po-

sitif sur les patients. La transplantation cardiaque peut être envisagée bien qu’elle 

n’améliore pas les conditions de vie des patients au niveau des autres organes concer-

nés par le SA. Néanmoins, un cas de transplantation cardiaque et pulmonaire réussie a 

déjà été rapporté chez un patient atteint d’une forme modérée du SA (Goerler et al. 

2007). 

Comme pour la plupart des patients atteints de troubles métaboliques, il est 

régulièrement conseillé aux patients atteints du SA de pratiquer une activité sportive 

adaptée et régulière tel que la marche dans le but d’augmenter l’externalisation des 

récepteurs GLUT4 au sein des cellules musculaires (Hayashi, Wojtaszewski, et Goodyear 

1997). Néanmoins, la mise en place de ces exercices peut être difficile compte tenu des 

troubles neurosensoriels affectant les patients. Ces exercices sont souvent combinés à 

une adaptation du régime alimentaire dans le but de réduire le poids des patients et 

de leur conférer un style de vie plus sain. Ces régimes permettent de corriger au moins 

en partie plusieurs aspects de la maladie tels que la pression artérielle, le taux sanguin 

de triglycérides, l’intolérance au glucose ou encore les problèmes de reflux gastro-

œsophagiens (Richard B. Paisey et al. 2014) 

Les cas de diabète de type II liés au SA peuvent être traités avec de la metformine 

et des glitazones de sorte à pallier à l’intolérance au glucose (Sinha et al. 2007). Néan-

moins, une attention particulière doit être apportée aux patients après traitement en 

raison de la propension de la metformine à aggraver les troubles rénaux et celle des 
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glitazones à entraîner des cardiomyopathies. De plus, la metformine semble également 

avoir des effets bénéfiques sur la régulation du cycle menstruel chez les patientes du 

SA. 

 

 Génétique du SA 

1.2.3.1 Le gène ALMS1 

Le SA est une maladie génétique rare de type autosomique récessive due à dif-

férentes mutations dans le gène ALMS1. ALMS1 est un gène localisé sur le bras court 

du chromosome 2, à la position 2p13 et qui a été identifié en 2002 par deux équipes 

différentes comme étant responsable du SA (Gayle B. Collin et al. 2002; Hearn et al. 

2002). ALMS1 a une taille d’environ 225 000 paires de bases et est organisé en 23 exons 

(Marshall et al. 2011) (Figure 6). Le gène ALMS1 code pour une protéine de 461,2 kDa 

et d’une taille de 4169 acides aminés (Marshall, Beck, et al. 2007). Cette protéine est 

ubiquitaire et a été localisée au centrosome et dans les corps basaux des cellules ciliées 

(Hearn et al. 2005).  

  

Figure 6 : Structure du gène ALMS1. ALMS1 a une taille d’environ 225 

000 paires de bases et est composé de 23 exons. Tiré de Álvarez-Satta, 

Castro-Sánchez, et Valverde 2015. 
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L’exon 1 d’ALMS1 contient une extension d’acide glutamique (polyE ; aa13-29) 

caractérisée par une répétition du trinucléotide (GAG)NGAA(GAG)3 et est suivie par un 

segment de sept résidus Alanine (aa30-36). L’exon 8, d’une taille notable de 6kb, pré-

sente un grand domaine de répétitions en tandem (TRD) codant 34 répétitions impar-

faites de 45 à 50 acides aminés. Cette séquence représente 40% de la protéine et sa 

séquence consensus est donnée en figure 7.  

L’extrémité C-terminale de la protéine contient des signaux de localisation nu-

cléaires ainsi qu’un motif conservé à travers l’évolution, le motif ALMS qui est retrouvé 

dans deux autres protéines centrosomales, CEP295 (aussi connue sous le nom de 

KIAA1731) et C10orf90 (aussi connue sous le nom de FATS) (Gayle B. Collin et al. 2002; 

Knorz et al. 2010). 

 

 

Figure 7 : Structure de la protéine ALMS1. L’exon 8 possède un large 

domaine de répétitions en tandem représentant 40% de la protéine et 

donc la séquence consensus est donnée. Tiré de Hearn 2019. 

 

1.2.3.2 Mutations pathologiques 

Un grand nombre des mutations pathologiques retrouvées chez les patients at-

teints du SA se trouvent en amont de l’exon 7 et sont pour la plupart d’entre elles des 
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mutations entrainant l’apparition d’un codon STOP au sein de la séquence du gène. 

Ces mutations sont donc à l’origine de protéines tronquées (Marshall, Beck, et al. 2007). 

Ces mutations peuvent être des mutations non-sens menant au remplacement d’un 

codon codant un acide aminé par un codon STOP mais également des évènements 

d’insertions et de délétions induisant un décalage du cadre de lecture et menant à 

l’apparition d’un codon STOP précoce. Au sein du gène ALMS1, l’exon 8 semble con-

centrer un grand nombre de mutations pathologiques (Marshall et al. 2015). Parmi les 

éléments pouvant expliquer ce phénomène on trouve premièrement le fait que cet 

exon est le plus grand d’ALMS1, couvrant 6108 paires de bases sur 12844, soit près de 

la moitié de la séquence totale du gène (Bea-Mascato et Valverde 2024), impliquant 

une plus grande probabilité de contenir une mutation. Historiquement, les premières 

mutations pathologiques d’ALMS1 à avoir été identifiées se trouvent dans les exons 8, 

10 et 16 (Joy et al. 2007; Marshall, Hinman, et al. 2007; Marshall et al. 2011) ce qui a 

poussé les chercheurs à se concentrer sur ces exons dans leur recherche de nouvelles 

mutations. La figure 8 présente un schéma récapitulatif des mutations pathologiques 

retrouvées dans les exons d’ALMS1.  

Les méthodes récentes de séquençage et de génotypage des patients ont plus 

tard permis d’identifier des mutations pathologiques au sein des exons 5, 11, 12, 18, 

20 mais également dans les introns du gène (Richard B. Paisey et al. 2014; Casey et al. 

2014; Taşdemir et al. 2013; Marshall, Hinman, et al. 2007; Malm et al. 2008; Bond et al. 

2005; Aldahmesh et al. 2009; Ozantürk et al. 2015; Sanyoura et al. 2014). 
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1.2.3.3 Lien génotype-phénotype 

Différentes études ont tenté d’établir un lien entre génotype et phénotype con-

cernant le SA. Seulement, la plupart de ces études se basent sur des cohortes de pa-

tients assez limitées n’excédant pas une cinquantaine de patients (Minton et al. 2006; 

Bond et al. 2005; Marshall, Hinman, et al. 2007). 

 

 

 

Figure 8 : Répartition de mutations pathologiques au sein d’ALMS1. 

L’exon 8 concentre une majorité des mutations responsables du SA 

compte tenu de sa taille. Tiré de Marshall et al. 2015. 

 

Compte tenu de la rareté du SA et de la difficulté à accéder à un nombre élevé 

de patients pouvant être suivis de façon adéquate à travers le temps, il est peu probable 
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que d’autres études se basant sur des cohortes de patients plus importantes puissent 

voir le jour. C’est pourquoi, des méta-analyses ont été menées plus récemment.  

Les méta-analyses sont des études compilant les résultats d’un nombre impor-

tant d’études de plus petite taille et qui permettent de s’affranchir au moins en partie 

de la limite imposée par la taille des cohortes de patients atteints de maladies rares 

(Riley, Lambert, et Abo-Zaid 2010; Stewart et Clarke 1995). De telles analyses ont été 

menées pour différentes maladies rares (Friede et al. 2017), notamment dans le cas du 

syndrome de Bardet-Biedl, une ciliopathie et ont permis dans certains cas d’identifier 

un lien entre génotype et phénotype (Niederlova et al. 2019). Une méta-analyse com-

pilant les données médicales et génétiques de 357 patients atteints du SA a été menée 

en 2024 et a permis d’identifier cinq mutations parmi les plus fréquemment retrouvées 

chez les patients (Bea-Mascato et Valverde 2024). De plus, cette étude a permis de 

déterminer que les patients ayant une mutation pathologique autour de l’exon 10 ont 

plus de probabilité de cumuler les symptômes du SA et d’avoir une aggravation rapide 

de la maladie, en comparaison à des patients dont la ou les mutations sont présentes 

en aval de l’exon 9 ou en amont de l’exon 13 (Bea-Mascato et Valverde 2024). Enfin, 

bien que Marshall, Hinman et al. aient décrit en 2007 une association entre des altéra-

tions génomiques dans l’exon 8 et des atteintes hépatiques, ces observations ne sont 

pas retrouvées dans les méta-analyses (Marshall, Hinman, et al. 2007; Bea-Mascato et 

Valverde 2024). 

 

1.2.3.4 Les variants d’ALMS1 

Peu d’études rapportent quels sont les variants les plus communément transcrits 

chez les patients atteints du SA. Cependant, bien que la littérature ne soit pas très 

fournie à ce sujet, certains articles mentionnent des détails intéressants. Dans une 
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étude de 2002, une équipe s’est penchée sur des bases de données publiques et a 

déterminé que les exons 22 et 23 sont présents dans les transcrits les plus abondants 

(Gayle B. Collin et al. 2002). Par ailleurs, d’autres études ont constaté que l’exon 2 

d’ALMS1 est fréquemment absent des transcrits (Hearn et al. 2002). 

 

1.2.3.5 Fonctions de la protéine ALMS1 

Le rôle d’ALMS1 dans les cellules n’est pas totalement établi mais la littérature 

mentionne des rôles supposés dans la régulation du cycle cellulaire et dans le transport 

intra-ciliaire. En effet, dans une étude de 2005, Hearn et al. ont analysé la localisation 

de la protéine ALMS1 à l’aide de deux anticorps, le premier ciblant l’extrémité N-ter-

minale de la protéine, le second ciblant le TRD de l’exon 8. Les expériences menées à 

l’aide de ces anticorps ont permis aux auteurs de déterminer la localisation centroso-

male d’ALMS1 et de conclure à un rôle probable dans l’organisation du centrosome et 

des microtubules (Hearn et al. 2005). Puis, dans un article publié en 2007, Li et al. ont 

démontré le rôle d’ALMS1 dans la ciliogenèse par des expériences de siRNA (small 

interfering RNA ; petits ARN interférents) (G. Li et al. 2007). Ensuite, l’étude de Knorz et 

al en 2010 a visé à étudier le rôle des différents domaines composant la protéine 

ALMS1. Pour cela, les auteurs ont étudié le rôle de deux autres protéines qui partagent 

des domaines communs avec ALMS1. Cette étude confirme le rôle d’ALMS1 dans la 

ciliogenèse et conclue également à son rôle dans le transport intracellulaire ainsi qu’à 

un rôle structurel dans les centrioles (Knorz et al. 2010). Puis, dans une étude de 2012, 

Collin et al. ont démontré qu’ALMS1, en plus d’intéragir avec des composants du cy-

tosquelette, est impliquée dans le trafic endosomal, notamment dans celui de la trans-

ferrine, une protéine liée aux processus d’endocytose et de recyclage endosomal (Gayle 

B. Collin et al. 2012). D’autres études complètent cela avec un rôle dans le trafic en-

dosomal de GLUT4 et de Notch1 (Favaretto et al. 2014; Leitch et al. 2014). 
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Une étude de 2011 rapporte également qu’ALMS1 est impliqué dans la produc-

tion de matrice extracellulaire. En effet, Zulato et al. montrent que les fibroblastes issus 

de patients atteints du SA produisent une plus grande quantité de collagène que des 

cellules saines. De plus, les auteurs rapportent aussi que des gènes impliqués dans la 

production de matrice sont régulés à la hausse dans ces mêmes cellules. Puis, cette 

étude analyse la durée du cycle cellulaire et conclue que les cellules issues de patients 

ont un cycle cellulaire plus long que des cellules saines et prolifèrent plus lentement 

(Zulato et al. 2011). L’impact d’ALMS1 sur la régulation du cycle cellulaire est confirmé 

par d’autres études  (Shenje et al. 2014; Louw et al. 2014). 

Des expériences de knockdown d’ALMS1 à l’aide de siRNA montrent également 

l’importance d’ALMS1 dans la formation du cil primaire.  

 

 Les ciliopathies 

1.2.4.1 Le syndrome d’Alström, une ciliopathie 

Le SA fait partie d’un groupe de pathologies appelé ciliopathies. Les ciliopathies 

sont des maladies liées à des mutations génétiques qui mènent à l’obtention de pro-

téines dysfonctionnelles entrainant une absence, une malformation ou un dysfonction-

nement du cil primaire. Ce dysfonctionnement peut se manifester par une large palette 

de symptômes tels que la dégénérescence rétinienne, des atteintes rénales ou des ano-

malies cérébrales. Un certain nombre de ces symptômes sont communs à plusieurs 

ciliopathies ce qui peut complexifier le diagnostic précis des patients atteints de cilio-

pathies. Notamment, dans le cas du SA, compte tenu de la variabilité des symptômes 

d’un patient à l’autre et de la similarité entre le SA et d’autres ciliopathies, un mauvais 

diagnostic peut être apporté par les médecins. Les diagnostics différentiels de l’Alström 

peuvent être l’Amaurose Congénitale de Leber (LCA), l’achromatopsie, les pathologies 
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idiopathiques d’un défaut de la mitochondrie, le syndrome d’Usher, le syndrome de 

Bardet-Biedl (BBS) et le syndrome de Wolfram avec lesquelles le SA partage des signes 

cliniques. La figure 9 présente les symptômes principaux de plusieurs ciliopathies. Il 

est à noter que les atteintes visuelles sont retrouvées dans un nombre important de 

ces maladies.  

Les ciliopathies étant dues à des dysfonctionnements du cil primaire, le prochain 

chapitre sera consacré à cette structure. 

 

 

Figure 9 : Comparaison des symptômes de plusieurs ciliopathies. Le 

SA est principalement caractérisé par une obésité, une rétinite 

pigmentaire, une insuffisance rénale et des symptômes neurosensoriels. 

Ces symptômes sont partagés avec d’autres ciliopathies. Adapté d’un 

document du Pr. H. Dollfus. 
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1.2.4.2 Description du cil primaire 

Le cil primaire est un organite retrouvé à la surface des cellules (C. Sun, Zhou, et 

Meng 2021) et qui a été observée dès le 18e siècle (Muller 1786; Dobell 1933) puis plus 

précisément caractérisée en 1968 (S. P. Sorokin 1968; P. Satir 1995). Contrairement aux 

cils motiles (ou vibratiles) ayant un rôle de moteur et présents en grand nombre dans 

les cellules épithéliales, les cils primaires sont immobiles et sont considérés comme 

solitaires, c’est-à-dire qu’ils ne sont présents qu’en un seul exemplaire par cellule (Peter 

Satir et Christensen 2007).  

Le cil primaire est présent à la surface de la plupart des cellules eucaryotes 

(Wheatley 1995) et est caractérisé par une forte activité de transport intra-flagellaire 

permettant d’acheminer des cargos au sein et à l’extérieur du cil (Kozminski et al. 1993). 

D’un point de vue structurel, le cil primaire a une taille comprise entre 1 et 10 µm tandis 

que son diamètre est de l’ordre de 250-300 nm (Breslow et Holland 2019; T. T. Yang, 

Chong, et Liao 2016). Le cil primaire est composé d’un squelette qui lui est propre 

appelé axonème (S. Sorokin 1962) et d’une membrane ciliaire qui est continue avec la 

membrane plasmique de la cellule (Ishikawa et Marshall 2011).  

Le centriole est un organite impliqué dans l’organisation du fuseau mitotique et 

dans le déroulement de la division cellulaire (Salisbury et al. 2002). Le centre organisa-

teur des microtubules (MTOC ; microtubule organizing center) est composé d’un cen-

trosome constitué d’une paire de centrioles, le centriole « mère » et le centriole « fille » 

liés entre eux de façon perpendiculaire par des fibres d’interconnexion. Autour du cen-

trosome se trouve un réseau amorphe de protéines appelé matière péricentriolaire 

(PCM).  
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Le cil primaire prend racine dans la cellule au niveau du corps basal qui est en 

réalité un centriole mère mature. Le corps basal est composé de 9 triplets de microtu-

bules (tubules A, B et C), chaque triplet étant lié à un appendice distal et à un nombre 

variable d’appendices subdistaux. Comme pour les centrioles, les triplets de microtu-

bules constitutifs du corps basal s’organisent sous forme de tonneau hélicoïdal pré-

sentant une répétition des triplets de microtubules selon un axe de symétrie radiaire 

(J. T. Wang et Stearns 2017) (Figure 10). L’extrémité proximale des corps basaux est 

ancrée dans la cellule par des racines ciliaires striées composées de polymères de roo-

tletine, une protéine similaire aux filaments intermédiaires (J. Yang et al. 2002) qui ap-

porte un support structurel au cil primaire.  

 

 

Figure 10 : Structure du cil primaire. Les photorécepteurs possèdent un 

cil connecteur qui est une adaptation de la zone de transition des cils 

primaires. Adapté de H. Y. Chen et al. 2021. 
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A l’extrémité distale des corps basaux se trouve la zone de transition, une région 

où la composition moléculaire de la membrane change, marquant la transition entre la 

membrane plasmique et la membrane du cil. Dans la zone de transition, les 9 triplets 

de microtubules deviennent les 9 doublets de microtubules (tubules A et B) qui com-

posent l’axonème et qui sont ancrés à la membrane ciliaire par des connecteurs « en Y 

» (Reiter, Blacque, et Leroux 2012). Dans les photorécepteurs, la zone de transition est 

appelée cil connecteur et lie le segment interne au segment externe (Figure 10).   

L’axonème est la partie centrale du cil primaire. Etant donné sa position distale 

par rapport au corps basal, comme la zone de transition, il est composé de 9 doublets 

de microtubules (A et B) selon une configuration appelée « 9+0 ». Cette configuration 

le distingue du cil motile qui a une configuration en « 9+2 » contenant une paire de 

microtubules centraux en plus des 9 doublets périphériques. Certains cils primaires 

possèdent une paire centrale de microtubules, bien qu’immobiles. C’est le cas par 

exemple de certains cils sensoriels comme les kinocils des cellules ciliées cochléaires 

ou les neurones sensoriels olfactifs (Ringers, Olstad, et Jurisch-Yaksi 2019; Falk et al. 

2015). 

 

1.2.4.3 Ciliogenèse et désassemblage du cil 

1.2.4.3.1 La ciliogenèse 

La ciliogenèse peut suivre deux voies distinctes, la voie extracellulaire, dans le 

cas où l’élongation débute à la surface de la cellule et la voie intracellulaire, dans le cas 

où l’élongation débute dans le cytoplasme (S. Sorokin 1962). La voie extracellulaire a 

été observée au sein des cellules épithéliales polarisées rénales et pulmonaires tandis 
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que la voie intracellulaire concerne la plupart des autres cellules, y compris les photo-

récepteurs (Sedmak et Wolfrum 2011; L. Wang et Dynlacht 2018). Dans la suite de ce 

chapitre, nous nous attarderons sur la voie intracellulaire d’assemblage du cil primaire.  

La formation du cil primaire est intrinsèquement liée au cycle cellulaire. La cilio-

genèse débute par la maturation du centriole mère en corps basal. Cette étape se dé-

roule lors de la transition des phases G1/S lors de laquelle les centrioles se dupliquent 

(Figure 11). Lors de cette phase, l’assemblage des nouveaux centrioles (procentrioles) 

est initié à l’extrémité proximale des centrioles mère et fille résultant en l’obtention de 

deux paires de centrioles (L. Wang et Dynlacht 2018).  

 

Figure 11 : Cycle cellulaire et ciliogenèse. Le centrosome est composé 

de centrioles mère et fille et d’une matrice protéique appelée matière 

péricentriolaire (PCM). Les procentrioles s’assemblent durant la phase S et 

continuent leur élongation en phase G2. Les centrioles se séparent et le 

centriole fille d’origine acquiert des appendices distaux et subdistaux. 

Après la mitose, les centrioles appariés se désengagent. Lors de la phase 

G0, le centriole mère migre à la membrane plasmique pour devenir un 

corps basal et le cil primaire se forme. Adapté de Kobayashi et Dynlacht 

2011. 
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Ces procentrioles poursuivent leur élongation jusqu’à la phase G2 du cycle sui-

vant. Il faut donc 1,5 cycle pour qu’un centriole complète sa maturation (Kobayashi et 

Dynlacht 2011). Entre la fin de la phase G2 et la phase M, les paires de centrioles se 

séparent et le centriole fille d’origine complète sa maturation en centriole mère en 

acquérant des appendices distaux et subdistaux. Les appendices distaux lui permettent 

de s’ancrer à la membrane plasmique après avoir migré du centre de la cellule vers la 

surface cellulaire en sortie de mitose, lors de la phase G0 (Tanos et al. 2013). 

La première étape de la ciliogenèse à proprement parler se déroule lors de la 

sortie d’une cellule du cycle cellulaire. A ce moment, le centriole mère de cette cellule 

engage sa maturation en corps basal. Parallèlement, des vésicules préciliaires (PCV ; 

preciliary vesicles) issues de l’appareil de Golgi et des endosomes de recyclage sont 

produites et s’amarrent aux appendices distaux (Sánchez et Dynlacht 2016). Après an-

crage, ces PCV fusionnent entre elles pour donner naissance à une vésicule ciliaire plus 

grande (Figure 12) (Lu et al. 2015). Ces vésicules contiennent des protéines nécessaires 

à la maturation du centriole mère en corps basal telles que ARL13B, la protéine à do-

maine F-BAR Pacsin ou les composants de la cascade GTPase RAB8 et RAB11 (Knödler 

et al. 2010; Insinna et al. 2019). Ces éléments permettent également de favoriser la 

croissance de la membrane ciliaire nécessaire à la croissance du cil (Minton et al. 2006; 

Mukhopadhyay et al. 2017; Schmidt et al. 2012). En plus de l’ancrage de la vésicule 

ciliaire sur les appendices distaux, les microtubules du centriole mère se retrouvent 

libérés de CP110, une protéine qui joue le rôle de capuchon sur l’extrémité distale des 

microtubules pour moduler la ciliogenèse (Yadav et al. 2016). 
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Figure 12 : Déroulement de la ciliogenèse. La ciliogenèse est initiée 

par l’arrimage de vésicules préciliaires aux appendices distaux des corps 

basaux. Ces vésicules fusionnent pour donner la vésicule ciliaire. La zone 

de transition émerge, l’axonème s’allonge et une gaine ciliaire se forme 

autour du cil en formation. Après élongation du cil, la gaine ciliaire 

fusionne avec la membrane plasmique, exposant le cil à l’environnement 

externe. Adapté de H. Y. Chen et al. 2021. 

 

En parallèle à ce phénomène, les complexes protéiques responsables du transport 

intra-flagellaire (IFT ; intraflagellar transport) (Figure 13) contenant les protéines mo-

teurs dynéine-2 et kinésine-2 et la tubuline sont recrutés aux appendices distaux (Lu et 

al. 2015). Peu après le recrutement des complexes IFT, la zone de transition du cil pri-

maire apparaît, caractérisée par les connecteurs en Y qui l’ancrent à la membrane ci-

liaire (Gilula et Satir 1972). Les connecteurs en Y sont des fibres bifides reliant chaque 

doublet de microtubules à la membrane ciliaire adjacente (Williams et al. 2011; Jensen 

et al. 2015). Les coupes transversales de connecteurs en Y démontrent l’attache entre 

une de leur extrémité à l’interface entre les tubules A et B tandis que les deux autres 

extrémités trouvent leur attache à la membrane ciliaire (Garcia-Gonzalo et Reiter 2017). 
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Figure 13 : Composition des complexes IFT.  

Adapté de H. Y. Chen et al. 2021. 

 

Peu après la formation de la zone de transition, les microtubules de l’axonème 

s’allongent avec le transport des protéines ciliaires et des éléments constitutifs de l’axo-

nème tels que la tubuline. La vésicule ciliaire prend la forme d’une gaine ciliaire qui suit 

la croissance du cil primaire. Enfin, lorsque l’axonème a atteint une taille suffisante, la 

gaine ciliaire fusionne avec la membrane plasmique exposant ainsi le cil primaire ob-

tenu à l’environnement extracellulaire. Une invagination de la membrane plasmique au 

niveau de la zone de transition mène à la naissance de la poche ciliaire (Figure 14). La 

croissance de l’axonème se poursuit grâce à l’entrée abondante de tubuline dans le cil 

en provenance du cytoplasme. Cette entrée se fait par capillarité ainsi que grâce au 

système de transport intraflagellaire. Ce système peut être de deux formes différentes. 

Le complexe IFT-A est couplé à la kinésine-2 et permet un transport rétrograde des 

protéines cargos, c’est-à-dire partant du corps basal et dirigé vers la pointe du cil. Le 

complexe IFT-B en revanche, est couplé à la dynéine-2 et permet le transport antéro-

grade de la pointe du cil vers le corps basal. 
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Figure 14 : Schéma de la 

zone de transition.  

Adapté de H. Y. Chen et al. 

2021.  

 

 

 

 

 

 

Au niveau du centrosome, la protéine ALMS1 joue un rôle d’ancrage d’autres 

protéines telles que CEP250 et CEP135 à l’extrémité proximale des centrioles mères et 

filles (Knorz et al. 2010; K. Kim et al. 2008) (Figure 15). L’absence d’ALMS1 entraîne un 

défaut de cohésion du centrosome mettant en exergue son rôle dans la construction 

du centrosome (Hearn 2019). 

 

1.2.4.3.2 Le désassemblage du cil primaire 

Avant que la cellule n’entre à nouveau dans la phase G1 du cycle cellulaire, le cil pri-

maire doit être désassemblé. Parmi les mécanismes responsables de ce désassemblage 

on peut tout d’abord citer la déstabilisation et la dépolymérisation des microtubules 

constituant l’axonème. Ce processus est pris en charge par la kinase mitotique Aurora 

A et l’histone déacétylase HDAC2 (Pugacheva et al. 2007; Kobayashi et al. 2017).  
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Figure 15 : Localisation de la protéine ALMS1 au centrosome. ALMS1 

joue un rôle de protéine d’ancrage à l’extrémité proximale des centrioles. 

Adapté de Hearn 2019. 

 

Un autre processus impliqué dans le désassemblage du cil est le remodelage de la 

membrane ciliaire, processus qui se fait principalement au niveau de la poche ciliaire, 

structure riche en actine et fortement impliquée dans l’endocytose (Phua et al. 2017). 

En plus de la poche ciliaire, l’extrémité distale du cil subit également une forte activité 

de remodelage accompagnée d’un évènement de « décapitation » du cil. L’endroit pré-

cis de la décapitation du cil est déterminé par la distribution du phosphatidylinositol 

4,5-bisphosphate qui induit la polymérisation de l’actine. L’extrémité distale du cil dé-

capité est libérée sous la forme d’ectosomes, des microvésicules produites par ectocy-

tose. Ces ectosomes contiennent les éléments du transport intraflagellaire avec une 

préférence pour IFT-B comparé à IFT-A. Ceci peut être expliqué par le fait que le retrait 

d’IFT-B du cil empêche la repousse du cil et donc participe au désassemblage de ce 

dernier (Phua et al. 2017). 
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1.2.4.4 Rôles du cil primaire 

Contrairement à certains cils motiles qui jouent un rôle de moteur cellulaire et 

qui permettent à la cellule de se déplacer dans le milieu extracellulaire, le cil primaire 

ne possède pas la machinerie nécessaire au déplacement de la cellule, notamment la 

paire centrale de microtubules au milieu des 9 doublets/triplets de microtubules. 

Jusqu’à récemment, trois hypothèses étaient suggérées quant au rôle du cil primaire. 

La première hypothèse statue que le cil est vestigial et ne remplit aucun rôle précis au 

sein de la cellule. Cette hypothèse a été invalidée expérimentalement en montrant que 

l’absence du cil est à l’origine de différents défauts cellulaires et des ciliopathies. La 

deuxième hypothèse est que le cil permet de séquestrer le centriole et empêche ainsi 

la cellule de se diviser. Le cil primaire permettrait donc d’agir comme un régulateur du 

cycle cellulaire. Cette hypothèse est vraie en un sens puisque la majorité des cellules 

comportant un cil primaire sont des cellules différenciées sorties du cycle cellulaire ou 

bien des cellules souches au stade G0 du cycle. Avant de ré-entrer dans le cycle cellu-

laire et de se diviser, la cellule doit subir le désassemblage de son cil. Néanmoins, la 

régulation du cycle cellulaire n’est pas la fonction principale du cil primaire et la troi-

sième hypothèse fait du cil primaire une structure sensorielle cellulaire avant tout. En 

effet, le cil primaire est très impliqué dans les processus de signalisation cellulaire, no-

tamment en raison du nombre important de récepteurs, de canaux à ions et de pro-

téines de transport localisées dans le cil. Cette signalisation permet de coordonner des 

processus clés du développement mais également de participer au maintien de l’ho-

méostasie en régulant la migration cellulaire, la différenciation, la division ou l’apop-

tose des cellules. Les stimuli auxquels répondent les cils primaires peuvent être de type 

mécanique dans le cas où le cil est courbé par l’environnement extracellulaire ou chi-

mique lorsque les récepteurs situés dans le cil sont au contact d’un ligand spécifique 
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tel qu’un facteur de croissance, une hormone ou un morphogène (Spasic et Jacobs 

2017; Peter Satir, Pedersen, et Christensen 2010). Les cils primaires peuvent activer des 

voies de signalisation telles que les voies Hedgehog ou Wnt. En effet, il a été montré 

que les cils primaires peuvent inhiber la voie Wnt (Anvarian et al. 2019) et que des 

protéines du cil, notamment le complexe IFT-A sont nécessaires à la voie Wnt (Niehrs, 

Silva, et Seidl 2024). De plus, plusieurs protéines impliquées dans la transduction de 

signaux dans la voie Wnt telles que DVL et GSK3 sont localisées au cil primaire (Anva-

rian et al. 2019). Les cils primaires peuvent également réagir à des stimuli lumineux, 

notamment dans le cas des photorécepteurs (Insinna et Besharse 2008), à des change-

ments de température (Kuhara et al. 2008) ou d’osmolarité (Christensen et al. 2005) et 

encore à des variations de gravité (Moorman et Shorr 2008). 

 

 

1.3 LES MODELES D’ETUDE DU SYNDROME D’ALSTRÖM 

 Les modèles animaux du SA 

1.3.1.1 Les modèles murins du SA 

L’étude des patients atteints du SA présente un nombre important de limita-

tions. Notamment, la rareté de la maladie rend difficile la réunion d'un échantillon suf-

fisamment grand pour des études de recherche significatives. Des méta-analyses ont 

été menées comme vu à la partie 1.2.3.4 mais ces études présentent elles-mêmes des 

limitations. L’hétérogénéité et la complexité du SA rendent également difficile la carac-

térisation précise de la condition et la compréhension de l'ensemble de ses effets. Enfin, 

comme pour un nombre important de maladies rares, l’obtention de ressources per-

mettant d’étudier le SA représente un défi. 
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C’est pourquoi, la recherche nécessite l’usage de modèles récapitulant l’organi-

sation du corps humain ainsi que les principales caractéristiques des maladies. La souris 

(Mus musculus) s’est imposée comme un modèle de qualité compte tenu des similarités 

entre sa physiologie et celle de l’Homme. En effet, la souris partage 70% des gènes 

codants des protéines chez l’Homme. Dans le contexte de notre étude, il est intéressant 

de noter que le génome de la souris possède un gène Alms1 orthologue au gène 

ALMS1 humain. De plus, c’est un petit animal ayant un temps de génération court et 

une durée de vie accélérée ce qui apporte un avantage logistique certain. Enfin, les 

techniques actuelles permettent de créer presque toutes les mutations possibles et de 

les intégrer au sein du génome murin (Norris et Grimes 2012).  

 A l’heure actuelle, il existe 6 modèles murins du SA. La première lignée ayant 

été produite est la lignée Alms1GT(pGT1Lxf)/Pjn  (parfois dénommée Alms1Gt(XH152)Byg) (G.B. 

Collin et al. 2005). Cette lignée a été obtenue par « piégeage de gène » (gene trapping), 

une technique visant à introduire des mutations d’insertion au sein du génome d’un 

organisme (Stanford, Cohn, et Cordes 2001). Dans le cas de ces souris, l’insertion se 

trouve dans l’intron 13, à 1,97kb en aval de l’exon 13. Cette mutation mène à l’obten-

tion d’une protéine tronquée et mime donc les mutations les plus fréquemment re-

trouvées chez les patients, à savoir les mutations entrainant une terminaison prématu-

rée de la protéine. Les souris Alms1Gt(XH152)Byg présentent une obésité caractérisée par 

une masse corporelle plus élevée que les souris Alms1WT/WT et une quantité plus im-

portante de tissu adipeux blanc. Par ailleurs, les souris mâles sont atteintes de diabète 

de type II tandis que les femelles en sont épargnées. Le foie de ces souris est également 

plus lourd et présente des dépôts de lipides micro- et macro-vésiculaires. De plus, ces 

souris présentent un hypogonadisme et une atrophie des tubes séminifères. Les reins 

de ces souris sont élargis et présentent une dilatation des tubes proximaux rénaux ainsi 

qu’une inflammation et une vacuolisation du rein. Ensuite, les souris Alms1Gt(XH152)Byg 
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présentent une dégénération de la rétine caractérisée par un amincissement de la CNE, 

un raccourcissement des segments internes et externes des photorécepteurs et une 

baisse de la réponse à des stimuli lumineux. La rhodopsine est localisée au niveau des 

noyaux des photorécepteurs dans la CNE au lieu d’être localisée dans les segments 

externes au niveau de la couche des photorécepteurs. De plus, des vésicules s’accumu-

lent au niveau du cil connecteur, dans la partie distale des segments internes des pho-

torécepteurs. Il est à noter que les cils cellulaires de ces souris semblent être structurées 

normalement. Les souris Alms1Gt(XH152)Byg récapitulent donc bien certains symptômes 

du SA tels que l’obésité, l’hypogonadisme et la dégénérescence de la rétine. Néan-

moins, ce modèle murin présente certaines limitations, notamment le fait que seules 

les souris mâles présentent un diabète de type II ou encore le fait que l’obésité n’ap-

paraissent qu’à partir de 8 à 12 semaines tandis que chez l’humain, ce symptôme est 

l’un des tous premiers à se manifester. De plus, en dehors de l’hypogonadisme qui est 

mentionné, les recherches menées sur Alms1Gt(XH152)Byg ne détaillent pas les atteintes 

des capacités reproductives des souris, du poids des appareils génitaux ou des niveaux 

des hormones reproductrices. 

Par la suite, une autre lignée de souris modèle a été développée, la « fat aussie » 

(Alms1foz/foz) (Arsov et al. 2006). Contrairement à Alms1Gt(XH152)Byg qui est le fruit d’une 

manipulation génétique volontaire, Alms1foz/foz est la résultante d’une mutation réces-

sive spontanée ayant eu lieu au sein d’une colonie de souris diabétiques non obèses. 

Un séquençage d’Alms1foz/foz a permis d’identifier une délétion de 11 paires de bases 

dans l’exon 8 d’ALMS1. Cette délétion entraine un décalage du cadre de lecture et l’ap-

parition d’un codon STOP précoce, éliminant ainsi les deux tiers de la protéine à l’ex-

trémité C-terminale. Comme les souris Alms1Gt(XH152)Byg, les souris de la lignée 

Alms1foz/foz développent une hyperphagie et par conséquent ont une masse corporelle 

plus importante que les souris Alms1WT/WT. Les souris mâles et femelles développent 
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un diabète de type II et une hyperglycémie bien que dans le cas des souris femelles, 

l’apparition du diabète soit légèrement plus tardive que pour les mâles. Toutes les sou-

ris Alms1foz/foz ont un niveau de cholestérol plus élevé de moitié comparé aux lignées 

de souris non mutées. Les analyses histologiques de ces souris dévoilent des foies élar-

gis et blanchâtres ainsi qu’une stéatose hépatique. Les testicules des souris Alms1foz/foz 

mâles sont réduits aux deux tiers et toute tentative de reproduction des souris mâles 

est vaine. En revanche, les jeunes souris Alms1foz/foz femelles sont fertiles bien que la 

taille de leurs portées soit réduite. Les souris femelles deviennent stériles avec l’appa-

rition du diabète. Enfin, une atteinte auditive est constatée chez les souris Alms1foz/foz 

les plus âgées. Une autre étude réalisée sur les souris Alms1foz/foz a montré que ces 

dernières présentent une réduction du nombre de neurones hypothalamiques ciliés 

(Heydet et al. 2013). Cette lignée de souris modèle récapitule donc bien les symptômes 

du SA liés au métabolisme, notamment le diabète. Une étude de 2019 rapporte que 

bien que les souriceaux Alms1foz/foz âgés de 1 mois ne présentent pas de différence au 

niveau de la rétine comparés avec des souriceaux sains, à 1 an, les souris Alms1foz/foz 

ont une rétine amincie, notamment au niveau des segments externes et internes des 

photorécepteurs et de la CNE (Brun et al. 2019). Cette observation est accompagnée 

d’ERG plats chez les souris Alms1foz/foz agées d’un an et indique une dégénération réti-

nienne lente chez ces souris. Des analyses au microscope électronique à transmission 

ont révélé un épaississement des segments externes des photorécepteurs et la pré-

sence de vacuoles au sein du cytoplasme de ces cellules. De plus, le cil connecteur des 

photorécepteurs des souris Alms1foz/foz ne semble pas présenter de défaut structurel et 

compte tenu de la présence de rhodopsine dans les segments externes des photoré-

cepteurs, les auteurs de l’étude concluent que le transport de la rhodopsine dans le cil 

connecteur n’est pas altéré.  
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Une autre lignée de souris modèle, la lignée Alms1L2131X/L2131X a été identifiée par 

criblage d’une population traitée à l’ENU (N-ethyl-N-nitrosourea ; N-nitroso-N-éthy-

lurée) (G. Li et al. 2007). L’ENU est un agent mutagène utilisé pour induire des mutations 

ponctuelles chez la souris (Russell et al. 1979; Stottmann et Beier 2014). Dans le cas de 

la lignée Alms1L2131X/L2131X, la mutation obtenue par cette méthode est une mutation 

non-sens située dans l’exon 10 d’Alms1. Cette mutation non-sens est censée mener à 

l’obtention d’une protéine tronquée d’une taille de 2131 acides aminés au lieu des 4169 

acides aminés de la protéine sauvage. Les souris de la lignée Alms1L2131X/L2131X présen-

tent une obésité caractéristique du SA, un diabète de type II, une malformation des 

spermatozoïdes et une stéatose rénale. Les atteintes auditives des souris 

Alms1L2131X/L2131X n’ont pas été explorées mais ces souris présentent néanmoins une 

déficience visuelle notamment due à un transport défectueux de la rhodopsine.  

La lignée de souris modèle Alms1flin/flin a été obtenue plus récemment à l’aide du 

système Cre-LoxP. Le système de recombinaison Cre-LoxP est une technique de génie 

génétique qui utilise l'enzyme Cre pour induire des réarrangements précis de l'ADN en 

ciblant des séquences spécifiques appelées sites Lox (Metzger et Chambon 2001). Dans 

le cas de la lignée Alms1flin/flin, ce système a été utilisé pour intégrer une cassette con-

tenant le gène codant la β-galactosidase, le gène de résistance à la néomycine, une 

séquence de recombinaison FRT et des sites LoxP entre les exons 6 et 7 d’Alms1 (Ge-

berhiwot et al. 2021). Les souris de cette lignée deviennent obèses dans leurs 3 pre-

miers mois et présentent une hyperglycémie à jeun, une hypertrophie des adipocytes, 

une intolérance au glucose et une résistance à l’insuline. Si les atteintes métaboliques 

ont été explorées dans cette lignée, ce n’est pas le cas des atteintes neurosensorielles, 

rénales, hépatiques ou cardiaques. De plus, les études menées sur cette lignée n’ont 

pas permis d’élucider les mécanismes permettant de comprendre comment la perte de 

fonction d’Alms1 provoque l’obésité (Kang 2021). 
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Enfin, le programme de recherche «Translational Vision Research Models » (mo-

dèles de recherche translationnelle sur la vision ; TVRM) visant à produire un nombre 

important de lignées de souris modélisant des pathologies oculaires a permis de gé-

nérer la lignée Alms1tvrm102 parmi d’autres lignées modèles (Krebs et al. 2017). Comme 

la lignée Alms1L2131X/L2131X, la lignée Alms1tvrm102 a été obtenue par administration d’ENU 

à des souris C57BL/6, une lignée communément utilisée comme modèle de maladies 

humaines. Ce traitement à l’ENU provoque une mutation T→C dans le site donneur 

d’épissage de l’exon 6. Cette mutation permet de démasquer un site cryptique 120 

bases en aval. Un site cryptique est un site d'épissage qui n’est pas détectable dans le 

pré-ARNm de type sauvage à moins qu’une mutation ailleurs dans le gène vienne le 

démasquer et lui permette d’être sélectionné (Roca, Sachidanandam, et Krainer 2003). 

Les souris Alms1tvrm102 présentent une prise de poids anormale qui débute entre 8 et 

12 semaines après la naissance. En dehors des symptômes relatifs à l’obésité, ces souris 

ont majoritairement été étudiées pour leurs atteintes visuelles. En effet, ces souris pré-

sentent un EPR anormalement granuleux et incluant des petites taches blanches. La 

CNE de la rétine des souris Alms1tvrm102 est amincie et les photorécepteurs dégénèrent 

progressivement jusqu’à ce que seuls 25% des photorécepteurs ne subsistent à 18 

mois. De plus, ces souris présentent une mauvaise localisation de la rhodopsine dans 

les photorécepteurs. Ces souris semblent donc être un modèle adéquat pour l’étude 

des symptômes visuels du SA sans pour autant exclure les autres symptômes tel que 

l’obésité.  

L’article décrivant la lignée Alms1tvrm102 fait aussi mention de la lignée Alms1m1Btlr, 

une lignée mutée par traitement à l’ENU. La mutation observée chez ces souris est une 

mutation non-sens dans l’exon 8 d’ALMS1 (« Alms1<m1Btlr> Chemically induced Allele 

Detail MGI Mouse (MGI:5619129) », s. d.) Aucune information n’a été trouvée dans la 

littérature concernant la caractérisation de cette lignée. 
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Le rat (Rattus norvegicus) est une autre espèce utilisée en tant que modèle de 

recherche. Bien qu’environ dix fois plus grand que la souris, le rat est un animal de 

petite taille, physiologiquement proche de l’Homme et donc particulièrement adapté 

aux études sur les maladies génétiques (Lee, Sung, et Baek 2018). 

Dans un article de 2018, une équipe a généré une lignée de rat ALMS1-KO en 

injectant des nucléases à doigt de zinc ciblant l’exon 1 du gène ALMS1 au sein d’em-

bryons de rats (Jaykumar et al. 2018). Cette édition mène à une délétion de 17 paires 

de bases et à un décalage du cadre de lecture entraînant l’apparition d’un codon STOP 

précoce dès l’exon 2 et donc à un arrêt de la synthèse d’ALMS1. Les rats ainsi obtenus 

ne présentent pas de différence notable avec des rats non mutés avant l’âge de 12 

semaines. Plus tardivement, ces rats présentent une hypertension et une plus grande 

sensibilité à une forte consommation de sel comparé aux rats sauvages. 

 

1.3.1.2 Les modèles félins du SA 

Le sphynx est une race de chat (Felis catus) domestique peu commune caracté-

risée par une quasi-absence de fourrure. Bien que cette race ait principalement été 

étudiée pour les maladies de la peau et pour la dystrophie musculaire, des études por-

tant sur des maladies cardiaques telles que la cardiomyopathie hypertrophique ont été 

rapportées (Chetboul et al. 2012). Les cardiomyopathies étant un des symptômes ma-

jeurs du SA, des études plus récentes ont cherché à établir un lien entre des mutations 

dans le gène Alms1 félin et des défauts cardiaques chez le sphynx. Une première étude 

a permis d’identifier une mutation ponctuelle G>C dans l’exon 12 du gène Alms1 félin, 

équivalent de l’exon 13 humain (Meurs et al. 2021). Cette mutation a été associée à la 

présence d’une cardiomyopathie hypertrophique dans la population de sphynx étu-

diée. Ceci peut être expliqué par une activité nucléaire proliférative des myocytes plus 
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importante chez les chats porteurs de la mutation comparée à celle des chats contrôles. 

Étant donné le rôle supposé d’Alms1 dans la régulation du cycle cellulaire, il semblerait 

que la cardiomyopathie hypertrophique soit due à une altération de l’arrêt du cycle 

cellulaire des myocytes. Néanmoins, les limites de cette étude résident dans le fait que 

les patients SA développent une cardiomyopathie dilatée et non hypertrophique 

comme les sphynx. De plus, bien que le SA soit une maladie multi-systémique, les 

sphynx porteurs de la mutation ne semblent présenter que des atteintes cardiaques et 

non des atteintes visuelles, auditives, etc… Il est important de préciser que ces chats 

sont porteurs de cette mutation de façon hétérozygote tandis que les patients humains 

sont homozygotes. Cette différence de contexte génétique peut expliquer la différence 

de phénotype observée chez ces chats. D’autres études sur des populations de sphinx 

ont permis d’identifier d’autres variants d’ALMS1 causant des symptômes cardiaques 

similaires au SA (Turba et al. 2023). Une étude récente démontre que les mutations 

responsables des symptômes similaires à ceux du SA chez le chat ne sont pas exclusives 

au sphynx mais peuvent être retrouvées dans d’autres races tels que le Scottish Fold et 

l’Exotic Shorthair (Akiyama et al. 2023). 

 

1.3.1.3 Le poisson-zèbre modèle du SA 

Le poisson-zèbre (Danio rerio) est un petit poisson couramment utilisé comme 

organisme modèle de maladies génétiques. Il apparaît comme un modèle privilégié 

pour l'étude du SA en raison des techniques simples pour altérer ses gènes qui per-

mettent de créer des modèles reproduisant des mutations pathologiques retrouvées 

chez l'humain. De plus, sa transparence à l'état larvaire facilite l'observation des or-

ganes internes, offrant ainsi un aperçu direct des manifestations pathologiques. Enfin, 

le cycle de vie court du poisson-zèbre et sa reproduction rapide sont des atouts pour 
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la recherche, tandis que sa facilité de manipulation et de maintenance en laboratoire 

en font un modèle pratique pour la recherche (Irion, Krauss, et Nüsslein-Volhard 2014; 

Howe et al. 2013). Une lignée de poisson-zèbres modélisant le SA a été obtenue en 

injectant la protéine Cas9 et des ARN guides ciblant l’exon 4 du gène alms1, équivalent 

d’ALMS1 humain chez le poisson-zèbre dans des embryons au stade unicellulaire 

(Nesmith et al. 2019). La lignée de poisson-zèbres choisie est une lignée transgénique 

dont les cellules β, des cellules endocrines, expriment la protéine fluorescente mCherry 

sous l’action du promoteur de la préproinsuline, un précurseur de l’insuline. Le système 

CRISPR/Cas9 provoque une délétion de 7 paires de bases dans l’exon 4 d’alms1 menant 

à un décalage du cadre de lecture induisant un codon STOP précoce. Les poissons 

alms1-/- ainsi obtenus survivent jusqu’au stade adulte et peuvent donner naissance à 

des progénitures viables. Néanmoins, ces progénitures présentent une queue recour-

bée caractéristique des poisson-zèbres mutés dans les gènes du cil primaire. Les pois-

sons alms1-/- présentent des cœurs de plus petite taille que ceux des poissons contrôles 

ainsi que des œdèmes cardiaques. La rétine des poissons alms1-/- est nettement dé-

gradée et amincie, notamment au niveau de la couche des photorécepteurs. Les élec-

trorétinogrammes (ERG) réalisés sur les poissons alms1-/- montrent que les photoré-

cepteurs ne réagissent pas aux stimuli lumineux autant que des photorécepteurs de 

poissons  contrôles. De plus, les poissons alms1-/- manifestent une mobilité réduite et 

une baisse de la recherche de nourriture, deux signaux d’une perte de la vue. Les reins 

des poissons alms1-/- sont également atteints puisqu’ils présentent une dégradation et 

une dilatation des tubules proximaux et distaux. Les poissons alms1-/- manifestent éga-

lement des troubles métaboliques mis en évidence par une prise de poids anormale, 

par des dépôts de graisse excessifs et par une hypertrophie hépato-pancréatique. En-

fin, les réponses moléculaires à l’insuline et au glucose sont impactées chez les pois-

sons alms1-/-. En conclusion, le poisson-zèbre alms1-/- semble récapituler un nombre 
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important de symptômes du SA et pourrait permettre d’approfondir nos connaissances 

sur la mécanique moléculaire de la maladie. 

 

1.3.1.4 La drosophile modèle du SA 

La mouche du vinaigre ou mouche drosophile (Drosophila melanogaster) est un 

insecte fréquemment utilisé comme modèle pour étudier divers processus biologiques 

et pathologiques, y compris les maladies génétiques humaines. 

La drosophile possède deux gènes homologues à ALMS1, CG12179 (alms1a) et 

CG12184 (alms1b). Une étude de 2020 visant à élucider le rôle d’alms1 dans la dupli-

cation des centrioles chez la drosophile a permis de mettre au point plusieurs lignées 

de drosophiles mutées dans alms1a (C. Chen et Yamashita 2020). La première lignée 

de cette étude est UAS-alms1RNAi dont l’expression d’alms1a est éteinte par un ARN 

interférent. La duplication des centrioles est compromise dans les cellules germinales 

des drosophiles de cette lignée les rendant ainsi stériles. Deux autres lignées, UAS-

alms1a-EGFP et UAS-alms1a-VNm9 permettent de suivre l’expression d’alms1a dans 

différents types cellulaires. 

Une seconde étude présente un modèle de drosophile dans lequel alms1a et 

alms1b sont ciblés par CRISPR/Cas9 entraînant de larges délétions au sein de ces deux 

gènes. Le mutant KO ainsi obtenu est appelé alms12 (Hou, Wu, et Wei 2023). Les 

mouches alms12 sont viables et se déplacent en volant et en marchant de façon nor-

male contrairement à ce qui est habituellement observé chez les mouches ayant des 

défauts du cil. De plus, les mouches alms12 ne présentent pas d’atteintes de la vision, 

du toucher ou de l’odorat. Contrairement aux mouches UAS-alms1RNAi, les cellules 

germinales des mouches alms12 ne présentent pas de perte du centrosome. Néan-

moins, les paires de centrioles mère-fille sont anormalement « désengagées » dans les 

spermatocytes des mouches alms12 en méiose. De même, des fuseaux multipolaires et 
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une mauvaise séparation des chromosomes sont également observés dans les sper-

matocytes des mouches modèles. Par ailleurs, la fertilité des drosophiles mâles est at-

teinte compte tenu de défauts de construction du flagelle des spermatozoïdes, une 

structure ressemblante au cil primaire. La même étude de 2023 mentionne la création 

de deux souches de drosophiles mutantes auxquelles on retire uniquement l’extrémité 

C-terminale des protéines codées par les gènes alms1a et alms1b. Ces mouches mo-

dèles sont appelées Alms1aΔCT-GFP et Alms1bΔCT-GFP et permettent de mesurer 

l’importance du motif ALMS situé à l’extrémité C-terminale des protéines alms1. La 

souche Alms1aΔCT-GFP présente une expression d’alms1a correctement localisée mais 

fortement réduite tandis que la souche Alms1bΔCT-GFP présente dans 50% des cas 

des aberrations telles qu’une distribution irrégulière dans le centriole, une faible inten-

sité de signal voire une perte totale de la localisation centriolaire. 

Le tableau donné en annexe récapitule les différents animaux modèles du SA et 

leurs atteintes au niveau de plusieurs organes. 

 

 Les cellules permettant l’étude du SA 

1.3.2.1 Les cellules non-humaines 

Dans un premier temps nous allons nous pencher sur des cellules d’origine ani-

male qui permettent d’éclairer les mécanismes sous-jacents au SA.  

Tout d’abord, une étude de 2014 s’est intéressée à l’impact d’un knockdown 

d’Alms1 au sein de cardiomyocytes de souris néonatales, de fibroblastes cardiaques de 

souris et de cellules dérivées de cellules souches embryonnaires murines (mESC ; mu-

rine embryonic stem cells) (Shenje et al. 2014). Dans cette étude, le knockdown d’Alms1 
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entraîne une augmentation de la prolifération des cardiomyocytes et une augmenta-

tion du cycle cellulaire mis en évidence par une hausse du nombre de cellules en phase 

G2/M.  

Deux autres études, datant de 2008 et de 2010 se sont penchées sur des lignées 

de préadipocytes de souris. L’une de ces études s’est intéressée à l’expression de dif-

férents gènes dont Alms1 dans la lignée de préadipocytes de souris 3T3-L1 (Romano 

et al. 2008) tandis que la seconde s’est intéressée à l’effet d’un knockdown d’Alms1 

réalisé à l’aide de short hairpin RNAs (shRNA ; petit ARN en épingle à cheveux) ciblant 

les exons 4 et 10 d’Alms1, toujours au sein des 3T3-L1 (Huang-Doran et Semple 2010). 

Les résultats de cette étude montrent que les préadipocytes mutés ont une plus faible 

capacité à se différencier en adipocytes comparé aux cellules saines. Les mécanismes 

de cette caractéristique ne sont pas établis mais l’étude émet l’hypothèse que le gène 

Alms1 murin joue un rôle dans la modulation de l’adipogenèse. Alms1 est fortement 

exprimé dans les préadipocytes et son expression décline lors de la différenciation en 

adipocytes matures et c’est ce déclin qui permet la prolifération des adipocytes. Ainsi, 

l’absence du gène chez les souris mutées dérégule l’adipogenèse et contribue alors au 

développement de l’obésité. 

Enfin, une dernière étude s’est intéressée à l’impact d’une extinction d’ALMS1 à 

l’aide de siRNA au sein d’une lignée murine de cellules de rein utilisée pour l’étude de 

la ciliogenèse et des voies de signalisation du cil primaire (G. Li et al. 2007). En plus de 

la perte d’expression d’Alms1 endogène, les cellules mutées présentent un cil primaire 

morphologiquement différent des cellules saines. En effet, ceux-ci affichent une accu-

mulation d’acétyl-tubuline à la membrane ainsi qu’une élongation accrue lorsque les 

cellules arrivent à confluence. 

En conclusion, assez peu d’études se sont penchées sur l’analyse de lignées cel-

lulaires non-humaines dans le contexte du SA. Néanmoins, en plus de ces études, la 
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littérature fait état de plusieurs types cellulaires issus de patients ayant été caractérisés 

dans le but d’étudier le SA. Le paragraphe suivant a pour but de présenter ces diffé-

rentes études. 

 

1.3.2.2 Les cellules humaines 

Une première étude de 2005 décrit l’étude de fibroblastes issus de patients at-

teints du SA (Hearn et al. 2005). Cette étude a mis en évidence l’absence d’expression 

d’ALMS1 dans ces cellules à l’aide d’expériences d’immunofluorescence utilisant un an-

ticorps ciblant le domaine de répétitions en tandem (TRD). Toujours par des expé-

riences d’immunofluorescence, cette étude montre que les fibroblastes de patients ex-

priment l’α-tubuline, la γ-tubuline et l’α-tubuline acétylée de façon comparable aux 

fibroblastes issus d’individus sains prouvant ainsi que le cil primaire se forme normale-

ment. De plus, cette étude a mis en évidence le fait que l’appareil de Golgi n’est pas 

altéré dans les cellules de patients et que ces dernières ne présentent pas une dérégu-

lation des mécanismes d’apoptose. 

Une seconde étude de 2017 a permis de comparer les fibroblastes issus d’une 

cohorte de 23 patients atteints du SA et présentant différentes mutations patholo-

giques. Ces dernières sont des mutations non-sens, des mutations provoquant un dé-

calage du cadre de lecture et des mutations faux-sens (J. Chen et al. 2017). Dans cette 

étude, l’expression d’ALMS1 est variable en fonction des mutations de chaque patient. 

En revanche, les fibroblastes des patients étudiés partagent tous le fait de présenter un 

cil primaire normalement développé ainsi que des voies de signalisation Hedgehog et 

PDGFA non altérées. 

Enfin, l’étude de Eintracht et al. en 2021 confirme que le cil n’est pas détérioré 

dans les fibroblastes de patients. En revanche les fonctions liées au cil primaire telles 
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que le transport intra-flagellaire et le trafic de protéines sont altérées comme le prouve 

l’absence d’expression d’IFT88 et de SSTR3 dans les fibroblastes de patients. Cette 

étude identifie deux composés permettant de restaurer l’expression d’ALMS1, d’IFT88 

et de SSTR3 dans les cellules de patients, pavant la voie à une potentielle thérapie fu-

ture. 

Dans un article publié en 2023, une équipe s’est intéressée aux cellules souches 

et aux progéniteurs hématopoïétiques (hematopoietic stem/progenitor cells ; HSPC) cir-

culants (Dassie et al. 2023). Ces types cellulaires ont une responsabilité dans les symp-

tômes du diabète et dans les atteintes cardiaques et du métabolisme (Fadini et al. 2010; 

Fadini et Albiero 2022; Rigato, Avogaro, et Fadini 2016). Cette étude a mis en évidence 

que les patients SA ont une réduction notable du nombre de HSPC circulants dans leur 

sang et que cette réduction s’accroît avec le temps. Ce phénotype peut expliquer la 

détérioration du métabolisme chez les individus atteints par le SA.  

Une étude de 2017 portant sur des lignées de cellules du lymphome de Hodgkin 

(HL) a montré que ces cellules présentent une expression génique différentielle com-

parées à des HSPC (Braune, Volkmer, et Staege 2017). Le gène ALMS1 se trouvant dans 

la liste des gènes exprimés de façon différentielle, son expression a été étudiée plus en 

profondeur. Les résultats de cette étude montrent que les différentes lignées HL expri-

ment des variants d’ALMS1 se distinguant par la présence ou l’absence de certains 

exons tels que les exons 1, 2 et 13. Notablement, cette étude met en évidence qu’aucun 

variant d’ALMS1 ne comporte à la fois l’exon 1 et l’exon 2 du gène, suggérant l’exis-

tence d’un promoteur alternatif en amont de l’exon 2 comme l’indique une analyse 

effectuée à l’aide de l’outil Neural Network Promoter Analysis tool.  

Dans une étude de 2022, une équipe a réalisé un KO (knock-out) d’ALMS1 dans 

des cellules HeLa en ciblant les exons 1 et 3 du gène à l’aide de CRISPR/Cas9 (Bea-

Mascato et al. 2022). Ce modèle cellulaire humain a permis d’observer que la déplétion 
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d’ALMS1 entraîne un arrêt du cycle cellulaire, une résistance à l’apoptose accrue ainsi 

qu’une réduction de la capacité migratoire des cellules HeLa.  

Dans une première étude publiée en 2007, une équipe s’est intéressée aux effets 

d’une déplétion par siRNA de plusieurs gènes impliqués dans la ciliogenèse dans une 

lignée humaine immortalisée de cellules de l’EPR, les hTERT-RPE1 (Graser et al. 2007). 

Selon cette étude, la déplétion d’ALMS1 mène à la formation de cils allongés et à la 

morphologie anormale. Ces résultats ont été confirmés par une seconde étude, publiée 

en 2021 (Álvarez-Satta et al. 2021). Cette étude met également en évidence une mau-

vaise régulation de la voie de signalisation TGF-β dans les hTERT-RPE1 traitées avec les 

siRNA. 

Le rôle d’ALMS1 a ensuite été étudié dans un autre article paru en 2024. Pour ce 

faire, l’équipe de recherche a inséré une étiquette GFP (green fluorescent protein ; pro-

téine fluorescente verte) dans la partie C-terminale de la protéine ALMS1 au sein de 

cellules de la lignée hTERT-RPE1 ainsi que dans des cellules HEK293T (human embryo-

nic kidney ; cellules de rein embryonnaire humain) dans le but d’étudier les interactions 

d’ALMS1 avec d’autres protéines (Woerz et al. 2024). Ces expériences ont établi 

qu’ALMS1 interagit avec la protéine CEP70. Cette étude présente également une expé-

rience de KO d’ALMS1 dans les hTERT-RPE1. Contrairement à ce qui a été publié dans 

les papiers précédents, les chercheurs ont observé un léger raccourcissement du cil 

primaire dans les cellules mutées.  

Il est important de noter que certaines des études présentées dans les para-

graphes précédents entrent en contradiction avec d’autres. Notamment, si plusieurs 

d’entre elles observent un cil primaire normalement constitué (Hearn et al. 2005; J. 

Chen et al. 2017; Eintracht et al. 2021), d’autres concluent à une malformation du cil 

qui est plus allongé dans le cas de (Álvarez-Satta et al. 2021) et raccourci dans le cas 

de (Woerz et al. 2024). 
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1.3.2.3 Les modèles basés sur les CSPh 

1.3.2.3.1 Les CSPh 

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées répondant à deux proprié-

tés principales : la capacité à s’auto-renouveler et la capacité à se différencier en cel-

lules spécialisées. L’auto-renouvèlement est le processus par lequel les cellules souches 

se divisent de façon symétrique ou asymétrique afin de produire de nouvelles cellules, 

permettant ainsi de perpétuer la population de cellules souches au cours de la vie (He, 

Nakada, et Morrison 2009). Les cellules souches pluripotentes, peuvent se différencier 

en tous les types cellulaires issus des trois feuillets embryonnaires : l’endoderme, qui 

produit le tube digestif et ses glandes annexes, le mésoderme, qui produit les muscles, 

le squelette et les vaisseaux sanguins et enfin l’ectoderme, qui produit le système ner-

veux et la peau.  

Il existe à ce jour deux types de cellules souches pluripotentes : les cellules 

souches pluripotentes embryonnaires (CSE) et les cellules souches induites à la pluri-

potence (ou cellules souches pluripotentes induites ; CSPi). Les CSE sont issues de la 

masse cellulaire interne ou de l’épiblaste d’un embryon au stade de blastocyste (Figure 

16). Les CSPi en revanche, sont reprogrammées génétiquement en laboratoire à partir 

de cellules somatiques. Les premières dérivations de cellules souches embryonnaires 

murines ont été réalisées au début des années 1980 (Evans et Kaufman 1981; Martin 

1981). Après des expérimentations effectuées sur différents mammifères (Brook et 

Gardner 1997; Thomson et al. 1995), la culture des CSE a été adaptée à l’humain afin 

d’obtenir les premières lignées de cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) 

(Thomson et al. 1998). 
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Figure 16 : Hiérarchie des cellules souches. Les cellules souches 

pluripotentes humaines (CSPh) peuvent être de deux types : cellules 

souches embryonnaires (CSEh) et cellules souches induites à la 

pluripotence (CSPi). Adapté de Tewary, Shakiba, et Zandstra 2018. 

 

Etant donné que ces cellules sont issues de blastocystes humains récupérés à la suite 

d’une fécondation in vitro (FIV), leur utilisation soulève des questions éthiques ayant 

mené à différentes  lois encadrant leur exploitation. Le statut des CSEh a changé en 

2004 lorsqu’une évolution de la loi a permis de passer d’une interdiction formelle à une 

interdiction avec dérogation délivrée par l’Agence de la Biomédecine pour une durée 

de 5 ans permettant ainsi à des laboratoires de les utiliser. Une évolution plus récente 

de cette loi a permis en 2021 de passer d’une demande de dérogation à une autorisa-

tion soumise à une déclaration préalable du projet de recherche. Néanmoins, l’accès 

aux CSEh reste très encadré et leur utilisation est synonyme de contraintes éthiques et 

réglementaires strictes (variables d’un pays à l’autre). 



 

76 

Afin de pallier aux obstacles inhérents à l’obtention des CSEh, l’équipe japonaise 

du Pr. YAMANAKA a mis en évidence en 2006 la capacité des cellules somatiques (cel-

lules différenciées) à être reprogrammées en cellules souches induites à la pluripotence 

(CSPi). D’abord démontrée sur des fibroblastes de souris (Takahashi et Yamanaka 

2006), puis sur des fibroblastes humains (Takahashi et al. 2007) cette méthode consiste 

à introduire un cocktail de 4 facteurs de transcription associés à la pluripotence (Oct3/4, 

Sox2, C-myc et Klf4) via des rétrovirus. Les cellules ainsi obtenues peuvent êtes diffé-

renciées en des types cellulaires dérivés des trois feuillets embryonnaires et sont donc 

comparables aux CSE. Elles se distinguent de celles-ci par certains avantages significa-

tifs notamment en ce qui concerne leur origine et les considérations éthiques qui y 

sont associées. 

Le domaine des CSPi est en constante évolution et de nouvelles techniques sont 

mises au point régulièrement afin de le perfectionner. Notamment, des méthodes per-

mettant de se passer de l’utilisation de rétrovirus pour la reprogrammation ont été 

publiées. Notamment, des protocoles de reprogrammation utilisant des vecteurs épi-

somaux non intégratifs (A. Y. L. Wang et Loh 2019). Un épisome est un brin d’ADN 

circulaire non chromosomique qui peut s’intégrer dans l’ADN chromosomique de la 

cible cellulaire.  En effet, les épisomes possèdent certains gènes supplémentaires co-

dant la synthèse d'enzymes de restriction qui permettent leur intégration aux chromo-

somes cellulaires ou bactériens par une recombinaison épisomale. Néanmoins, ils ne 

sont pas considérés comme faisant partie du génome chromosomique. 

Les CSPi se présentent donc comme un outil de choix pour la modélisation cel-

lulaire étant donné leur capacité à se différencier en une large palette de types cellu-

laires. Ceci combiné aux nouvelles techniques d’édition du génome permet d’imaginer 

un nombre important d’expériences pouvant être mises en place. Le chapitre suivant 
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vise à présenter les différentes techniques d’édition du génome, notamment 

CRISPR/Cas9. 

 

1.3.2.3.2 Les techniques d’édition du génome 

Les premiers outils permettant l’édition du génome humain sont les Zinc Finger 

Nucleases (nucléases à doigt de zinc ; ZFN) (Urnov et al. 2010) et les Transcription Acti-

vator-Like Effector Nucleases (Nucléase effectrice de type activateur de transcription ; 

TALEN) (N. Sun et Zhao 2013). Ces deux outils permettent de cibler et de couper spé-

cifiquement des séquences d’ADN dans le génome d’un organisme. Les ZFN reposent 

sur l’utilisation de protéines à doigt de zinc pour cibler une séquence spécifique d’ADN 

tandis que les TALENs utilisent des Transcription activator-like effectors (TALE) qui sont 

des domaines de liaison à l’ADN dans le même but.  

Le domaine de l’édition génomique a été bouleversé par la découverte et la mise 

au point du système d’édition CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Pa-

lindromic Repeats/associated protein 9) en 2013 (Jinek et al. 2013; Cho et al. 2013; 

Hwang et al. 2013). Ce système dérivé d’un système de défense bactérien couple l’uti-

lisation d’une nucléase, la Cas9 (CRISPR associated protein 9) et d’un ARN guide 

(sgRNA ; single guide RNA). L’ARN guide permet de cibler une région précise de l’ADN 

identifiée par un site PAM (protospacer adjacent motif) qui est une courte séquence 

d’ADN située à quelques nucléotides de la zone cible. Une fois que l’ARN guide iden-

tifie un PAM et se couple à la séquence cible à laquelle il est complémentaire, un chan-

gement de conformation rendant la Cas9 active entraîne une cassure du double brin 

d’ADN (Y. Ma, Zhang, et Huang 2014). Ces cassures ciblées permettent l’inactivation 

d’un gène où l’introduction de séquences d’ADN exogènes à l’aide des mécanismes de 
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réparation tels que la jonction d’extrémités non-homologues (Non-homologous End 

Joining ; NHEJ) ou la recombinaison homologue (Figure 17).  

 

 

Figure 17 : Différentes méthodes d’édition génomique. Le système 

CRISPR/Cas9 permet de modifier le génome en insérant des séquences 

d’ADN exogènes ou la délétion de gènes à l’aide des mécanismes de 

réparation de l’ADN. Le base editing est une technique basée sur 

CRISPR/Cas9 qui permet d’éditer une base sans faire de cassure du 

double brin d’ADN. Le prime editing permet quant à lui de faire des 

modifications du génome en induisant une cassure simple brin de l’ADN, 

réduisant les risques de mutations hors de la zone ciblée. Créé avec 

BioRender. 

 

Depuis sa découverte, le système CRISPR/Cas9 a suscité beaucoup d’intérêt et 

de nombreuses équipes ont cherché à le rendre plus spécifique, plus performant et 

adapté à une palette d’applications plus large (Hryhorowicz, Lipiński, et Zeyland 2023). 

Notamment, une modification du système CRISPR/Cas9 permet de faire de l’édition de 

base sans induire de cassure du double brin d’ADN, faisant baisser le risque d’erreurs 

au cours de la réparation de l’ADN. Une de ces méthodes nécessite l’utilisation d’une 

Cas9 modifiée couplée à une cytidine désaminase, une hydrolase catalysant la réaction 

de conversion d’une cytidine en uridine. Au niveau de l’ADN, cette enzyme permet 

donc d’éditer une cytidine (base C) en thymine (base T) (Carrington, Weinstein, et Sood 
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2020). D’autres Cas9 modifiées permettant de faire les éditions G→A, A→G et T→C ont 

également été publiées (Komor et al. 2016; 2017). 

De plus, le système CRISPR/Cas9 étant en perpétuelle évolution, des améliora-

tions sont régulièrement apportées et de nouvelles versions sont publiées. Parmi ces 

nouveautés, le prime editing est une technique utilisant une enzyme de fusion qui com-

bine une version modifiée de la protéine Cas9, appelée Cas9 nickase, avec une trans-

criptase inverse, et un ARN guide spécial (pegRNA) (Anzalone et al. 2019). Contraire-

ment à CRISPR/Cas9, qui crée des cassures double brin de l'ADN, le prime editing induit 

des coupures simple brin, réduisant ainsi les erreurs indésirables. La transcriptase in-

verse utilise le pegRNA comme matrice pour insérer les modifications souhaitées di-

rectement dans le génome. Cette méthode offre une précision et une versatilité ac-

crues, permettant d'introduire divers types de modifications génétiques tout en mini-

misant les risques de mutations hors de la zone ciblée. 

Le système CRISPR/Cas9 a d’ores et déjà été utilisé dans la recherche sur le syn-

drome d’Alström, notamment pour corriger des mutations retrouvées chez des pa-

tients (Ji et al. 2020). En ciblant une mutation pathologique à l’aide d’un sgRNA, les 

auteurs de cette étude ont réussi à corriger le phénotype cellulaire de cellules mono-

nucléées sanguines périphériques (PBMC ; peripheral blood mononuclear cell). 

 

 

1.4 DIFFERENCIATION DE CSPH EN CELLULES DE LA RETINE 

Nous avons vu que les CSPh sont des outils de choix pour l’étude de pathologies 

humaines car elles permettent d’obtenir un nombre virtuellement illimité de cellules 

spécialisées. Notamment, dans le cas des pathologies oculaires, les CSPh peuvent être 

différenciées en plusieurs types cellulaires de l’œil humain en suivant des protocoles 

établis s’inspirant du développement embryonnaire de l’œil. Dans la partie suivante, 
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nous allons nous pencher plus en détail sur quelques éléments de ce développement 

embryonnaire. 

 Eléments du développement embryonnaire de l’œil humain 

Le développement de l’œil humain peut se diviser en quatre étapes majeures : 

le développement du tube neural, la formation de la vésicule optique, l’invagination de 

la double couche de la cupule optique et le développement de la rétine différenciée. 

Dans un premier temps, la formation du tube neural est induite par le développement 

de la notochorde le long de l’axe antéropostérieur de l’embryon. La notochorde sécrète 

des facteurs de croissance permettant la différenciation de l’ectoderme situé juste au-

dessus d’elle en ectoderme neural en activant les voies de signalisation Hedgehog, 

BMP et Wnt (Wu et al. 2021). Cet ectoderme neural s’épaissit ensuite pour donner la 

plaque neurale (figure 18). Cette structure va ensuite subir la neurulation primaire lors 

de la quatrième semaine du développement embryonnaire et au cours de laquelle la 

plaque neurale va se replier sur elle-même et ainsi former le tube neural qui est le 

précurseur du cerveau, de la moelle épinière et enfin, de l’œil.  
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Figure 18 : Première étape de l’embryogenèse de l’œil : formation 

du tube neural. La notochorde stimule l’attraction de la plaque neurale 

vers l’intérieur à partir de l’ectoderme (i) puis les replis neuraux se 

rejoignent et fusionnent pour donner le tube neural et la crête neurale (ii 

et iii). Adapté de Wagstaff et al. 2021. 

 

 

Après la formation du tube neural, cinq vésicules secondaires apparaissent au 

niveau de la partie rostrale du tube. Ces cinq vésicules sont le télencéphale, le diencé-

phale, le mésencéphale, le métencéphale et le myélencéphale (Figure 19). Ces vési-

cules donnent naissance au cerveau antérieur, au tronc cérébral et au cervelet. 
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Figure 19 : Deuxième étape de l’embryogenèse de l’œil : formation 

de la vésicule optique. Le tube neural se développe en cinq vésicules 

secondaires (i). Le sillon optique se développe de façon latérale à partir du 

diencéphale en élargissant la zone distale pour former la vésicule optique 

et pinçant la zone proximale pour former la tige optique (ii). Le sillon 

optique poursuit sa croissance jusqu’à atteindre l’ectoderme de surface 

(iii). Adapté de Wagstaff et al. 2021. 

 

Puis, la zone à la base du diencéphale à la limite du mésencéphale s’épaissit de 

façon bilatérale marquant le début de la séparation du tissu optique et forme les sillons 

optiques au 22ème jour du développement embryonnaire (Quinn et Wijnholds 2019). 

Au 24ème jour du développement, la zone distale du sillon optique s’élargit pour former 

la vésicule optique tandis que la zone proximale se réduit et forme la tige optique. La 

vésicule optique croît de façon latérale jusqu’à ce qu’elle touche la couche externe 

d’ectoderme qui entoure le tube neural (Lachke et Maas 2010). 
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Ensuite, la troisième étape est l’invagination de la vésicule optique et le déve-

loppement des structures majeures de l’œil (Figure 20). Lorsque la vésicule optique 

rencontre la couche externe de l’ectoderme, la zone d’ectoderme de surface s’épaissit 

et forme la placode du cristallin qui, tout en continuant à s’épaissir, se déplace vers 

l’intérieur de la vésicule optique, se pliant pour former le puits du cristallin.  

 

 

Figure 20 : Troisième étape de l'embryogenèse de l'œil: 

développement des structures oculaires. La zone de l'ectoderme de 

surface en contact avec la vésicule optique s'épaissit et forme la placode 

du cristallin (i) qui s'invagine et se détache de l'ectoderme de surface pour 

donner le cristallin (ii). L'invagination mène à une structure à deux 

couches: la cupule optique (iii). La couche externe deviendra l'EPR, tandis 

que la couche interne se développe en rétine neurale. Le mésenchyme 

environnant contribue à la formation de structures telles que la cornée, la 

choroïde et le corps ciliaire (iv). Adapté de Wagstaff et al. 2021. 
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Au 32ème jour du développement, la vésicule optique commence alors égale-

ment à s’invaginer et forme une structure à deux couches appelée cupule optique 

(Bryan et al. 2020). Le puits du cristallin se détache de l’ectoderme de surface devenant 

une structure distincte qui terminera son développement pour donner le cristallin de 

l’œil. Le mésenchyme, structure entourant le tube neural et la vésicule optique au cours 

du développement est composé de deux couches, une couche fibreuse externe qui 

forme la cornée au pôle antérieur et la sclérotique au pôle postérieur ainsi que d’une 

couche vasculaire interne forme la choroïde et une partie du corps ciliaire, tous deux 

au pôle postérieur (Gage et al. 2005). 

Enfin, la rétine se développe en deux parties, l’EPR et la rétine neurale. L’EPR est 

formé à partir de la paroi externe de la cupule optique qui reste une simple couche 

cuboïdale de cellules (Aavani et al. 2017). La rétine neurale en revanche est formée de 

la paroi interne de la cupule optique qui prolifère et se différencie formant les diffé-

rentes couches et types cellulaires de la rétine selon plusieurs phases de développe-

ment (Figure 21). La première phase se caractérise par la génération des cellules gan-

glionnaires, des cellules horizontales, des cônes et des cellules amacrines. La seconde 

phase se caractérise par le développement des bâtonnets, des cellules gliales de Müller 

et des cellules bipolaires. Toutes ces cellules sont décrites dans la partie 1.1.2.1 de cette 

thèse. 
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Figure 21 : Embryogenèse de la rétine. Les différents types cellulaires 

de la rétine se divisent en neurones précoces et neurones tardifs. Les 

neurones précoces comprennent les CGR, les cellules horizontales, les 

cônes et les cellules amacrines. Les neurones tardifs comprennent les 

bâtonnets, les cellules bipolaires et les cellules gliales de Müller. Adapté de  

Wagstaff et al. 2021. 

 

 Les protocoles de différenciation en cellules de l’EPR 

Les CSPh ont la caractéristique de se différencier spontanément après retrait du 

basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) du milieu de culture (Ferguson et al. 2015). Le 
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bFGF est une molécule utilisée pour maintenir l’état de pluripotence des cellules 

souches lors de leur culture (Xu et al. 2005). Dès 4 semaines de culture sans bFGF, on 

peut distinguer des cellules de l’EPR parmi les cellules en différenciation grâce à leur 

morphologie en pavés hexagonaux et leur pigmentation caractéristique (Blenkinsop et 

al. 2013). Ces propriétés permettent de les identifier et facilitent leur sélection au sein 

d’une population cellulaire mixte contenant différents types de cellules en voie de dif-

férenciation. Après 8 à 12 semaines de différenciation, les zones pigmentées sont suf-

fisamment grandes pour être isolées manuellement à l’aide d’un scalpel ou d’une ai-

guille et sont ensuite amplifiées. 

Bien que des cellules de l’EPR obtenues par différenciation spontanée de CSEh 

(Ben M’Barek et al. 2017; da Cruz et al. 2018; Schwartz et al. 2012) ou de CSPih (Sharma 

et al. 2019) soient déjà utilisées dans des essais de thérapie cellulaire, leur obtention 

reste longue, laborieuse et avec un taux d’efficacité relativement faible (Regent et al. 

2019). C’est pourquoi, des équipes de recherche se sont attelées à développer des pro-

tocoles dits « dirigés » utilisant différentes molécules telles que des cytokines afin 

d’améliorer l’efficacité de la différenciation.  

Certains protocoles dirigés passent par une étape de formation de corps em-

bryoïdes qui sont des amas de cellules cultivés en suspension (Muñiz et al. 2015). Ces 

corps embryoïdes sont cultivés dans un milieu d’induction neural traité avec du N2 

[supplément contenant des hormones et des facteurs définis et favorisant la différen-

ciation neuronale (Bottenstein et Sato 1979)] puis ceux-ci sont remis en adhérence dans 

des plaques de culture recouvertes de matrigel ou de laminine avec un milieu conte-

nant du B27 [supplément riche en nutriments, antioxydants, vitamines, hormones et 

facteurs de croissance favorisant la survie, la croissance et la différenciation des neu-

rones (Romijn, van Huizen, et Wolters 1984)] (Meyer et al. 2009; Phillips et al. 2012). 

D’autres études rapportent que les organoïdes de rétine contiennent des cellules de 
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l’EPR dans leur partie la plus externe bien que dans des proportions très faibles (Na-

kano et al. 2012).  

D’autres protocoles dirigés ne passent pas par la formation de corps em-

bryoïdes. Le paragraphe suivant présente différents protocoles dirigés en 2D. 

Une étude de 2013 présente un protocole combinant l’effet de Noggin, de Dkk1, 

d’IGF1, du nicotinamide, du 3-aminobenzamide, du bFGF, de l’activine A, du SU-5402 

et du VIP (vasoactive intestinal peptide) sur la différenciation de CSEh et de CSPih. (Fi-

gure 22A). Ce protocole inclue une étape de « grattage » manuel des cellules non dif-

férenciées avant de détacher et de dissocier de façon enzymatique les cellules de l’EPR 

(Buchholz et al. 2013).  

Une autre étude parue quelques années après s’est basée sur ce même proto-

cole mais en ajoutant du Chir99021 au milieu de culture au 8ème jour de différenciation 

(Leach et al. 2016) (Figure 22B). L’ajout de cette cytokine a pour effet d’augmenter la 

pigmentation des cellules de l’EPR obtenues mais également d’accroître le nombre de 

ces cellules. Ce protocole nécessite également de passer par une étape de purification 

manuelle suivie par une dissociation enzymatique. 

Ensuite, une étude parue en 2017 décrit un protocole de différenciation en 3 

phases (Choudhary et al. 2017). La première phase de ce protocole implique l’utilisation 

de LDN-193189, de SB-431542 et de BMP4/7 dans le milieu de culture (Figure 22C). 

Lors de la seconde phase, les cellules sont traitées à l’activine A et la troisième phase 

n’implique aucune cytokine particulière. Entre les phases, les cellules sont dissociées 

de façon enzymatique à l’aide d’accutase.  

Enfin, notre équipe a publié un protocole permettant d’obtenir des cellules de 

l’EPR matures en 84 jours (Regent et al. 2019). Ce protocole nécessite de traiter les 

cellules pendant leur différenciation avec du nicotinamide, de l’activine A et du 



 

88 

Chir99021 avant de dissocier les cellules pigmentées obtenues à l’aide de TrypLE (Fi-

gure 22D). 

 

 

Figure 22 : Comparaison de plusieurs protocoles dirigés pour la 

différenciation de CSPh en cellules de l’EPR. Adaptés de Buchholz et 

al. 2013; Leach et al. 2016; Choudhary et al. 2017; Regent et al. 2019. 
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Ce protocole ne requiert donc que trois composés et ne passe pas par une étape 

de culture en trois dimensions ce qui permet de l’automatiser. D’autres équipes ont 

également publié des protocoles permettant la différenciation de larges quantités de 

cellules de manière automatisée (Matsumoto et al. 2019; Truong et al. 2021). De même, 

une étude plus récente a permis d’améliorer les protocoles de différenciation en cou-

plant un système automatisé à une intelligence artificielle, testant 143 conditions dif-

férentes en 111 jours (Kanda et al. 2022). Le tableau 2 présente une liste plus détaillée 

des protocoles de différenciation des CSPh en cellules de l’EPR (Morizur et al. 2020). 
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des protocoles de 

différenciation des CSPh en cellules de l'EPR. Ces protocoles 

peuvent être séparés dans différentes catégories : protocole spontané 

ou dirigé et protocole passant par de la culture d’agrégats/suspensions 

cellulaires ou protocole en culture adhérente. Adapté de Morizur et al. 

2020. 

 

 Les protocoles de différenciation en cellules de la neuro-rétine 

La différenciation des CSPh en cellules de la neuro-rétine et notamment en pho-

torécepteurs suit la même voie de développement qu’un embryon. Chaque étape dé-

veloppementale de cette voie est caractérisée par l’expression de gènes spécifiques 

permettant de caractériser à quel stade du développement se trouvent les cellules (Fi-

gure 23). Les protocoles de différenciation de CSPh en photorécepteurs peuvent être 

des protocoles en 2 dimensions adaptés à un tapis cellulaire ou des protocoles en 3 

dimensions passant par une étape de corps embryonnaires ou d’organoïdes. 
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Figure 23 : Gènes impliqués dans le développement des 

photorécepteurs et cellules de l’EPR. Le développement de ces cellules 

à partir de CSPh suit des étapes séquentielles. Sous chaque étape figure 

une liste de marqueurs pouvant être utilisés pour les distinguer. Adapté de 

Ben M’Barek et Monville 2019. 

 

 

1.4.3.1 Les protocoles en 2 dimensions 

Le premier protocole de différenciation des CSP en photorécepteurs a été publié 

en 2006. Ce protocole part de CSEh cultivées dans un milieu contenant un inducteur 

du champ visuel (eye field), l’IGF-1, un inhibiteur des BMP, Noggin et un antagoniste 

de la voie Wnt/β-caténine Dkk1 (Lamba et al. 2006). Après 3 semaines de différencia-

tion, ce protocole permet d’obtenir 86% de progéniteurs rétiniens exprimant les gènes 

PAX6 et VSX2. Seulement, sur ces cellules différenciées, uniquement 12% donnent nais-

sance à des photorécepteurs immatures exprimant CRX et une part minime de ces cel-

lules (inférieure à 0,01%) deviennent des photorécepteurs matures exprimant l’opsine 

ou la rhodopsine (Fuhrmann 2008). C’est pourquoi les chercheurs ont mis au point des 

protocoles plus efficaces passant par des étapes en 3 dimensions. 
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1.4.3.2 Les protocoles en 3 dimensions 

Le premier protocole de ce type ayant été développé a été publié en 2008. Ce 

protocole implique la génération de corps embryoïdes à l’aide d’antagonistes des voies 

Wnt et Nodal dans le milieu de culture pendant 20 jours avant de passer à une culture 

des cellules en 2 dimensions (Osakada et al. 2008; 2009). A ce stade, les cellules sont 

mises en présence de facteurs favorisant l’induction des bâtonnets tels que l’acide ré-

tinoïque, la taurine, le FGF2 et Shh. En 35 jours, 35% des cellules obtenues sont des 

progéniteurs rétiniens mais néanmoins, 20% des progéniteurs obtenus donnent des 

photorécepteurs immatures au bout de 170 jours de différenciation. Après 200 jours 

de culture, 8,5% des photorécepteurs immatures expriment la rhodopsine et les op-

sines M, L et S. 

Un autre protocole publié en 2009 utilise une approche combinant la différen-

ciation en 3 dimensions avec celle en 2 dimensions et reproduisant les étapes du dé-

veloppement de la rétine in vivo (Meyer et al. 2009). Cette méthode a ensuite été amé-

liorée de sorte à obtenir des agrégats cellulaires, plus tard appelés « organoïdes » con-

tenant plusieurs types de cellules neuronales au sein de structures décrites comme des 

« rosettes » (Völkner et al. 2016; Meyer et al. 2011). Ainsi, au 80ème jour de différencia-

tion, 56% des cellules obtenues expriment CRX prouvant leur identité de photorécep-

teurs immatures. Néanmoins, ce protocole ne permet pas d’obtenir des cônes et des 

bâtonnets matures présentant les caractéristiques typiques des photorécepteurs tels 

que les disques de rhodopsine dans leur segment externe. 

A partir de ce constat, d’autres équipes ont cherché à développer des protocoles 

en 3 dimensions menant à l’obtention de photorécepteurs plus matures. Dans une 

étude de 2012, une équipe a démontré que des CSEh étaient en mesure de produire 
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des organoïdes similaires à des cupules optiques bicouches et auto-organisées se dif-

férenciant ensuite en une neuro-rétine pluristratifiée contenant entre autres des cônes 

et des bâtonnets présentant des segments internes et des cils connecteurs développés 

(Nakano et al. 2012). Ce protocole nécessite de supplémenter le milieu de culture avec 

20% de remplacement de sérum KnockOut (KSR ; KnockOut Serum Replacement) et 

avec des cytokines telles que l’IWR1e (inhibiteur de la voie Wnt) et le SAG (Sonic 

Hedgehog Signaling Agonist ; agoniste de Shh). 

En se basant sur le protocole de Meyer et al. publié en 2009, une autre équipe a 

démontré en 2014 que les CSPih étaient également capable de s’organiser en struc-

tures tridimensionnelles similaires aux cupules optiques et contenant tous les types 

cellulaires de la neuro-rétine (Zhong et al. 2014). Dans ce protocole, les cellules sont 

cultivées en 3 dimensions dans un milieu supplémenté en N2, puis passent par une 

étape en 2 dimensions lors de laquelle le N2 est remplacé par du B27 et après une 

reprise de la culture en 3 dimensions, le milieu de culture est supplémenté en acide 

rétinoïque et en taurine. Ainsi, les photorécepteurs obtenus au sein de ces organoïdes 

présentent au bout de 27 semaines de différenciation des segments externes conte-

nant des disques de rhodopsine et capables de répondre à un stimulus lumineux met-

tant en évidence une certaine fonctionnalité de ces photorécepteurs. 

L’équipe du Dr. GOUREAU à l’Institut de la Vision a mis au point un autre proto-

cole permettant de différencier des CSPih adhérentes en organoïdes de neuro-rétine. 

A partir de 28 jour de différenciation ces organoïdes contiennent majoritairement des 

progéniteurs rétiniens et à 28 jours, ceux-ci s’organisent en rosettes où les photoré-

cepteurs se trouvent au centre (Reichman et al. 2014; 2017). Ce protocole nécessite 

d’ajouter du N2 dans le milieu de culture du 2ème au 28ème jour de différenciation (lors 

de la phase en 2D) puis de supplémenter le milieu avec du B27 lors de la phase en 3D 

tout en ajoutant du FGF2 lors de la première semaine de cette phase (Figure 24A). Les 
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photorécepteurs issus de ces organoïdes ont été caractérisés et leur fonctionnalité a 

été démontrée à 200 jours de culture par des expériences de patch-clamp (Gagliardi et 

al. 2018). Une amélioration de ce protocole a été apportée en 2019 et permet d’obtenir 

des organoïdes où les photorécepteurs se trouvent à la périphérie de la structure et 

non dans des rosettes (Slembrouck-Brec et al. 2019). Ceci permet d’obtenir des struc-

tures mimant une rétine pluristratifiée similaire à la rétine humaine. Pour cela, les cher-

cheurs ont ajouté 10% de sérum de veau fœtal et du Glutamax à partir du 35ème jour 

de différenciation (lors de la phase en 3D) et ont retiré la vitamine A du milieu entre les 

jours 28 et 84 du protocole (Figure 24B).  

 

 

Figure 24 : Comparaison de deux protocoles de différenciation de 

CSPh en organoïdes de neuro-rétine. Le premier protocole donne des 

organoïdes où la rétine s’organise en structures appelées « rosettes » et 

où les photorécepteurs se développent dans la lumière de ces rosettes. Le 

deuxième protocole permet d’obtenir des organoïdes où la rétine se 

s’organise en couches et où les photorécepteurs se développent en 

périphérie. Adaptés de Reichman et al. 2017 et Slembrouck-Brec et al. 

2019. 
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Le tableau 3 présente une liste plus exhaustive des protocoles de différenciation 

en photorécepteurs existants dans la littérature. 
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des protocoles de 

différenciation des CSPh en cellules de la neuro-rétine.  

Adapté de Morizur et al. 2020. 

 

En conclusion, nous avons introduit jusqu’ici le contexte général du syndrome 

d’Alström, une ciliopathie qui touche entre autres organes, l’œil humain. Cette maladie 

génétique ne possède à l’heure actuelle aucun traitement et peu d’outils permettent 

son étude. A l’aide des connaissances présentées dans cette introduction nous allons 

maintenant présenter les objectifs de cette thèse. 
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2 OBJECTIFS 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, le SA se caractérise, entre autres 

symptômes, par des atteintes du système visuel. Celles-ci ne sont que très peu étu-

diées, notamment en raison d’un manque d’outils adéquats tels que des modèles cel-

lulaires humains pertinents.  Au cours de ma thèse, j’ai  donc cherché à mieux com-

prendre les mécanismes à l’origine de ces atteintes visuelles.  

Ainsi, le premier objectif a été de générer des lignées cellulaires du SA à partir 

de CSPih puis de les caractériser. Pour cela, je me suis appuyé sur différentes méthodes 

récentes d’édition du génome de sorte à reproduire des mutations pathologiques re-

trouvées chez certains patients. Pour ce faire, il a fallu affiner les méthodes d’isolation 

de clones édités génétiquement par CRISPR/Cas9. 

Ensuite, une fois les lignées cellulaires du SA obtenus, le second objectif a été 

d’obtenir des cellules de la rétine à partir de ces différentes lignées CSPih. Ces cellules 

de la rétine sont obtenues par des méthodes de différenciation cellulaire en organoïdes 

neuro-rétiniens et en cellules de l’EPR déjà établies au laboratoire. 

Enfin, le troisième et dernier objectif a été d’identifier un phénotype patholo-

gique lié à la mutation sur le gène ALMS1. Pour y arriver, j’ai recherché des anomalies 

au niveau du cil primaire et de la quantité/qualité des cellules constituants les orga-

noïdes et notamment les photorécepteurs à différents stades de développement. Je 

me suis également intéressé à la mortalité cellulaire. 
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3 RESULTATS 

3.1 ETUDE 1 : DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE SEMI-AUTOMATISEE 

POUR L’ISOLATION DE CLONES ISSUS D’EXPERIENCES D’EDITION 

GENOMIQUE DE CSPH PAR CRISPR/CAS9 ET GENERATION DE 

NOUVELLES LIGNEES CELLULAIRES MODELISANT LE SYNDROME 

D’ALSTRÖM 

 Introduction 

Le SA est une maladie génétique rare caractérisée par une atteinte de différents 

organes et notamment par des troubles de la vision (Marshall, Beck, et al. 2007). Ces 

troubles sont dus à une dystrophie des photorécepteurs et, comme dans beaucoup de 

ciliopathies, à une rétinite pigmentaire, une atteinte de l’EPR. Le SA est dû à des muta-

tions dans le gène ALMS1, un gène de 23 exons situé sur le chromosome 2. Ce gène 

code pour une protéine ubiquitaire de 461,2 kDa localisée au centrosome et au corps 

basal de cellules ciliées et a un rôle supposé dans la régulation du cycle cellulaire, le 

transport intra-ciliaire, la production de matrice extracellulaire et la migration cellulaire 

(Hearn et al. 2005). A l’heure actuelle, aucun traitement n’est disponible et bien que 

des modèles animaux existent, aucun modèle cellulaire humain ne permet de com-

prendre les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables des symptômes vi-

suels du SA. 

Au cours des dernières décennies, les cellules souches pluripotentes humaines 

(CSPh) se sont imposées comme un outil de choix pour la modélisation de maladies 

rares dans un contexte de humain car elles présentent l’avantage de s’auto-renouveler, 

permettant ainsi un accès virtuellement infini à une source de cellules modèles (He, 

Nakada, et Morrison 2009). Ces cellules se caractérisent également par leur capacité à 

être différenciées en un nombre important de types cellulaires, permettant l’étude de 
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cellules issus d’organes jusque-là difficilement accessibles. Ainsi, la littérature fait état 

de protocoles de différenciation de CSPh en cellules de l’EPR (Regent et al. 2019) et en 

organoïdes neuro-rétiniens, une structure tridimensionnelle récapitulant les différents 

types cellulaires de la rétine, y compris les photorécepteurs (Reichman et al. 2014; 

2017). Par conséquent, obtenir des CSPh modèles du SA permettrait d’observer l’effet 

de mutations pathologiques sur différents types cellulaires tels que l’EPR et les photo-

récepteurs. 

Les avancées récentes dans le domaine de l’édition génomique ont ouvert de 

nouvelles possibilités de modification  précise des gènes. Ainsi, le système d’édition 

CRISPR/Cas9 permet d’introduire des insertions et des délétions au sein d’une sé-

quence ciblée par un ARN guide spécifique (Y. Ma, Zhang, et Huang 2014). Ces inser-

tions et délétions permettent de créer des décalages du cadre de lecture et peuvent 

mener à l’apparition de codons STOP précoces. Seulement, bien que cette méthode 

permette de créer des mutations non-sens, elle ne permet pas de reproduire des mu-

tations pathologiques retrouvées chez des patients. Pour cela, de nouvelles formes de 

CRISPR/Cas9 ont été mises au point. Ces nouveaux systèmes utilisent des Cas9 modi-

fiées et couplées à des enzymes induisant des modifications de bases sans provoquer 

de cassure du double brin d’ADN (Komor et al. 2017). Notamment, l’utilisation d’une 

cytidine désaminase permet de catalyser la désamination d’une Cytidine en une Uri-

dine, une base qui possède les même propriétés d’appariement que la Thymidine. Lors 

de la transcription de l’ADN en ARNm, la Thymidine est remplacée par une Uridine. 

Ainsi, au niveau de l’ADN, cette réaction permet donc de modifier une Cytidine en 

Thymidine sans briser le double brin d’ADN. Dans le cas de la modélisation du SA, ce 

système présente un intérêt certain car, bien que les mutations responsables du SA 

soient variées, un certain nombre d’entre elles sont des mutations C→T. Ainsi, le sys-

tème CRISPR/Cas9 et sa version spécialisée dans la modification de base représentent 
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un outil de choix pour l’obtention de lignées de CSPh modélisant le SA avec les mêmes 

mutations que celles décrites comme pathologiques chez les patients. 

A l’heure actuelle, un des inconvénients des expériences de CRISPR/Cas9 réside 

dans le fait que ces expériences mènent à l’obtention de population cellulaires mixtes 

contenant à la fois des cellules éditées à la position génétique souhaitée et des cellules 

éditées à d’autres positions ou encore des cellules non éditées. Il est donc nécessaire 

de passer par une étape d’isolation habituellement réalisée par dilution clonale. Seule-

ment, cette étape est manuelle, longue, fastidieuse et faiblement efficace. 

Dans l’étude présentée ci-dessous, nous avons développé une nouvelle mé-

thode  semi-automatisée pour l’isolation de clones issus de populations cellulaires 

mixtes, notamment des cellules obtenues lors d’expériences de CRISPR/Cas9. Cette 

méthode se base sur une plateforme robotisée liée à un logiciel dédié et associée à des 

plaques de culture spéciales dont le fond des puits est recouvert de nanopuits. Ceux-

ci permettent l’ensemencement et la croissance des cellules dans des espaces isolés 

mais tout en étant baigné dans un milieu commun. Dans un premier temps, nous avons 

démontré l’efficacité et la fiabilité de cette méthode en montrant qu’il est possible 

d’isoler des cellules au sein d’une population mixte, de suivre la croissance de ces cel-

lules et de les collecter à l’aide du bras robotique. Ensuite, nous avons démontré l’in-

térêt de ce système pour l’isolation de cellules issues d’une expérience de CRISPR/Cas9 

« classique » visant à induire des évènements d’insertion et de délétion au sein du gène 

ALMS1 mais également après une expérience d’édition de base visant à reproduire une 

mutation pathologique, toujours au sein d’ALMS1. 

Ces résultats ont fait l’objet d’un article publié en avril 2023 dans la revue Stem 

Cell Research & Therapy présenté dans la section suivante. 
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 Résultats (publication scientifique à partir de la page suivante) 
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 Discussion 

Dans cette étude, nous avons mis au point une nouvelle technique visant à faci-

liter l’étape d’isolation et de purification des populations cellulaires mixtes issues d’ex-

périences d’édition génomique par CRISPR/Cas9. Cette technique repose sur un sys-

tème automatisé combinant un bras robotisé, un logiciel lié à un algorithme d’analyse 

et de suivi et des plaques de culture spéciales tapissées de nanopuits dans lesquels les 

cellules uniques peuvent être cultivées.  

A l’heure actuelle, outre les approches entièrement manuelles de dilution clo-

nale, il n’existe que des systèmes de distribution automatisé  de cellules uniques dans 

des plaques de culture 96-puits. Après l’ensemencement des plaques, il faut alors at-

tendre que ces cellules forment des colonies sans risque de mélange (Caillaud et al. 

2022; Vallone et al. 2020), l’inconvénient étant que les CSPih ont du mal à pousser 

quand elles sont isolées. Par conséquent, le rendement (nombre de colonies obtenues) 

est faible. Contrairement à ces approches de distribution de cellules, notre méthode 

présente l’avantage de laisser les cellules uniques pousser en colonies de façon indivi-

duelle et sans risque de mélange tout en partageant un milieu de culture commun 

avant d’être distribuées en plaque 96-puits. Cela permet ainsi aux cellules de profiter 

de facteurs de survie extracellulaires sécrétées par les autres cellules et de réduire le 

stress cellulaire (Alberts et al. 2002). Présenté récemment, un autre système d’isolation 

cellulaire, le CellRaft AIR, adopte une stratégie similaire à celle du CellCelector en iso-

lant les cellules à l’aide des parois de nanopuits au sein d’un puit plus large (Stern et 

al. 2022). Néanmoins, contrairement à notre étude, l’article présentant ce système ne 

mentionne pas d’expérience d’isolation de CSPih éditées par CRISPR/Cas9. Dans notre 

système, l’algorithme du logiciel permet d’identifier les colonies issues de cellules 

uniques et de les collecter à l’aide du bras robotisé pour les transférer en plaque de 
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culture classique ou elles peuvent poursuivre leur croissance. Les colonies survivent à 

cette étape et bien que le bras robotisé soit le même d’une colonie à l’autre, aucun 

mélange de colonies au cours des différents prélèvements n’est constaté.  

La méthode développée à l’aide du CellCelector permet d’isoler des cellules au 

sein d’une population mixte en l’espace de 3 à 4 jours contre 7 à 8 jours pour la mé-

thode de dilution clonale. Notre méthode est donc plus rapide et nécessite moins de 

manipulations par l’expérimentateur. De plus, étant donné le nombre de nanopuits ta-

pissant le fond des puits, il est potentiellement possible de collecter jusqu’à 2000 co-

lonies issues de cellules individuelles. L’avantage de cette méthode est donc important 

notamment pour des expériences d’édition par CRISPR/Cas9 ayant un faible taux d’édi-

tion et nécessitant l’isolation d’un nombre important de clones. Ainsi, notre méthode 

a été testée après édition par CRIPSR/Cas9 en utilisant deux sgRNA différents ciblant 

deux positions différentes d’ALMS1. Pour l’une des positions une Cas9 classique a été 

utilisée tandis que dans l’autre cas, une Cas9 permettant l’édition de base a été utilisée. 

Deux méthodes de transfection ont été utilisées, la lipofection et l’électroporation. 

Notre étude conclue qu’avec les sgRNA utilisés et les positions ciblées, l’électropora-

tion est plus efficace que la lipofection pour l’induction de mutations. Cela permet 

d’obtenir un nombre important de cellules éditées et donc d’augmenter le taux d’ob-

tention de colonies après isolation. 

Un des avantages majeurs que notre méthode présente réside dans le fait que 

toutes les manipulations qui font suite à l’édition génomique par CRISPR/Cas9 jusqu’à 

l’obtention de clones isolés et prêts à être mis en banques ou à être amplifiés sont 

automatisées et prises en charge par le robot. Par conséquent, cette méthode permet 

non seulement un gain de temps pour l’expérimentateur mais également une réduc-

tion des coûts. Par conséquent, ce type de méthode semi-automatisée représente un 
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atout important pour l’étude de mutations induites en série par CRISPR/Cas9 et per-

mettrait d’étudier un nombre important de mutations différentes en parallèle. A l’heure 

actuelle, notre système est limité par le fait qu’il n’est que semi-automatisé, c’est-à-

dire que certaines des étapes du flux de travail doivent encore être effectuées manuel-

lement. Par exemple, l’édition génomique des CSPih par CRISPR/Cas9, la différenciation 

de ces cellules en un type cellulaire précis ou encore la différenciation des cellules en 

organoïdes ont été réalisé sans l’aide d’une méthode automatisée. Notre système 

pourrait donc être amélioré par l’ajout de modules permettant de l’automatiser inté-

gralement. La littérature fait état de plusieurs plateformes permettant la conception et 

la réalisation d’expériences d’édition par CRISPR/Cas9. Notamment, l’une de ces plate-

formes allie la conception d’ARN guides optimaux pour la position ciblée à leur pro-

duction, à l’édition des cellules d’intérêt et à l’analyse des mutations obtenues à l’aide 

de l’intelligence artificielle (S. Li et al. 2022). Une telle plateforme permet d’élargir le 

nombre de cibles génétiques sans augmenter le temps de manipulation nécessaire à 

ce genre d’expériences. Outre l’édition par CRISPR/Cas9, d’autres étapes peuvent être 

automatisées. Notamment, notre équipe a développé une méthode automatisée per-

mettant d’obtenir des cellules de l’EPR à partir de CSPih en grandes quantités à l’aide 

de l’automate CompacT SelecT (Regent et al. 2019). D’autres équipes ont également 

développé des protocoles automatisés pour la différenciation de CSPih en organoïdes 

neuro-rétiniens à l’aide des robots Thermo WellWash Versa et Thermo RapidStack (Ke-

geles, Perepelkina, et Baranov 2020) ou à l’aide d’une plateforme permettant l’analyse 

par fluorescence des organoïdes neuro-rétiniens (Vergara et al. 2017). Cette plateforme 

permet de visualiser et de quantifier la progression du développement des organoïdes 

ainsi obtenus au cours de leur différenciation. Enfin, afin de compléter notre processus 

expérimental, nous pourrions envisager d’utiliser des techniques permettant l’automa-

tisation de la reprogrammation de cellules somatiques en CSPih. De tels protocoles ont 



 

120 

été publiés et permettent l’obtention de CSPih comparables à celles obtenues manuel-

lement (Bohrer et al. 2023). Ainsi, notre méthode pourrait être complétée par ces dif-

férentes techniques afin d’offrir à l’expérimentateur une expérience totalement auto-

matisée. 

En conclusion, la méthode présentée ici pourrait être un atout de taille pour la 

modélisation de maladies génétiques par édition génomique. Elle permet de réduire 

considérablement le temps et le nombre de manipulations et permet de suivre de fa-

çon fiable les cellules uniques lors de leur croissance en colonies. Elle s’est avérée être 

un outil précieux pour l’obtention de clones de CSPih éditées au sein du gène ALMS1. 

Ainsi, grâce à cette méthode nous avons pu effectuer l’édition de plusieurs clones mu-

tés à des positions différentes du gène.  
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3.2 ETUDE 2 : CARACTERISATION DES CELLULES RETINIENNES 

MODELISANT LE SYNDROME D’ALSTRÖM A L’AIDE DE MODELES 

CELLULAIRES ISSUS DE CSPH 

 

Les résultats présentés dans cette partie ont pour vocation à être publiés dans 

un article intitulé « Perte des cônes et des bâtonnets dans des organoïdes neuro-

rétiniens modélisant le syndrome d’Alström ». 
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2. I-Stem, CECS, 91100 Corbeil-Essonnes, France 

3. Centre de Nanosciences et de Nanotechnologies (C2N), CNRS UMR 9001, Université Paris-Saclay, 91120 

Palaiseau, France 

 

 Introduction 

Le syndrome d'Alström (SA) est une maladie monogénique autosomique réces-

sive rare caractérisée par plusieurs symptômes tels que la dystrophie des cônes et des 

bâtonnets, la perte d'audition, la cardiomyopathie dilatée, l'obésité et le diabète sucré 

de type II. À ce jour, il n'existe pas de traitement curatif de la maladie et seuls des 

traitements visant à améliorer la qualité de vie peuvent être proposés. Le syndrome 

d'Alström est dû à des mutations du gène ALMS1, un gène de 23 exons situé sur le 

chromosome 2p13 codant pour une protéine ubiquitaire de 460 kDa située au niveau 

du centrosome et du corps basal des cellules ciliées. Cette protéine jouerait un rôle 
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dans diverses fonctions cellulaires telles que la régulation du cycle cellulaire, le trans-

port intra-ciliaire, la production de matrice et le trafic endosomal (Hearn et al. 2005). 

Le syndrome d'Alström fait partie d'une famille de maladies appelées « ciliopa-

thies », un groupe de maladies affectant le cil primaire, un organite impliqué dans plu-

sieurs fonctions cellulaires. Les ciliopathies peuvent recouvrir une variété de symp-

tômes, mais l'une des caractéristiques communes à toutes les maladies de ce groupe 

est une atteinte des fonctions visuelles, notamment la rétinite pigmentaire et la dys-

trophie des photorécepteurs (Hildebrandt, Benzing, et Katsanis 2011). Certains mo-

dèles animaux du SA ont des troubles visuels mais la recherche sur ces aspects de la 

maladie est limitée par l'absence d'un modèle cellulaire humain (G.B. Collin et al. 2005; 

Arsov et al. 2006; G. Li et al. 2007; Geberhiwot et al. 2021).  

Les lignées cellulaires modèles basées sur les CSPih constituent un outil idéal 

pour l'étude des maladies rares, car elles donnent accès à une quantité infinie de cel-

lules et permettent aux chercheurs d’appréhender les mécanismes cellulaires et molé-

culaires en différenciant ces cellules en un type cellulaire spécifique ou bien en les dif-

férenciant en organoïdes (He, Nakada, et Morrison 2009; Reichman et al. 2017; Ga-

gliardi et al. 2018; Slembrouck-Brec et al. 2019). Les organoïdes sont des versions tri-

dimensionnelles miniaturisées et simplifiées d'un organe qui reproduisent au moins en 

partie la complexité fonctionnelle, structurelle et biologique de cet organe, ce qui per-

met de mieux comprendre l'effet des maladies génétiques que les cellules différenciées 

en un type cellulaire unique (Zhao et al. 2022). Les organoïdes neuro-rétiniens sont 

donc des structures tridimensionnelles récapitulant l’organisation des différents types 

cellulaires composant la rétine. 

Les progrès récents dans le domaine de l'édition du génome ont vu l'émergence 

de nouvelles méthodes permettant l'édition de bases sans induire de rupture du 
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double brin de l'ADN, réduisant ainsi le risque d'événements ciblant des positions ail-

leurs dans le génome (Carrington, Weinstein, et Sood 2020; Komor et al. 2016; 2017). 

Ces méthodes permettent notamment de reproduire des mutations pathologiques 

identifiées chez des patients au sein de CSPih. 

Dans cette étude, nous avons généré de nouvelles lignées cellulaires CSPih mo-

délisant le SA et reproduisant des mutations pathologiques retrouvées chez certains 

patients. Les mutations ciblées ont été reproduites grâce à la technique CRISPR/Cas9 

en utilisant une Cas9 modifiée couplée à une cytidine désaminase permettant de faire 

de l’édition d’une base spécifique. Nous avons ensuite différencié ces CSPih en cellules 

de la rétine (organoïdes neuro-rétiniens et cellules de l’EPR) puis nous avons recherché 

un phénotype pathologique. 

 

 Résultats 

3.2.2.1 Reproduction de mutations pathologiques au sein de CSPih 

Dans une étude précédente, nous avons décrit l’obtention de deux clones issus 

de CSPih mutées au sein du gène ALMS1 (Frank et al. 2023). Brièvement, le clone ALMS1 

p.Glu192fs a été obtenu en ciblant l’exon 3 d’ALMS1 avec un ARN guide spécifique et 

une spCas9 menant à l’insertion d’une base T à la position ciblée dans le clone sélec-

tionné. L’analyse bio-informatique de cette insertion suggère un décalage du cadre de 

lecture entrainant l’apparition d’un codon STOP précoce dès l’exon 4 du gène (Figure 

1A). Le clone ALMS1 p.Gln3610Ter a quant à lui été obtenu en effectuant l’édition d’une 

base C dans l’exon 16 du gène en une base T à l’aide d’un ARN guide spécifique et 

d’une Cas9 couplée à une cytidine désaminase. Cette édition entraîne l’obtention d’un 

codon STOP précoce à la place d’une glutamine dans l’exon 16 (Figure 1A).  
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Dans cette étude, nous avons généré, avec la méthode décrite dans l’étude 1, 

un nouveau clone obtenu par édition de base à l’aide d’un ARN guide ciblant une base 

C dans l’exon 5 d’ALMS1. Cette base est éditée en une base T menant à l’obtention d’un 

codon STOP précoce à la place d’une arginine. Les mutations des clones ALMS1 

p.Gln3610Ter et p.Arg352Ter reproduisent des mutations pathologiques identifiées 

chez des patients atteints du SA (ALMS1 p.Arg352Ter = 1054C>T et p.Gln3610Ter = 

10828C>T) (Marshall et al. 2015). 

En plus des clones obtenus par CRISPR/Cas9 nous avons obtenu grâce au Pr. 

Brigitte MALGRANGE (GIGA, Université de Liège) une lignée de CSPih dérivées d’un 

patient atteint du SA. Ce patient présente la mutation d’une sérine en un codon STOP 

au sein de l’exon 8 d’ALMS1 (Zulato et al. 2011). Cette lignée est dénommée ALMS1 

p.Ser1142Ter dans la suite de cette étude (Figure 1A). En plus de cette lignée, notre 

collaboration nous a permis d’obtenir la lignée isogénique corrigée par CRISPR/Cas9 

d’ALMS1 p.Ser1142Ter. Cette lignée est dénommée ALMS1 p.Ser1142Ter-GC dans la 

suite de l’article (Figure 1A). Toutes les lignées de CSPih obtenues ont été contrôlées 

pour ce qui concerne la stabilité génétique (par des méthodes de comparaisons des 

polymorphismes de nucléotides uniques ou SNPs et de caryotypage) et la pluripotence 

(par des marquages immunofluorescents et de la cytométrie en flux) (Figure annexe 

S1). 

 

3.2.2.2 Effet des mutations sur l’expression d’ALMS1 et sur les propriétés des 
CSPih 

Pour détecter la présence de la protéine ALMS1 au sein des lignées de CSPih, 

une expérience d’immunofluorescence avec un anticorps dirigé contre ALMS1 (acides 

aminés 1200 à 1250) a été effectuée. Dans la lignée contrôle, la protéine ALMS1 est  
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Figure 1 : Caractérisation de mutations par CRISPR/Cas9 au sein du gène ALMS1 de CSPih 

et caractérisation des clones obtenus. 

A. Représentation schématique du gène ALMS1 et des positions des différentes mutations reproduites par CRISPR/Cas9 

ou issues de cellules de patients. B. Immunofluorescence représentant l’expression d’ALMS1 (vert) et de la péricentrine 

(rouge) au sein des CSPih étudiées. Barre d’échelle = 5 µm (rangée du haut) ; 1 µm (rangée du bas). n=3. C. Quantification 

de l’intensité du signal d’ALMS1 sur celui de la péricentrine en fonction du génotype. n=1. D. Quantification de l’aire du 

noyau des cellules (µm2) en fonction du génotype. n=1. E. Analyse de la croissance des cellules au cours du temps jusqu’à 

la confluence (%) en fonction du génotype. n=3. 
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colocalisée avec la péricentrine, une protéine localisée au centrosome et impliquée 

dans le recrutement de la matrice péricentriolaire (Doxsey et al. 1994) (Figure 1B). Le 

clone ALMS1 p.Glu192fs présente également la protéine ALMS1 colocalisée avec la pé-

ricentrine. En revanche, on constate une absence d’ALMS1 au centrosome dans le clone 

ALMS1 p.Gln3610Ter. Le clone ALMS1 p.Arg352Ter exprime ALMS1 au centrosome mais 

l’intensité du signal semble réduite comparée au clone contrôle. Enfin, le clone ALMS1 

p.Ser1142Ter issu de patient atteint du SA n’exprime pas ALMS1 au centrosome tandis 

que cette expression est restaurée dans la lignée isogénique corrigée ALMS1 

p.Ser1142Ter-GC (Figure 1B). Nous avons effectué une quantification du rapport de 

l’intensité du signal ALMS1 sur l’intensité du signal péricentrine pour chaque clone (Fi-

gure 1C). Cette quantification révèle que les clones sains et ALMS1 p.Glu192fs ne pré-

sentent pas de différence significative entre eux dans leur rapport d’intensité 

ALMS1/péricentrine et que ces rapports sont respectivement de 1 et 1,03.  Les clones 

ALMS1 p.Gln3610Ter et p.Arg352Ter ne présentent également pas de différence signi-

ficative entre eux (rapport d’intensité = 0,46 pour les deux clones). En revanche, la dif-

férence entre les clones sains et ALMS1 p.Glu192fs d’une part et p.Gln3610Ter et 

p.Arg352Ter de l’autre apparait comme significative (p = ⁕⁕). Les cellules issues de pa-

tient et leur lignée isogénique corrigée présentent une différence du rapport 

ALMS1/péricentrine significative (p =  ⁕⁕⁕⁕) avec respectivement un rapport de 0,24 

et de 0,88, mettant en évidence la restauration de l’expression d’ALMS1 (figure 1C). 

Lors de l’analyse par immunofluorescence de l’expression d’ALMS1 au centro-

some, nous avons constaté dans un premier temps une variation de la taille du noyau 

des CSPih modélisant le SA en fonction des clones. Après quantification de la taille des 

noyaux, il apparait que cette différence est non significative lorsque plusieurs noyaux 

cellulaires sont analysés pour chaque clone (Figure 1D).  
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Enfin, nous avons étudié la prolifération des CSPi au cours du temps (Figure 1E). 

Si le clone ALMS1 p.Ser1142Ter issu du patient SA semble proliférer plus lentement que 

les autres clones, il est néanmoins difficile de tirer une conclusion au sujet de ces der-

niers. Notamment, nous n’observons pas de différence évidente entre les clones mutés 

par édition de base. 

 

3.2.2.3 Expression des variants d’ALMS1 

Le clone ALMS1 p.Glu192fs présente l’insertion d’une base T entrainant un dé-

calage du cadre de lecture qui conduit à l’apparition d’un codon STOP précoce. Ainsi, 

la protéine ALMS1 est tronquée et non-fonctionnelle, voire non traduite. Or, la protéine 

est détectée par immunofluorescence ce qui suggère la présence de variants d’ALMS1 

qui ne sont pas affectés par cette mutation. L’analyse bio-informatique sur la base de 

données en ligne ensembl.org, a permis d’identifier 9 variants codant pour une pro-

téine ALMS1 dont 7 ne contiennent pas l’exon 2 et 3 ne contiennent pas l’exon 3 (Fi-

gure 2A). La plupart de ces variants ne comportent pas l’exon 2 d’ALMS1 et certains 

sont largement raccourcis en leur extrémité N-terminale. Afin d’identifier quels variants 

sont synthétisés par nos lignées cellulaires, nous avons réalisé une RT-qPCR en utilisant 

des amorces ciblant l’exon 1 pour l’amorce sens et l’exon 5 pour l’amorce anti-sens 

(Figure 2B). Le séquençage des produits de cette PCR montrent que les clones sains 

et ALMS1 p.Glu192fs ne contiennent pas l’exon 2 du gène. Les variants ALMS1-205 et 

ALMS1-206 seraient donc à exclure de la liste des variants majoritairement présents 

dans ces cellules.  

Afin de poursuivre l’identification des variants, nous avons cherché à réaliser un 

Western Blot afin de déterminer quels clones conservent leur extrémité C-terminale, 
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puis si des clones expriment plusieurs variants et enfin la taille des protéines synthéti-

sées. Après avoir testé différents anticorps ciblant ALMS1, nous n’avons pas trouvé 

d’anticorps adapté à nos analyses. 

  

Figure 2 : Expression de différents variant d’ALMS1 au sein des CSPih.  

A. Représentation schématique des différents exons du gène ALMS1 et des 9 variants codant pour une protéine. Les flèches 

rouges représentent la taille des protéines synthétisées par les variants. Une zone blanche représente une délétion et une 

zone rouge sur deux lignes représente une duplication. Le rectangle vert représente l’épitope reconnu par l’anticorps ciblant 

ALMS1 utilisé en immunofluorescence tandis que le rectangle orange représente l’épitope reconnu par l’anticorps utilisé 

pour le Western Blot. B. Stratégie mise en place pour l’identification des exons présents dans les différents clones par PCR. 

 

 

3.2.2.4 L’induction de mutations pathologiques n’altère pas la 
différenciation des CSPih en cellules de l’EPR 

Les différentes lignées CSPih ont ensuite été différenciées en cellules de l’EPR. 

Dans un premier temps, nous avons utilisé un protocole de différenciation spontanée 
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publié par notre équipe (Ben M’Barek et al. 2017). Face à la difficulté à induire la diffé-

renciation de certaines de nos lignées, notamment les lignées issues de patients, nous 

avons par la suite appliqué un protocole de différenciation dirigé dont le rendement 

en cellules RPE est supérieur (Regent et al. 2019) (Figure 3A). En effet, pour la lignée 

saine, le protocole spontané nous a permis d’obtenir 2 banques de cellules pour 5 

différenciations initiées tandis que le protocole dirigé nous a permis d’obtenir 4 

banques pour 8 différenciations. Pour la lignée ALMS1 p.Glu192fs, le protocole spon-

tané nous a permis d’obtenir 2 banques de cellules pour 4 différenciations initiées et 

le protocole dirigé nous a permis d’obtenir 3 banques pour 4 différenciations. Enfin, 

dans le cas de la lignée ALMS1 p.Gln3610Ter, le protocole spontané nous a permis 

d’obtenir 2 banques de cellules pour 5 différenciations initiées tandis que le protocole 

dirigé nous a permis d’obtenir 5 banques à partir de 7 différenciations. Aucun des deux 

protocoles testés n’a permis d’obtenir de cellules de l’EPR à partir des lignées issues de 

patients du SA. Les cellules obtenues présentent une morphologie habituelle pour des 

cellules de l’EPR avec une forme de pavés étroitement liés (Figure 3B). Ces cellules 

expriment des marqueurs caractéristiques de l’EPR tels que MERTK à leur face apicale, 

bestrophine à leur face basale (Lukovic et al. 2015) ainsi que PAX6 et MITF (Ben M’Barek 

et al. 2017). Le pourcentage de cellules exprimant un double marquage MITF/PAX6 est 

de 73% pour la lignée saine, de 69% pour la lignée ALMS1 p.Glu192fs et de 76% dans 

la lignée p.Gln3610Ter. Le nombre de doubles positifs est donc équivalent dans les 

trois lignées analysées (Figure 3C).  
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Figure 3 : Différenciation des CSPih en cellules de l’EPR et caractérisation des EPR obtenus. 
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Figure 3 (légende) 

A. Représentation schématique des protocoles utilisés pour la différenciation des CSPih en cellules de l’EPR. Le protocole 

1 (panneau du haut) est tiré de (Ben M’Barek et al. 2017) et le protocole 2 (panneau du bas) de (Regent et al. 2019). B. 

Immunofluorescence représentant l’expression de la Bestrophine (vert), de MERTK (rouge) et de la Phalloïdine (violet) dans 

les clones sain, p.Glu192fs et Gln3610Ter. Panneau de droite : projection latérale des marquages de la Bestrophine (vert) et 

de MERTK (rouge). Barre d’échelle = 10 µm. n=1. C. Immunofluorescence représentant l’expression de MITF (vert), de PAX6 

(rouge) et de la Phalloïdine (violet) dans les clones sain, p.Glu192fs et Gln3610Ter. Barre d’échelle = 10 µm. Panneau de 

droite : quantification du nombre de cellules positives à MITF, PAX6 et double marquées MITF+PAX6. n=2. D. Immuno-

fluorescence représentant l’expression d’ARL13B (vert) et de la Péricentrine (rouge) dans les clones sain, p.Glu192fs et 

Gln3610Ter. Barre d’échelle = 10 µm. Panneau central : modélisation des marquages par le logiciel Imaris. Barres 

d’échelles = 1, 2 et 5 µm. Panneau de droite : comparaison du volume du marquage ARL13B. n=1. 

 

Ensuite, nous avons cherché à savoir si les cellules de l’EPR dérivées de nos li-

gnées présentent un cil primaire. Pour cela, nous avons étudié l’expression de la pro-

téine ARL13B, une protéine localisée au cil primaire et impliquée dans la formation et 

la maintenance de celui-ci et ayant déjà été identifiée comme étant présente dans des 

cellules de l’EPR (H. L. May-Simera et al. 2018). Comme attendu, les cellules de l’EPR 

dérivées du clone sain  présentent une expression de ARL13B superposée avec la péri-

centrine, une protéine localisée au centrosome (Figure 3D). Les cellules de l’EPR issues 

du clone p.Glu192fs ainsi que celles issues du clone p.Gln3610Ter présentent égale-

ment un cil primaire comme le montre le marquage ARL13B. La quantification du vo-

lume de ces cils montre que les clones p.Glu192fs et p.Gln3610Ter présentent des cils 

légèrement plus volumineux que la lignée saine isogénique correspondante (contrôle). 

Les cellules de l’EPR obtenues à partir des clones sain, ALMS1 p.Glu192fs et 

p.Gln3610Ter ont été analysées à l’aide du programme REShAPE (Figure 4A). REShAPE 

est un outil d’analyse d’images et de mesure de la morphométrie des cellules de l’EPR 

(Ortolan et al. 2022). Une segmentation des cellules a été réalisée à partir d’un mar-

quage de la phalloïdine puis le nombre de cellules voisines a été déterminé pour 

chaque cellule. Un score d’hexagonalité a également été déterminé pour chaque cel-

lule. Ces deux données sont similaires pour les trois lignées étudiées (Figure 4B). 
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Figure 4 : Analyse morphométrique des cellules de l’EPR obtenues à partir des CSPih mo-

dèles.  
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Figure 4 (légende) 

A. Segmentation des cellules effectuée à partir d’un marquage de la phalloïdine pour les cellules de l’EPR dérivées des 

lignées saines, ALMS1 p.Glu192fs et p.Gln3610Ter. Analyse du nombre de cellules voisines par cellule et du score d’hexa-

gonalité à l’aide du programme REShAPE. B. Quantification du nombre de cellules voisines par cellule et du score d’hexa-

gonalité. n=1. 

 

3.2.2.5 Différenciation des CSPih en organoïdes neuro-rétiniens et analyse 
de la production de photorécepteurs 

Dans le but d’étudier de potentiels défauts des photorécepteurs, nous avons 

différencié nos CSPih modèles en organoïdes neuro-rétiniens. Ces structures tridimen-

sionnelles récapitulent les différents types cellulaires de la rétine humaine (Reichman 

et al. 2017). Afin d’obtenir des structures bien organisées qui récapitules l’organisation 

en couches de la rétine et dans lesquelles les photorécepteurs se développent en pé-

riphérie, nous avons utilisé un protocole précédemment publié (Slembrouck-Brec et al. 

2019) (Figure 5A). Ce protocole permet d’obtenir pour tous les clones des organoïdes 

présentant à leur périphérie une couronne correspondant à la CNE et à la couche des 

photorécepteurs d’une rétine humaine (Figure 5B). Bien que d’une différenciation à 

l’autre ainsi qu’au sein d’une même différenciation les organoïdes puissent avoir des 

tailles différentes, ces différences ne sont pas significatives et les organoïdes des diffé-

rents clones présentent des tailles similaires (Figure 5C). Ensuite, différents marquages 

par immunofluorescence ont été réalisés à 150 jours de différenciation (J150) afin de 

déterminer le stade de maturation des photorécepteurs. Comme le montre la Figure 

6A, les différentes lignées expriment la recoverine au niveau de la couronne des orga-

noïdes et forment une structure visible et identifiable. Seuls les organoïdes issus des 

cellules de patients semblent ne pas exprimer ce marqueur même si l’épaisseur de la 

couche exprimant la recoverine semble plus faible dans le cas des organoïdes issus des 

trois clones mutés. En plus de la recoverine, les cellules expriment CRX un marqueur 

des photorécepteurs (Furukawa, Morrow, et Cepko 1997). 
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Figure 5 : Différenciation des CSPih modèles en organoïdes neuro-rétiniens. 

A. Protocoles de différenciation des CSPih en organoïdes neuro-rétiniens. Le protocole 1 (haut) est tiré de (Reichman et al. 

2017) et le protocole 2 (bas) de (Slembrouck-Brec et al. 2019). B. Images des structures obtenues après 150 jours de diffé-

renciation à l’aide du protocole 2 pour les clones sain, p.Glu192fs, Gln3610Ter et p.Ser1142Ter. Barre d’échelle = 200 µm ; 

grossissement = 50 µm. C. Quantification de l’aire des organoïdes après 150 jours de différenciation (µm2). n=1. 

 

Tous les organoïdes expriment CRX mais dans le cas de la lignée ALMS1 

p.Ser1142Ter, le nombre de cellules positives semble légèrement réduit. 

Puis, la rhodopsine est exprimée par les cellules en périphérie des organoïdes 

issus de la lignée saine mais absente ou très faiblement exprimée dans les organoïdes 

ALMS1 p.Glu192fs, p.Gln3610Ter et p.Arg352Ter. Elle est également absente dans le cas 

des organoïdes issus de cellules de patients (ALMS1 p.Ser1142Ter) mais son expression 

est retrouvée dans la lignée isogénique corrigée. Tous les organoïdes expriment à leur 

périphérie les opsines L et M (rouge et verte) à l’exception de ceux issus des cellules de  
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Figure 6 : Caractérisation des organoïdes obtenus à partir des CSPih modèles. 
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Figure 6 (légende) 

A. Immunofluorescence représentant l’expression des protéines Rhodopsine (rouge), Opsines L et M (vert), Opsine S (bleu), 

CRX (rouge), Recoverine (vert), ARL13B (vert) et Caspase-3 clivée (bleu clair) pour tous les clones après 150 jours de 

différenciation. Barre d’échelle = 50 µm ; grossissement = 20 µm. n=1. B. Analyse d’expression par RT-qPCR de ARR3, CRX, 

NRL et VSX2 dans les clones sain, p.Glu192fs et Gln3610Ter. L’expression est relative à l’expression au 40ème jour de 

différenciation et les données ont été normalisées par rapport au gène de ménage 18S. n=1. 

 

patient ALMS1 p.Ser1142Ter. Néanmoins, visuellement, le nombre et la taille des cel-

lules marquées par les opsines L et M semblent varier entre les différentes lignées. 

Aucun organoïde ne semble exprimer l’opsine S (bleue). 

Ensuite, ARL13B est un marqueur du cil primaire mais est également présent au 

niveau du cil connecteur des photorécepteurs. Dans notre cas, on voit qu’ARL13B est 

exprimé à la couronne des organoïdes issus de toutes les lignées, au même niveau que 

les segments externes des photorécepteurs mis en évidence par la rhodopsine dans les 

clones qui l’expriment. 

L’expression de différents gènes marqueurs des photorécepteurs a ensuite été 

étudiée par RT-qPCR (figure 6B). Les résultats de cette analyse montrent que l’expres-

sion du gène ARR3 est fortement réduit dans les cellules issues de la lignée ALMS1 

p.Gln3610Ter tandis que le cellules issues de la lignée ALMS1 p.Glu192fs ne semblent 

pas être affectées. Des résultats similaires sont retrouvés pour les gènes CRX, NRL et 

VSX2. De plus, ces caractéristiques se maintiennent au cours du temps de différencia-

tion des organoïdes. Ces résultats ayant été obtenus au cours d’une expérience, ils 

restent préliminaires et devront être confirmés par des expériences futures. 

Enfin, nous avons utilisé un marqueur de la mortalité cellulaire, la Caspase 3 

clivée, afin de déterminer s’il existe des différences de mortalité en fonction des clones. 

Comme le montre la Figure 7, les organoïdes issus des cellules ALMS1 p.Ser1142Ter 

présentent une très forte mortalité en leur sein tandis que la lignée isogénique corrigée 

p.Ser1142Ter – GC en est dépourvue tout comme les organoïdes issus des cellules 
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saines. En revanche, les organoïdes issus des clones ALMS1 p.Glu192fs, p.Gln3610Ter 

et p.Arg352Ter présentent une certaine mortalité bien que le nombre de cellules apop-

totiques soit considérablement réduit par rapport à la lignée de patients. 

 

 

Figure 7 : Analyse de la mortalité au sein des organoïdes obtenus. 

A. Immunofluorescence représentant l’expression de la Caspase-3 clivée (bleu clair) pour tous les clones après 150 jours 

de différenciation. Barre d’échelle = 50 µm ; grossissement = 20 µm. n=1. 

 

 

 Discussion 

Dans cette étude, nous avons présenté l’obtention de lignées de CSPih présen-

tant des mutations de novo ou pathologiques au sein du gène ALMS1 responsable du 

SA. Ces lignées de CSPih modèles ne présentent pas de différences au niveau des ca-

ractéristiques que nous avons étudié. En revanche, ces lignées ont pu être différenciées 
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en cellules de l’EPR, un tissu concerné par le SA. Là encore, les différentes lignées de 

l’EPR obtenues ne présentent pas de phénotype particulier permettant de distinguer 

les lignées mutées de la lignée saine. Les CSPih modèles ont également été différen-

ciées en organoïdes neuro-rétiniens. Contrairement aux CSPih et aux cellules de l’EPR, 

les organoïdes présentent un phénotype pathologique que nous allons détailler ci-

après. 

Au sein des organoïdes issus des CSPih modélisant le SA, la diminution d’ex-

pression de la rhodopsine suggère soit un défaut de production des bâtonnets, soit 

une mortalité précoce de ces cellules dans les lignées ALMS1 p.Glu192fs, p.Gln3610Ter, 

p.Arg352Ter et p.Ser1142Ter. En contraste, la rhodopsine est fortement exprimée au 

sein des organoïdes issus des lignées saines et ALMS1 p.Ser1142Ter – GC (restauration 

du gène ALMS1 de la lignée issue du patient SA). De même, la diminution d’expression 

des opsines M et L démontre un défaut des cônes M et L dans les organoïdes modéli-

sant le SA. Il est à noter que l’opsine S (bleue) est faiblement exprimée dans les orga-

noïdes sains et ALMS1 p.Ser1142Ter – GC et totalement absente dans les organoides 

des lignées modélisant le SA.  

Puis, bien que le nombre de cônes et de bâtonnets soit réduit voire nul dans les 

organoïdes modélisant le SA, l’expression maintenue de CRX indique que des précur-

seurs des photorécepteurs sont bien présents au sein des organoïdes. En effet, si CRX 

a d’abord été utilisé comme marqueur des photorécepteurs (Furukawa, Morrow, et 

Cepko 1997), plusieurs études montrent sa présence au sein de précurseurs au sein 

desquels il est essentiel pour guider la maturation en photorécepteurs (Pan et al. 2023; 

J. Collin et al. 2019; Kruczek et al. 2021; Bernardos et al. 2007). L’absence des cônes et 

des bâtonnets au 150ème jour de différenciation semble donc être le résultat soit d’un 

arrêt de la maturation des progéniteurs en photorécepteurs, soit d’une dégénéres-
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cence importante des photorécepteurs matures. Afin d’identifier laquelle des deux hy-

pothèses est la plus probable, nous avons réalisé un marquage de la caspase 3 clivée, 

une enzyme clé dans le processus d’apoptose (Crowley et Waterhouse 2016; Niles, Mo-

ravec, et Riss 2008). Ce marquage révèle que les organoïdes issues de cellules saines et 

p.Ser1142Ter – GC ne présentent qu’un faible taux d’apoptose. En revanche, les orga-

noïdes issues de cellules du patient atteints du SA (ALMS1 p.Ser1142Ter) présentent 

une forte activité apoptotique tandis que ceux issus des CSPih mutées par CRISPR/Cas 

9 (sur d’autres position du gène) ont des cellules en apoptose, bien qu’en plus faible 

quantité que les organoïdes sains. Nous pouvons donc supposer un lien entre les cel-

lules en apoptoses au sein des organoïdes modélisant le SA et la diminution des cônes 

et des  bâtonnets au sein de ces mêmes organoïdes. Cet élément suggère qu’une dé-

générescence des photorécepteurs est à l’origine du phénotype observé dans les or-

ganoïdes de patients. Pour confirmer cette hypothèse, une expérience d’immunofluo-

rescence utilisant les marqueurs de la Caspase 3 clivée et de précurseurs des photoré-

cepteurs peut être réalisée afin de déterminer un potentiel co-marquage de ces cel-

lules.  

A l’heure actuelle, la littérature ne rapporte pas de liens entre des mutations 

dans le gène ALMS1 et une dérégulation de l’apoptose dans les modèles cellulaires 

permettant d’étudier les symptômes visuels du SA. Néanmoins, l’étude d’autres muta-

tions pathologiques permet de mieux comprendre les liens entre apoptose et dégéné-

rescence des cellules rétiniennes. Par exemple, une étude de 2022 s’est penchée sur 

des mutations dans le gène PRPF31 responsable d’une rétinite pigmentaire (Rodrigues 

et al. 2022). Les auteurs de cette étude constatent une augmentation du nombre de 

cellules apoptotiques à la périphérie des organoïdes neuro-rétiniens mutés dans le 

gène PRPF31 et obtenus à l’aide du même protocole que nous avons utilisé pour avoir 

des organoïdes présentant des photorécepteurs à leur périphérie. Dans le cas de cette 
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étude, les auteurs concluent que seuls les photorécepteurs subissent la dégéneres-

cence due aux mutations dans PRPF31 et que les autres types cellulaires tels que les 

cellules de Müller et les cellules bipolaires ne sont pas atteintes. A l’aide d’une analyse 

transcriptomique effectuée sur des cellules de l’EPR dérivées de CSPih de patients, les 

auteurs ont également observé une régulation à la hausse de gènes impliqués dans 

l’apoptose. Réaliser une étude transcriptomique sur nos cellules de l’EPR issues des 

CSPih modélisant le SA pourrait donc nous apporter des informations similaires. 

De plus, dans une autre étude portant sur le rétinoblastome, un cancer de l’œil 

fréquent chez l’enfant, les auteurs se sont intéressés à l’effet de la perte du gène RB1 

sur la différenciation d’organoïdes neuro-rétiniens (Rozanska et al. 2022). Les auteurs 

observent une réduction du nombre de cônes et de bâtonnets matures à 150 jours de 

différenciation dans des organoïdes neuro-rétiniens dérivés de CSEh déplétées en RB1. 

En parallèle, les auteurs observent également une augmentation faible mais significa-

tive du pourcentage de cellules apoptotiques à l’aide d’un marquage de la Caspase 3 

clivée. Ces observations sont corroborées par un test TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP Nick End Labeling) permettant de révéler des cellules apoptotiques 

en indiquant la présence de cassures dans l’ADN de ces cellules. Dans cette étude, 

l’apoptose des cellules au sein des organoïdes est également utilisée comme marqueur 

d’efficacité de médicaments potentiels prouvant ainsi le potentiel des organoïdes 

neuro-rétiniens pour évaluation de molécules à visée thérapeutique. 

Une autre étude s’est intéressée à TULP1, un gène multifonctionnel dont les 

mutations sont à l’origine de maladies rétiniennes héréditaires. TULP1 est un gène co-

dant pour une protéine ayant été localisée dans les photorécepteurs. Chez des souris 

porteuses de mutations au sein de TULP1, les chercheurs ont observé un raccourcisse-

ment des segments externes des bâtonnets dès les premiers stades de développement. 
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Cette observation s’accompagne d’une forte activité apoptotique à l’origine d’une 

perte totale de la rétine (Palfi et al. 2020). 

Enfin, dans le cas du syndrome oro-facio-digital de type 1, une ciliopathie, il a 

été montré dans une étude que la protéine codée par le gène OFD1 agit comme régu-

lateur du nombre et de la longueur des cils des photorécepteurs mais a également un 

rôle de protection contre l’apoptose (Juan Wang et al. 2016). Certaines mutations dans 

OFD1 mènent à la perte du cil des photorécepteurs et par conséquent à la dégénéra-

tion de ces cellules (Webb et al. 2012), à une apoptose accrue et ainsi aux symptômes 

du syndrome oro-facio-digital de type 1. Ces études montrent un lien entre une déré-

gulation de l’apoptose et la perte de photorécepteurs. De futures expériences nous 

permettront de déterminer si les mécanismes sous-jacents à ce lien sont identiques 

dans nos modèles cellulaires du SA ou s’ils répondent à des mécaniques différentes. 

Pour ce qui est des organoïdes issus de cellules mutées par CRISPR/Cas9, ces 

derniers semblent présenter un phénotype moins marqué avec des cellules positives à 

CRX et à la recoverine, peu de photorécepteurs matures et un taux plus faible d’apop-

tose. Les cellules doubles positives CRX/recoverine sont des précurseurs post-mito-

tiques des photorécepteurs qui sont des cellules différenciées mais encore immatures, 

qui ne se divisent plus et dont la maturation donne naissance aux cônes et aux bâton-

nets (Lakowski et al. 2015; Oh et al. 2007). Le fait que le taux d’apoptose soit plus faible 

que dans la ligné du patient SA pourrait être lié à un retard de la différenciation des 

cellules au sein des organoïdes mutés et donc que les précurseurs post-mitotiques 

identifiés n’aient pas encore dégénéré. Afin de vérifier cette hypothèse, d’autres expé-

riences de marquage avec la caspase 3 clivée peuvent être réalisées à des temps de 

différenciation plus précoces et plus tardifs afin de déterminer à quel stade ces précur-

seurs pourraient dégénérer. Par ailleurs, un co-marquage de la caspase 3 clivée avec 

des marqueurs des précurseurs post-mitotiques tels que CRX permettra de vérifier si 
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les cellules en apoptose sont bien des précurseurs de photorécepteurs. Des marqueurs 

des autres types cellulaires de la rétine pourront également être utilisés afin d’évaluer 

l’effet des mutations du gène ALMS1 sur la mortalité de ces cellules au sein des orga-

noïdes neuro-rétiniens. Parmi ces marqueurs on peut citer VSX2 et PRKCα pour les 

cellules bipolaires, BRN3A pour les cellules ganglionnaires de la rétine, RLBP1, GS et 

SOX9 pour les cellules gliales de Müller et AP2 pour les cellules amacrines. Tous ces 

éléments permettront de mieux caractériser l’effet des mutations du gène ALMS1 sur 

les cellules au sein des organoïdes neuro-rétiniens.  

Les images obtenues par immunofluorescence indiquent également qu’ARL13B 

est exprimée à la couronne des organoïdes. Bien qu’ARL13B soit principalement utilisé 

comme marqueur du cil primaire, plusieurs études ont démontré sa présence au niveau 

du cil connecteur des photorécepteurs où il remplit un rôle dans la formation des seg-

ments externes et dans la prolifération des photorécepteurs (Larkins et al. 2011; Ferent 

et al. 2019; Song et al. 2016; Dilan et al. 2019). La présence d’ARL13B dans nos orga-

noïdes, y compris les mutés et ceux issus de patients semble indiquer que les précur-

seurs des photorécepteurs possèdent une structure apparentée au cil connecteur bien 

que nous ayons vus plus haut que les photorécepteurs ne sont pas matures. L’identité 

de ces cellules semble donc se situer à une étape intermédiaire entre les précurseurs 

immatures n’ayant pas deux segments distincts et les photorécepteurs matures à deux 

segments. Le cil connecteur peut être présent dans les précurseurs des photorécep-

teurs où il joue un rôle crucial dans leur développement, même si ces cellules n'ont pas 

encore les deux segments distincts que l'on trouve dans les photorécepteurs matures. 

Dans ces cellules, le cil connecteur joue un rôle de transport des protéines, de signali-

sation cellulaire et dans la formation des segments internes et externes. Une étude de 

2023 a mis en évidence qu’au sein d’organoïdes neuro-rétiniens dérivés de CSEh, les 
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cellules expriment ARL13B et que le nombre de cellules exprimant cette protéine dé-

croit avec le temps (Ning et al. 2023). Néanmoins cette étude se concentre essentielle-

ment sur les cellules non-photoréceptrices. Il pourrait être intéressant pour notre re-

cherche de phénotype d’examiner l’expression d’ARL13B au sein de nos organoïdes 

sains et mutés au cours du temps et voir si, comme pour les cellules non-photorécep-

trices, cette expression décroit au cours du temps. Le déclin plus ou moins tardif 

d’ARL13B pourrait avoir une incidence sur le déclin des photorécepteurs comme le 

suggère une étude de 2019 (Dilan et al. 2019). 

Au sujet des cellules de l’EPR dérivées des CSPih on constate que tous les clones 

issus de la lignée de CSPih PC056c2 (sain, ALMS1 p.Glu192fs, p.Gln3610Ter et 

p.Arg352Ter) ont pu être différenciés en cellules de l’EPR à l’aide des deux protocoles 

utilisés (Ben M’Barek et al. 2017; Regent et al. 2019). Néanmoins, pour le clone 

p.Arg352Ter, bien que plusieurs banques de cellules aient pu être obtenues, leur cul-

ture après décongélation n’a pas permis d’obtenir un tapis cellulaire de qualité suffi-

sante pour réaliser des expériences d’immunofluorescence. En revanche, les CSPih is-

sues de patients (ALMS1 p.Ser1142Ter et p.Ser1142Ter – GC) n’ont pas pu être diffé-

renciées et aucun des deux protocoles utilisés n’a engendré l’apparition de cellules 

pigmentées et/ou de cellules en pavé, deux éléments caractéristiques de l’EPR. Pour 

ces trois lignées, les cellules de l’EPR présentent une pigmentation caractéristique et 

remplissent les critères habituellement attendus de ce type cellulaire. De plus, l’analyse 

morphométrique réalisée à l’aide du programme REShAPE montre une forte similarité 

des caractéristiques des cellules de l’EPR entre les trois lignées. Notamment, le nombre 

de cellules voisines pour chaque cellule et le score d’hexagonalité ne montrent pas de 

différences significatives entre les lignées. 
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Les cellules de l’EPR présentent également à leur surface un cil primaire ayant 

un rôle dans le développement et la maturation de l’EPR (H. May-Simera, Nagel-Wol-

frum, et Wolfrum 2017; Grisanti et al. 2016; Luo et al. 2012; Sugiyama et al. 2010). Les 

cellules de l’EPR dérivées de nos trois lignées présentent un cil primaire mis en évidence 

par un marquage ARL13B . Nous constatons également une légère augmentation du 

volume de nos cils dans les clones mutés. Une étude de 2018 s’est penchée sur le cil 

primaire d’EPR dérivés de CSPih de patients atteints du syndrome de Joubert, une ci-

liopathie que nous avons déjà cité plus haut et caractérisée par une mutation dans le 

gène CEP290 codant pour une protéine centrosomale impliquée dans le développe-

ment du cil (H. L. May-Simera et al. 2018). Cette étude conclue que les cellules de l’EPR 

dérivées de CSPih de patients présentent toujours un cil primaire bien que celui-ci soit 

réduit en longueur et en volume et qu’il présente une morphologie anormale. Ces cel-

lules s’avèrent être immatures et non fonctionnelles en raison des défauts associés au 

cil. De plus, cette étude émet l’hypothèse que c’est via la voie de signalisation Wnt que 

les cils primaires agissent sur la maturation de l’EPR. Nos observations semblent donc 

en contradiction avec cette étude mais sont à reproduire afin de les valider. Néanmoins, 

nos analyses semblent tendre vers une absence de phénotype au niveau des cellules 

de l’EPR et notamment du cil primaire. D’autres marqueurs caractéristiques des cellules 

de l’EPR peuvent être étudiés tel que la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) 

dans le but de poursuivre la recherche d’un phénotype. De plus une analyse transcrip-

tomique de nos différentes lignées sera menée afin d’identifier une potentielle varia-

tion d’expression des transcrits et donc identifier une différence phénotypique. Diffé-

rentes études ont montré que dans plusieurs maladies oculaires et notamment des 

ciliopathies, l’altération de l’EPR mène à l’absence de photorécepteurs matures et fonc-

tionnels et ainsi à une vision détériorée voire absente (Dilan et al. 2018; Xia et Rizzolo 
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2017; Zhang et al. 2018). Ici, les mutations générées ne semblent pas altérer la diffé-

renciation des CSPih en cellules de l’EPR mais ont un effet notable sur l’obtention de 

photorécepteurs au sein des organoïdes neuro-rétiniens. Il est donc probable que ces 

mutations entraînent une détérioration des photorécepteurs sans que les cellules de 

l’EPR soient impliquées ou bien via une autre voie que Wnt. 

Concernant les CSPi de patients ALMS1 p.Ser1142Ter et p.Ser1142Ter – GC, nous 

avons conclu que l’échec de leur différenciation en cellules de l’EPR est due à leur fond 

génétique. Bien que leur caryotype et l’analyse de SNP de ces cellules soient validés 

(Figure annexe S1), il est envisageable que des petites mutations ponctuelles n’aient 

pas été repérées par le logiciel d’analyse des SNP et aient donc altéré le fond génétique 

de ces cellules. Néanmoins, le fait qu’elles aient pu être différenciées en organoïdes 

neuro-rétiniens avec succès montre que ces cellules peuvent suivre une différenciation 

et semble donc indiquer que le fond génétique est intact. Pour résoudre ce problème, 

nous prévoyons d’intégrer une protéine fluorescente GFP sous l’influence d’un promo-

teur MITF au sein de nos lignées de CSPi issues de patients. Ainsi, nous pourrons envi-

sager de tester de nouveaux protocoles de différenciation et adapter ceux déjà utilisés 

en en modifiant certaines étapes tout en vérifiant l’effet de ces modifications par acti-

vation de la GFP. L’obtention des cellules de l’EPR à partir de ces lignées sera un atout 

considérable qui nous permettra de comparer l’effet des mutations obtenues par édi-

tion de base avec celles issues de patients sur la différenciation en EPR et ainsi tester 

la robustesse de notre modèle. 

Enfin, concernant l’analyse des CSPih, nous avons constaté que les propriétés 

des cellules mutées ne diffèrent pas de celles des cellules saines. Lors de nos premières 

analyses par immunofluorescence nous avions l’impression que les noyaux des cellules 

mutées étaient plus larges que ceux des cellules saines. Ces cellules ayant été ense-

mencées à des densités égales, nous avons émis l’hypothèse que la taille des noyaux 
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pouvait être liée aux mutations présentes dans les différents clones. Nous avons éga-

lement émis l’hypothèse que les clones mutés ont une altération de leur capacité à 

proliférer et qu’à cause de cette baisse de prolifération les cellules s’étalent plus au 

fond des puits, augmentant ainsi leur taille et donc la taille de leur noyau. La répétition 

de nos expériences d’immunofluorescence nous a permis de constater qu’aucune dif-

férence significative de cette taille n’existe entre nos clones hormis une légère aug-

mentation pour le clone Gln3610Ter. Puis, l’analyse de la prolifération ainsi réalisée a 

montré que les différents clones mutés ont une vitesse de prolifération similaire. Seul 

le clone issu de patients p.Ser1142Ter semble avoir une vitesse de prolifération réduite 

comparée aux autres clones. Le clone Gln3610Ter semble également proliférer plus 

lentement même si cela est moins marqué que pour le clone de patient. Cela conforte 

l’idée qu’en plus de la non-expression d’ALMS1 au centrosome dans ce clone, ce der-

nier est celui qui se rapproche le plus des cellules issues de patients et donc celui qui 

est le plus à même de modéliser le SA parmi nos différentes lignées obtenues par 

CRISPR/Cas9. 

La lignée ALMS1 p.Glu192fs exprime la protéine ALMS1 malgré la présence 

d’une mutation entrainant un décalage du cadre de lecture censé mener à un codon 

STOP dans l’exon 4 du gène. L’épitope reconnu par l’anticorps utilisé étant au niveau 

de l’exon 16, les variants d’ALMS1 détectés n’ont donc pas l’exon 2 (qui contient la 

mutation) mais contiennent au moins l’exon 16. Certains de ces variants sont amputés 

de leur extrémité N-terminale, impliquant que leur transcription débute en aval du co-

don initiateur de l’exon 1. Nous avons déterminé que la lignée ALMS1 p.Glu192fs est 

démunie de l‘exon 2 du gène. Cet élément ne contraste pas avec la littérature 

puisqu’une étude de 2002 décrit un patient atteint du SA et dont le variant d’ALMS1 

majoritairement exprimé ne possède pas l’exon 2 (Hearn et al. 2002). De plus, sur les 9 
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transcrits identifiés par Ensembl.org, seuls 2 possèdent cet exon. Nous n’avons pu iden-

tifier plus précisément la taille ou la nature des variants exprimés dans les différentes 

lignées par Western Blot par manque d’anticorps spécifique. Afin de résoudre ces 

écueils, nous prévoyons à l’avenir de refaire ces expériences avec des protéines ex-

traites de cellules de l’EPR, un type cellulaire qui exprime ALMS1 en plus grande quan-

tité que les CSPih. Nous pouvons également envisager de purifier nos extraits pro-

téiques par immunoprécipitation pour augmenter les chances de détecter ALMS1. En-

fin, la conception de nouveaux anticorps réalisés à façon pourrait nous permettre d’ob-

tenir des anticorps spécifiques. 

Tous ces éléments mettent en évidence un phénotype pathologique identifié au 

sein des organoïdes neuro-rétiniens issus des lignées modèles du SA. L’identification 

de ce phénotype fait des lignées présentées dans cette étude des outils qui 

permettront une meilleure compréhension des mécanismes responsables de la perte 

de la vision chez les patients atteints du SA. De plus, ces outils permettent d’envisager 

la mise en place de stratégies de criblage à haut débit dans le but d’identifier de 

nouveaux composés d’intérêt thérapeutique. 

 

 

 Matériel et méthodes 

Culture des CSPih 

Les CSPih PC056c2 de type sauvage ont été dérivées par Phenocell (Grasse, 

France) à partir de fibroblastes primaires humains en utilisant des vecteurs de Sendai 

et cultivées avec le milieu SFM hESC StemPro (Thermo Fisher Scientific) supplémenté 

en FGF2 (Miltenyi Biotec) dans des boites de culture enduites de Vitronectine (Thermo 

Fisher Scientific). Les cellules issues de patients ont été cultivées avec le même milieu 

de culture. Le milieu de culture a été changé trois fois par semaine. Les cellules ont été 



 

148 

passées par récolte enzymatique à l’aide d’EDTA 0,25 mM (Invitrogen) tous les 5-7 

jours.  

Pour les expériences d'édition CRISPR/Cas9, les hiPSC ont été prétraitées avec 

un inhibiteur de Rock (Y-27632 ; Tocris) au moins une heure avant la transfection et 

récoltées par traitement enzymatique avec de l’accutase (Life technologies). Après iso-

lation des cellules à l’aide du CellCelector (Sartorius) et amplification des clones dérivés 

de cellules uniques, les cellules ont été mises en banque à l'aide de CryoStor CS10 

(BioLife Solutions Inc.).  

 

Edition de base par CRISPR/Cas9 et isolation 

Le protocole d’édition des clones p.Glu192fs et Gln3610Ter a été publié dans 

(Frank et al. 2023). Parmi les mutations pathogéniques non-sens identifiées sur la base 

de données ClinVar (NCBI), nous avons sélectionné la mutation Arg352Ter, une muta-

tion C→T apparaissant dans l’exon 5 d’ALMS1. Un ARN guide ciblant cette position a 

été élaboré à l’aide des prédictions des outils de CRISPR RGEN et synthétisé par Inte-

grated DNA Technologies (USA). Après dissociation enzymatique à l’aide d’accutase 

(Life Technologies), 150 000 CSPih reprises dans 10 µL de tampon de resuspension 

(Neon Transfection Kit, Invitrogen) ont été mélangés avec 10 µL d’ARN d’AncBE4max 

(pCMV_AncBE4max_P2A_GFP ; don de David LIU ; plasmide Addgene #112100 ; 

https://www.addgene.org/112100/ ; RRID:Addgene_112100) et 2,5 pmol d’ARN guide 

dont la séquence est donnée dans le tableau annexe S1. Ce mélange a été électroporé 

à 1200V/20ms/2 impulsions à l’aide de cônes de 10 µL spécifiques au système d’élec-

troporation Neon (Invitrogen). Les cellules ont ensuite été ensemencées dans une 

plaque spécifique au CellCelector, dans des nanopuits enduits de Vitronectine (Thermo 

Fisher Scientific). Après obtention d’un clone édité à 54%, l’édition a été répétée selon 

la même procédure afin d’obtenir un clone totalement édité. 

https://www.addgene.org/112100/
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Le protocole d’isolation des cellules à l’aide du CellCelector a été publié dans 

(Frank et al. 2023). 

Le clone Ser1142Ter ainsi que son clone isogénique corrigé par CRISPR/Cas9 

Ser1142Ter-GC ont été obtenus dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. Brigitte 

MALGRANGE (GIGA, ULiège, Belgique). 

 

Analyse des séquences 

L’ADN génomique a été extrait avec la solution d’extraction d’ADN QuickExtract 

(Lucigen). L’ADN génomique du clone portant la mutation Arg352Ter a été amplifié par 

PCR à l’aide du kit Fidelio Hot Start (Ozyme) et du couple d’amorces donné en tableau 

annexe S1. Les produits d’amplification ont été séquencées par la méthode de Sanger 

par Genewiz (Azenta Life Sciences). Le taux d’édition a été évalué à l’aide des pro-

grammes ICE (Synthego Performance Analysis, ICE Analysis. 2019. v3.0. Synthego) et 

EditR (Kluesner et al. 2018). 

 

Analyse de la confluence 

Après dissociation par traitement à l’Accutase (Life Technologies), les CSPih ont 

été ensemencées en plaque 24-puits enduites de Vitronectine (Thermo Fisher Scienti-

fic) à différentes concentrations (5 000 et 10 000 cellules par puit). Le suivi de la pousse 

des cellules a été effectué à l’aide d’un Incucyte ZOOM (Sartorius) par un scan toutes 

les 12h pendant 11 jours. Les images obtenues ont ensuite été analysées à l’aide du 

logiciel associé à l’Incucyte. 

 

Analyse bio-informatique des variants 

L’ADN génomique a été extrait des CSPih avec la solution d’extraction d’ADN 

QuickExtract (Lucigen). L’ADN génomique des clones a été amplifié par PCR à l’aide 
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des couple d’amorces donnés en tableau annexe S1 avec le kit Fidelio Hot Start 

(Ozyme). Les produits d’amplification ont été séquencées par la méthode de Sanger 

par Genewiz (Azenta Life Sciences). 

La liste des variants d’ALMS1 a été obtenue grâce à la base de données En-

sembl.org, une base de données compilant des informations sur les génomes de nom-

breux organismes (Harrison et al. 2024). Nous avons réduit la liste aux 9 variants codant 

pour une protéine répertoriés par le site. 

 

Différenciation des CSPih en cellules de l’EPR 

Les CSPih ont été différenciées en cellules de l’EPR selon deux protocoles pré-

cédemment publiés par notre équipe (Ben M’Barek et al. 2017; Regent et al. 2019).  

Brièvement, le premier protocole est un protocole de différenciation dite 

« spontanée » ou après 3 à 8 semaines de culture des CSPih sur des boites de culture 

enduites de Matrigel hESC-Qualified Matrix, LDEV-free (Corning) avec du milieu de cul-

ture DMEM à haute teneur en glucose (Thermo Fisher Scientific/Thermo Fisher) sup-

plémenté avec 20% de remplacement de sérum KnockOut (Thermo Fisher Scientific), 

1% de mélange d’antibiotiques Pénicilline/Streptomycine (Thermo Fisher Scientific) et 

1% d’acides aminés non-essentiels (Thermo Fisher Scientific), des « tâches » pigmen-

tées apparaissent sur le tapis cellulaire. Après découpage manuel des cellules pigmen-

tées et leur dissociation enzymatique avec du TrypLE (Thermo Fisher Scientific), les cel-

lules ont été cultivées en plaques 24-puits enduites de Matrigel hESC-Qualified Matrix, 

LDEV-free (Corning) avec du milieu de différenciation dont la teneur en remplacement 

de sérum KnockOut a été réduite à 4%. Les cellules ont ensuite été amplifiées par dis-

sociation enzymatique au TrypLE et cultivées en plaques 24-puits pendant 2 semaines 

avant d’être banquées au passage 1 (P1) dans du Cryostor CS10 (BioLife Solutions Inc.). 
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Le second protocole de différenciation dite « dirigée » repose également sur 

l’utilisation du même milieu de différenciation à la différence que ce dernier est sup-

plémenté de 10 µM de Nicotinamide (Sigma) pendant les 7 premiers jours de différen-

ciation, de 100 ng/mL d’Activine A (Peprotech) entre les jours 7 et 14 de la différencia-

tion et de 3 µM de Chir99021 (Tocris) entre les jours 14 et 42 de la différenciation. Au 

jour 42, les cellules pigmentées sont découpées manuellement et la suite du protocole 

se déroule comme pour le protocole « spontané ». 

Les banques de cellules de l’EPR ont été décongelées sur des boites enduites de 

Matrigel hESC-Qualified Matrix, LDEV-free (Corning) dans du milieu de culture supplé-

menté en inhibiteur de rock (Y-27632 ; Tocris) puis cultivées entre 2 et 6 semaines dans 

du milieu de culture. Certaines cellules de l’EPR ont été cultivées sur des inserts de 

culture ThinCert (Greiner Bio-One, 665610) afin de mesurer leur résistance trans-épi-

théliale. Ces tapis de cellules ont ensuite été fixés et découpés en quatre morceaux 

équivalents pour les immunofluorescences. 

 

Immunofluorescence 

Les CSPih et les cellules de l’EPR dérivées des CSPih ont été fixées par traitement 

au paraformaldéhyde à 4% pendant 15 minutes à température ambiante. Après lavage 

à la solution saline dans un tampon phosphate de Dulbecco (PBS), les cellules ont en-

suite été incubées pendant 1 heure dans une solution de blocage PBS, 0,1% Triton X-

100 et 10% sérum de cheval puis pendant une nuit à 4°C avec les mélanges d’anticorps 

primaires donnés en tableau annexe S2 dans une solution PBS, 0,1% Triton X-100 et 

5% sérum. Après lavage, les cellules ont ensuite été incubées avec les anticorps secon-

daires adéquats (tableau annexe S2), du DAPI et dans certains cas avec de la Phalloïdine 

(Invitrogen, A22287, 1:50) pendant 1h à température ambiante. Les tapis de cellules 

ayant été cultivés sur inserts ont été placés sur lame puis montées sous lamelles dans 
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du Fluoromount-G (Southern Biotech) avant d’être laissées à sécher. Les images ont 

été acquises à l’aide d’un microscope confocal Zeiss LSM880-Airyscan contrôlé par le 

logiciel Zen Black (Zeiss). 

 

Intensité des signaux ALMS1/Péricentrine, taille des noyaux, volume du cil 

primaire et analyse par REShAPE 

L’intensité des signaux d’immunofluorescence d’ALMS1 et de la péricentrine 

ainsi que la taille des noyaux ont été mesurés à l’aide du logiciel ImageJ/Fiji. Le volume 

du cil primaire a été mesuré à l’aide du logiciel Imaris. Les cellules de l’EPR ont été 

analysées à l’aide du programme REShAPE disponible sur le site du NIH (https://gi-

thub.com/NIH-NEI/REShAPE) (Ortolan et al. 2022). 

 

Différenciation des CSPih en organoïdes neuro-rétiniens 

Le protocole de différenciation est adaptée d’un protocole publié par l’équipe 

du Dr. GOUREAU à l’Institut de la Vision (Reichman et al. 2017; Slembrouck-Brec et al. 

2019). Brièvement, les cellules sont passées sur des boites de culture enduites de Ma-

trigel hESC-Qualified Matrix, LDEV-free (Corning) après détachement enzymatique au 

Gentle (StemCell Technologies). Lorsqu’elles atteignent 70-80% de confluence, les cel-

lules sont cultivées pendant 2 jours avec du milieu TeSR-E6 (StemCell Technologies) 

contenant 1% de Pénicilline/Streptomycine (Thermo Fisher Scientific). A partir du deu-

xième jour de différenciation, ce milieu est supplémenté de 1% de supplément N2 

(StemCell Technologies) et le milieu est changé tous les 2-3 jours. Au 28ème jour de 

différenciation, des structures auto-formées identifiées comme étant des organoïdes 

sont détachées à l’aide d’une aiguille et transférées dans des plaques 6-puits à faible 

adhérence (Corning) en tant que structures flottantes (culture 3D). Ces structures sont 

cultivées dans du milieu ProB27 composé de DMEM:Nutrient Mixture F12, 1% d’acides 

https://github.com/NIH-NEI/REShAPE
https://github.com/NIH-NEI/REShAPE
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aminés non essentiels (Thermo Fisher Scientific), 2% de supplément B27, 1% de Péni-

cilline/Streptomycine (Thermo Fisher Scientific) et du FGF2. A partir du 35ème jour de 

différenciation, le FGF2 est retiré du milieu de culture. 

Afin d’obtenir des organoïdes ne présentant pas de structures en rosettes et où 

les photorécepteurs se développent en périphérie, un protocole modifié à certaines 

étapes a été utilisé (Rodrigues et al. 2022). Notamment, entre les jours 28 et 84, la 

vitamine A est retirée du milieu de différenciation tandis qu’à partir du jour 35, le milieu 

est supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal (Thermo Fisher Scientific) et 2 mM 

de Glutamax (Thermo Fisher Scientific). 

 

Analyse de la taille 

Les organoïdes ont été photographiés à J150 à l’aide d’une loupe EVOS XL Core 

(Invitrogen) munie d’un objectif 4x. Les mesures de la taille des organoïdes ont été 

effectuées à l’aide du logiciel ImageJ/Fiji. 

 

Cryosection et marquage des organoïdes 

Les organoïdes ont été fixés par traitement au paraformaldéhyde à 4% pendant 

15 minutes à 4°C puis lavées dans une solution saline dans un tampon phosphate de 

Dulbecco (PBS). Les organoïdes ont ensuite été incubés pendant au minimum 1 heure 

dans une solution de PBS, 30% sucrose (Sigma-Aldrich) puis inclus dans une solution 

de PBS, 10% sucrose, 7,5% gélatine sous forme de blocs. Après congélation des blocs 

dans de l’isopentane à -70°C, ces derniers ont été conservés à -80°C. Des coupes de 10 

µm d’épaisseur ont été réalisés sur lame de verre avec un cryostat CM1520 (Leica) et 

conservées à -80°C. 
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La gélatine a été retirée des lames par plusieurs bains successifs dans du PBS 

chauffé à 37°C. Les lames ont ensuite été incubées 1 heure dans une solution de blo-

cage PBS, 0,1% Triton X-100 et 10% sérum. Les lames ont ensuite été incubées pendant 

une nuit à 4°C avec les mélanges d’anticorps primaires donnés en tableau annexe S2 

dans une solution PBS, 0,1% Triton X-100 et 5% sérum. Après lavage, les lames ont 

ensuite été incubées 1 heure à température ambiante avec les anticorps secondaires 

adéquats (tableau annexe S2) et du DAPI dans une solution PBS, 0,1% Triton X-100 et 

5% sérum. Après lavage, les lames ont été montées sous lamelles dans du Fluoro-

mount-G (Southern Biotech), laissées à sécher et les images ont été à l’aide d’un mi-

croscope confocal Zeiss LSM880-Airyscan contrôlé par le logiciel Zen Black (Zeiss). 

 

RT-qPCR 

Les ARN totaux des organoïdes ont été extraits à l’aide du kit RNeasy Plus Mini 

(Qiagen) et l’ADN complémentaire synthétisé à l’aide du kit SuperScriptIII (Invitrogen). 

La RT-PCR quantitative en temps réel a été effectuée à l’aide du kit HiGreen qPCR Mas-

ter Mix (Thermo Fisher Scientific), du Quant Studio 12K Flex (Applied Biosystems) et 

des couples d’amorces dont la séquence est donnée en tableau annexe S1. Les expé-

riences ont été réalisés avec trois réplicats techniques par plaque et les niveaux d’ex-

pressions ont été normalisés par rapport au gène de ménage 18S. L’expression relative 

a été déterminée en calculant le 2-ΔΔCt. 

 

Analyse des SNP 

De l'ADN génomique a été extrait des CSPih à l’aide du kit Nucleospin Tissue 

(Macherey Nagel). L'hybridation de l'ADNg a été réalisée sur la puce Infinium Core-

24v1-2 BeadChip (Illumina). Les données ont été analysées avec le logiciel GenomeS-

tudio v2.0.5 (Illumina). 
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Analyse du caryotype 

Les cellules ont été bloquées en métaphase à l’aide de colchicine (Eurobio) pen-

dant 90 minutes puis ont été détachées avec de la trypsine. Après centrifugation, le 

surnageant a été éliminé et le culot cellulaire a été mis en suspension et réchauffé dans 

une solution hypotonique puis fixé avec une solution de Carnoy. Des gouttes de la 

suspension cellulaire ont été étalées sur des lames de verre et laissées à sécher. La 

sonde mFISH 24Xcite (MetaSystems) et le produit de montage ProLong Gold Antifade 

avec DAPI (Thermo Fisher Scientific) ont été utilisés pour la coloration mFISH. Soixante-

dix métaphases ont été acquises avec le logiciel Metafer MetaSystems couplé à un 

microscope AxioImager Zeiss Z2 équipé d'une caméra cool cube et d'objectifs 10x et 

63x. Les images ont été analysées avec le logiciel Isis (MetaSystems). 

 

Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel PRISM version 9.3.1 

pour Windows. 
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Figure annexe S1 : 

Contrôles qualité effectués sur les différents clones de CSPih. 
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Tableau annexe S1 : 

Liste des amorces utilisées pour les PCR et RT-qPCR. 

 

Gene forward reverse

ALMS1_Arg352Ter ACAGCTGTTGGGTCTCAGTG CCTGTGTCCAATACTGCCCA

ALMS1_exon1 AGGATTTTGCCTCCGCTGTC

ALMS1_exon2 TTTGGAAACAACAGCTCAGCG

ALMS1_exon3 GGAGGAGGGCATATTGACGC

ALMS1_exon4 TGCCTTTGCTGACCTGTTTG

ALMS1_exon5 TTCCTGTGTCCAATACTGCCC

ARR3 CCCAGAGCTTTGCAGTAACC CACAGGACACCATCAGGTTG

CNGA3 CTGCAAGGTGTTTTTAGGCTTT TTATCAGGTGGTGGTGGTGAAGTT

CRX GTGAGGAGGTGGCTCTGAG CTGCTGTTTCTGCTGCTGTC

GLAST1 AACCCATCGACAGTGAAACC TCCCTTGTGTTTTGGAGGAC

NR2E3 GATCCTGAGCACGTAGGC GCAATTTCCCAAACCTCACGG

NRL GGGCTGAGTCCTGAAGAGG TTTAGCTCCCGCACAGACAT

OPN1MW GGCTACACCGTCTCCCTGT GCAGACCACCATCCATCTCT

PAX6 GCCAGCAACACACCTAGTCA TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC

PKCα GTCCACAAGAGGTGCCATGA ACAGTGATCGCAGAAGGTGG

Recoverin TAACGGGACCATCAGCAAG CCTCGGGAGTGATCATTTTG

Rhodopsin TATGGGCAGCTCGTCTTCA TTCTGTGTGGTGGCTGACTC

VSX2 CTGCCGGAAGACAGGATACA TAGAGCCCATACTCCGCCA

18S GAGGATGAGGTGGAACGTGT TCTTCAGTCGCTCCAGGTCT

Position

p.Glu192fs reverse

Gln3610Ter forward

Arg352Ter forward

Primers

gRNA

Sequence

AGACACGAAAAGATACACAG TGG 

CAATATGCCCTCCTCCAGAG AGG

GCAACAGAGACAGCCTGAGT TGG
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Tableau annexe S2 :  

Liste des anticorps utilisés pour les immunofluorescences et Western Blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antibodies

Protein Dilution Host Type/Host Wavelength DilutionReferenceReference

Secondary

Immunofluorescence

Primary

ALMS1 Abcam ab84892 1:200 Rabbit Donkey anti Rabbit 488 Invitrogen A21206 1:500

Pericentrin Abcam ab28144 1:200 Mouse Donkey anti Mouse 555 Invitrogen A31570 1:500

Oct3/4 Santa Cruz sc-5279 1:100 Mouse Donkey anti Goat 488 Invitrogen A11055 1:500

Lin28a R&D Systems AF3757 1:200 Goat
iPS

 ce
lls

MERTK Abcam ab52968 1:200 Rabbit Donkey anti Rabbit 488 Invitrogen A21206 1:500

RP
E c

ell
s

Bestrophin Novus NB300-164 1:200 Mouse Donkey anti Mouse 555 Invitrogen A31570 1:500

PAX6 Biolegend 901301 1:200 Rabbit Phalloidin 647 Invitrogen A22287 1:50

MITF Dako M3621 1:200 Mouse Donkey anti Rabbit 555 Invitrogen A31572 1:500

Pericentrin Abcam ab28144 1:200 Mouse Donkey anti Mouse 488 Invitrogen A21202 1:500

ARL13B Proteintech 17711-1-AP 1:200 Rabbit

RP
E c

ell
s

Opsins (Red & Green) Millipore AB5405 1:500 Rabbit Donkey anti Rabbit 488 Invitrogen A21206 1:500

Rhodopsin Millipore MABN15 1:200 Mouse Donkey anti Mouse 555 Invitrogen A31570 1:500

Opsins (Blue) Santa Cruz sc-143563 1:500 Goat Donkey anti Goat 647 Invitrogen A21447 1:500

CRX Abnova H00001406-M02 1:1000 Mouse

Recoverin Sigma-Aldrich ZRB1107 1:1250 Rabbit

Peripherin Proteintech 18109-1-AP 1:200 Rabbit

ARL13B Proteintech 17711-1-AP 1:500 Rabbit

Cleaved Caspase 3 Cell Signaling Technologies 9661S 1:400 Rabbit

Orga
no

ids

Protein Dilution Host

ALMS1 Invitrogen PA5-103596 1:2000 Rabbit anti Rabbit HRP 1:10000

β-actine Li-Cor 924-42210 1:1000 Rabbit anti Goat HRP 1:10000

ALMS1 Proteintech 27231-1-AP 1:500 Rabbit anti Rabbit HRP Cytiva NA934VS 1:10000

ALMS1 Invitrogen PA5-18141 1:500 Goat

ALMS1 Thermo (Fortis) A301-816A 1:500 Rabbit

Reference

Primary Secondary

WB
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4 DISCUSSION GENERALE 

Pour rappel, cette thèse avait pour objectif l’établissement d’un modèle cellu-

laire du SA permettant une meilleure compréhension des symptômes visuels du SA. Au 

cours de cette thèse, j’ai réussi à obtenir plusieurs clones de CSPih mutées au sein du 

gène ALMS1 et ai pu différencier ces clones en plusieurs types cellulaires pour lesquels 

je porte un intérêt particulier à savoir les cellules de l’EPR et les photorécepteurs, ces 

derniers étant obtenus au sein d’organoïdes neuro-rétiniens. Cette thèse s’est égale-

ment concentrée sur la caractérisation des lignées différenciées et sur la recherche d’un 

phénotype pathologique permettant de les distinguer. Pour aller plus loin, dans cette 

partie je propose de discuter en quoi les modèles obtenus permettent de mieux com-

prendre les anomalies histologiques observées, comment ils peuvent être utilisés pour 

la recherche de nouvelles thérapies et enfin je discuterai de comment les résultats ob-

tenus s’inscrivent dans le contexte multi-systémique du SA. 

 

 Amélioration de la compréhension des anomalies histologiques dans 

les organoïdes modèles du SA.  

Au sein des organoïdes neuro-rétiniens modélisant le SA, les marqueurs des 

cônes et des bâtonnets ne sont pas ou très peu retrouvés à 150 jours de différenciation, 

bien qu’ils le soient au sein des organoïdes issus des cellules saines. On observe éga-

lement des signes de mortalité cellulaire par apoptose bien que la nature des cellules 

mourantes ne soit pas précisée. Ainsi, il n’est pas déterminé si les photorécepteurs sont 

moins produits au cours de la formation des organoïdes ou si leur formation est plus 

tardive (i); si ceux-ci meurent après avoir été produits (ii); ou bien s’ils sont présents 

mais que l’expression de certains marqueurs est plus faible voire absente (iii). 
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La première hypothèse (i) est due à un défaut ou à un décalage de la production 

des photorécepteurs au sein des organoïdes. Les photorécepteurs sont produits à par-

tir de progéniteurs rétiniens co-exprimant les marqueurs VSX2 et PAX6 (Gozlan et al. 

2023). Au sein des organoïdes, ces progéniteurs apparaissent autour du 35ème jour de 

différenciation, comme décrit dans une étude de l’équipe du Dr. GOUREAU (Reichman 

et al. 2017). Les progéniteurs rétiniens subissent des divisions neurogéniques termi-

nales pour donner des précurseurs de photorécepteurs qui au cours de la maturation 

vont donner des cônes et des bâtonnets matures (Swaroop, Kim, et Forrest 2010). Dans 

le cas d’organoïdes cérébraux, une équipe de recherche a démontré que les progéni-

teurs peuvent subir des divisions symétriques permettant leur expansion et leur renou-

vellement mais également des divisions asymétriques permettant de générer des neu-

rones et des progéniteurs intermédiaires (Lancaster et al. 2013). Cette même équipe a 

montré que les organoïdes dérivés de cellules de patients atteints de microcéphalie et 

porteurs de mutations dans CDK5RAP2 présentent une réduction nette du nombre de 

progéniteurs et une différenciation neuronale prématurée. Cette réduction est due à 

un déséquilibre entre divisions symétriques et asymétriques. Les divisions symétriques 

ralentissent au profit des divisions asymétriques donnant naissance à des neurones et 

des progéniteurs intermédiaires de façon plus précoce tandis que la réserve de progé-

niteurs initiaux s’épuise. De plus, dans une autre étude, l’équipe du Dr. GAMM s’est 

intéressée au développement d’organoïdes d’un patient porteur d’une mutation dans 

l’homéodomaine de VSX2 (Phillips et al. 2014). Cette équipe conclue qu’au sein de ces 

organoïdes, la maturation des photorécepteurs est retardée comme le met en évidence 

l’absence de recoverine à 80 jours de différenciation. Un phénomène de décalage de 

la production des photorécepteurs est donc une éventualité plausible dans un contexte 

thérapeutique. 
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La deuxième hypothèse formulée (ii) est que les mutations entraînent une mort 

cellulaire importante des cellules au sein des organoïdes. Différents types de morts 

cellulaires ont été décrites dans les organoïdes, notamment la nécrose et l’apoptose. 

Dans le cas des organoïdes modèles du SA, j’ai identifié des phénomènes d’apoptose 

mis en évidence par un marquage de la Caspase-3 clivée. Toutefois, je n’ai pas 

déterminé si cette forte mortalité cellulaire est due à des défauts observés chez les 

photorécepteurs. La nécrose est un type de mort cellulaire qui survient en réponse à 

une lésion ou à un traumatisme dans les cellules. Cette mort peut avoir lieu en l’absence 

de nutriments ou à la suite d’un manque d’oxygène notamment au cœur des 

organoïdes. L’apoptose est un processus programmé et régulé par lequel les cellules 

se détruisent de manière ordonnée. Ce mécanisme est essentiel pour le maintien de 

l’homéostasie et le bon développement des organismes multicellulaires et donc des 

organoïdes. Une équipe travaillant sur des organoïdes issus de patients présentant des 

mutations dans le gène RPGR, gène responsable de 20 % des rétinites pigmentaires 

(Patnaik et al. 2015), a observé une mortalité plus importante dans les organoïdes de 

patients à 77 et 154 jours de différenciation (Deng et al. 2018). Cette mortalité étant 

identifiée par TUNEL plutôt que par marquage de la Caspase-3 clivée, les auteurs 

concluent qu’elle résulte d’une nécrose plutôt que d’une mort programmée par 

apoptose. Dans une autre étude, l’équipe du Pr. LAKO s’est penchée sur des modèles 

de rétinite pigmentaire liée à PRPF31 et a conclu que les organoïdes dérivés de ces 

modèles présentent une dégénération des photorécepteurs dès 147 jours de 

différenciation s’accompagnant d’une augmentation du nombre de cellules 

apoptotiques au sein des organoïdes (Buskin et al. 2018). La mort cellulaire observée 

au sein des organoïdes modèles du SA peut donc être due à une nécrose ou à un 

phénomène d’apoptose. Il a été montré précédemment que le cil primaire est impliqué 

dans la suppression de la nécroptose médiée par Ripk3 (Kieckhöfer et al. 2022). La 
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nécroptose est une sorte de nécrose programmée se distinguant de la nécrose et de 

l’apoptose. Il serait intéressant de mener des tests complémentaires tels qu’un TUNEL 

ou bien la mesure d’expression des gènes impliqués dans l’apoptose afin de comparer 

mes résultats avec ceux issus de la littérature et ainsi déterminer quel type de mort 

cellulaire a lieu dans les organoïdes mutés et si une mort des photorécepteurs est 

susceptible d’expliquer les anomalies histologiques des organoïdes modélisant le SA. 

La troisième hypothèse formulée (iii) est une expression anormale des mar-

queurs des cônes et des bâtonnets menant à un défaut d’expression, à une expression 

diminuée ou bien à défaut de localisation de ces marqueurs. Il est intéressant de noter 

que la littérature mentionne plusieurs modèles murins du SA pour lesquels l’expression 

de la rhodopsine a été étudiée. Pour rappel, la rhodopsine est un marqueur des bâton-

nets. Ces études rapportent que les souris Alms1Gt(XH152)Byg expriment la rhodopsine aux 

noyaux des photorécepteurs au lieu de l’exprimer dans les segments externes (G.B. 

Collin et al. 2005). Le transport de la rhodopsine est également défectueux dans les 

photorécepteurs des souris Alms1L2131X/L2131X (G. Li et al. 2007). Dans les souris 

Alms1tvrm102, la rhodopsine est mal localisée et n’est pas retrouvée dans le segment 

externe (Krebs et al. 2017; Gayle B. Collin et al. 2020). Par ailleurs, plusieurs études 

s’intéressant à des défauts des photorécepteurs dans des organoïdes modélisant des 

maladies génétiques mentionnent une mauvaise localisation de la rhodopsine dans les 

bâtonnets plutôt qu’une absence totale de son expression (Deng et al. 2018; Kruczek 

et al. 2022). Dans les ciliopathies notamment, un défaut du cil connecteur serait à l’ori-

gine d’un arrêt du transport de la rhodopsine au segment externe des photorécepteurs 

(Jing Wang et Deretic 2014). Etant donné l’absence d’expression de la rhodopsine dans 

tous les organoïdes mutés dans ALMS1, le transport de la rhodopsine n’a pas pu être 

étudié dans nos organoïdes modèles et par conséquent, la question se pose de savoir 

si ce transport est affecté dans ces organoïdes. De futures expériences permettront de 
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préciser le niveau d’expression de la rhodopsine mais également des opsines au cours 

du temps. Ces expériences permettront ainsi de déterminer si les photorécepteurs au 

sein des organoïdes modèles du SA présentent un défaut de transport des protéines 

et si ce défaut est dû à un mauvais fonctionnement du cil connecteur. 

Dans le cas où le transport de la rhodopsine ne serait pas altéré dans les orga-

noïdes modèles du SA, cette différence avec ce qui est observé dans les modèles mu-

rins pourrait être due à une différence dans la cinétique de la dégradation des photo-

récepteurs entre l’Homme et la souris. En effet, bien que la souris soit un modèle ro-

buste largement utilisé pour la modélisation de maladies humaines, des différences 

subsistent entre ces deux espèces. Notamment, en raison de leur adaptation à la vie 

nocturne, les rétines des souris sont majoritairement composées de bâtonnets et ne 

possèdent pas de macula, contrairement à la rétine humaine (Gayle B. Collin et al. 

2020). Ces différences physiologiques sont à prendre en compte dans la comparaison 

des deux espèces dans un contexte pathologique. 

 

 Vers un criblage des modèles cellulaires du SA. 

La modélisation cellulaire du SA que j’ai réalisé au cours de ma thèse permet 

d’envisager des stratégies de criblage à haut débit dans le but d’identifier des compo-

sés pharmacologiques susceptibles de moduler la pathologie. Le criblage à haut débit 

permet de tester un nombre important de composés pharmacologiques sur des cel-

lules modèles présentant un phénotype pathologique afin d’observer un retour à l’état 

normal. Le criblage peut être ciblé sur un mécanisme moléculaire identifié comme 

ayant un rôle dans la pathologie ou basé simplement sur un phénotype pathologique 

sans connaitre les mécanismes sous-jacents. Les molécules criblées peuvent faire partie 

de chimiothèques représentant une large diversité de forme chimiques, être restreintes 
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à des formes spécifiques, être extraites de produits naturels, ou encore correspondre à 

des molécules chimiques ayant déjà été autorisées dans d’autres indications. On dit de 

ces dernières qu’elles sont repositionnables. Le repositionnement a pour avantage 

d’utiliser des molécules ayant déjà passé plusieurs étapes de validation, réduisant ainsi 

les risques liés à leur sécurité mais permet également de réduite les coûts et le temps 

liés au développement du médicament.  

Dans ma recherche d’un phénotype pathologique, j’ai identifié des anomalies 

au sein des organoïdes mais pas au niveau des cellules de l’EPR. A l’origine de mon 

projet de thèse, les cellules de l’EPR apparaissaient comme des candidats potentiels 

prometteurs pour l’élaboration d’une stratégie de criblage de composés moléculaires 

repositionnables à haut débit. Les cellules de l’EPR apparaissaient comme de bons can-

didats car elles sont cultivables en 2 dimensions et leur culture peut être miniaturisée 

et adaptée à des plaques 384-puits utilisées pour le criblage à haut débit. De plus, leur 

cil primaire visible est un atout pour la visualisation d’un phénotype. En effet, le cil 

primaire et la ciliogenèse se sont montrés comme des indicateurs fiables pour consta-

ter l’effet de molécules dans des criblages de molécules repositionnables sur des cel-

lules modèles de ciliopathies. Par exemple, une stratégie de criblage a été conduite sur 

des cellules de l’EPR mutées dans le gène CEP290 dont les mutations peuvent mener 

au syndrome de Joubert, au syndrome de Meckel, à l’amaurose congénitale de Leber 

de type 10 (LCA10) ou à des rétinopathies isolées (Y. J. Kim et al. 2018; Leroy et al. 

2021). Ces cellules de l’EPR présentent une absence de cil primaire due à une cilioge-

nèse défectueuse et le criblage mené par l’équipe du Dr. KIM a permis d’identifier l’eu-

patiline, un flavonoïde, comme un candidat thérapeutique potentiel. Cette molécule 

permet de restaurer la ciliogenèse dans les cellules de l’EPR mutées dans CEP290. Par 

ailleurs, une autre étude a démontré que les organoïdes dérivés de lignées mutées au 
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niveau du gène CEP290 présentent des photorécepteurs avec une rétention de la rho-

dopsine et des opsines L et M dans leur segment externe (Corral-Serrano et al. 2023). 

Le traitement de ces organoïdes avec l’eupatiline réduit cette rétention en modulant 

l’expression de la rhodopsine et en ciblant les voies de plasticité synaptique et de la 

ciliogenèse. Une autre étude a permis d’identifier par criblage des molécules capables 

de corriger la ciliogenèse défectueuse observée dans des cellules épithéliales rénales 

issues de patients mutés dans NPHP1, un gène responsable de la majorité des ciliopa-

thies liées aux néphronophtises juvéniles (Garcia et al. 2022). Parmi ces molécules, l’al-

prostadil s’avère être un candidat sérieux permettant également de restaurer l’expres-

sion du cil primaire dans des cellules épithéliales rénales urinaires de patients. 

Aujourd’hui, force est de constater que les cellules de l’EPR issus des clones mu-

tés dans ALMS1 ne semblent pas exprimer de marqueurs phénotypiques explicites, no-

tamment au niveau du cil primaire. En l’absence de phénotype pathologique évident, 

une approche basée sur la cible peut également être envisagée. Nous avons modélisé 

le SA à partir de mutations induisant un codon STOP précoce. Or, il existe des compo-

sés permettant de « read-through » (lire à travers) les codons STOP et de restaurer ainsi 

l’expression d’ALMS1. Notamment, dans une étude de 2019, l’équipe du Pr. MOOSAJEE 

a identifié deux composés, l’ataluren (PTC124) et l’amlexanox permettant de restaurer 

l’expression d’ALMS1 au sein de fibroblastes issus de patients (Eintracht et al. 2021). En 

plus de l’expression d’ALMS1, ces composés permettent de restaurer l’expression 

d’IFT88 et de SSTR3. Un criblage de molécules issues de chimiothèques contenant de 

telles molécules permettrait ainsi de contourner l’effet des codons STOP au sein 

d’ALMS1. 

Même si la recherche d’un phénotype pathologique au sein des cellules de l’EPR 

se poursuit, une alternative à ces cellules doit être trouvée pour pouvoir mettre en 
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place une stratégie de criblage visant à identifier des cibles moléculaires d’intérêt thé-

rapeutique. Etant donné les résultats prometteurs obtenus sur les organoïdes, l’utilisa-

tion de ces derniers semble être une alternative intéressante. La littérature fait état de 

plusieurs études ayant utilisé des organoïdes dans un contexte de criblage. Ces études 

rappellent la pertinence des organoïdes dans la modélisation de pathologies multi-

systémiques en raison de leur capacité à reproduire des systèmes plus complexes que 

les cultures bidimensionnelles. Ainsi, plusieurs méthodes visant à automatiser la pro-

duction d’organoïdes dans le but de réaliser un criblage ont été publiées (Bozal et al. 

2024; Renner et al. 2020). Ces criblages peuvent s’appuyer sur des techniques biochi-

miques ou basées sur l’imagerie pour détecter des changements phénotypiques au 

sein même des organoïdes. De plus, d’autres études se sont penchées sur des orga-

noïdes neuro-rétiniens qui présentent l’avantage de mieux mimer la taille, la structure 

et la fonction d’une rétine humaine (S. Ma et al. 2024). Ces études rapportent que des 

criblages de molécules ont pu être réalisés sur ces structures à l’aide de rapporteurs 

fluorescents, de techniques d’imagerie ou encore des multi-électrodes permettant de 

mesurer des changements physiologiques (Aasen et Vergara 2020; L. Li et al. 2016; 

Hallam et al. 2018). Les prochaines expériences auront pour but de mettre en place le 

protocole de criblage de molécules repositionnables sur les organoïdes issus des li-

gnées cellulaires modèles du SA.  

 

 Traitements potentiels dans le contexte multi-systémique du SA. 

Dans cette étude je me suis concentré essentiellement sur l’effet des mutations 

dans ALMS1 sur les photorécepteurs et sur les cellules de l’EPR. Le SA étant un syn-

drome multi-systémique, c’est-à-dire impactant différents organes, il est important de 

garder à l’esprit que le développement d’une thérapie ayant un impact bénéfique sur 

plusieurs de ces organes serait une avancée majeure dans le combat contre la maladie. 



 

168 

Les composés pouvant potentiellement être identifiés comme ayant un effet thérapeu-

tique peuvent cibler différents mécanismes responsables des symptômes de la mala-

die. En fonction des mécanismes ciblés et de leur implication dans différents symp-

tômes du SA, on peut envisager de traiter une palette plus ou moins large de symp-

tômes. Par exemple, en utilisant des composés permettant de faire du « read-through » 

sur les codons STOP précoces au sein d’ALMS1, l’impact attendu devrait concerner l’en-

semble des cellules où le gène est exprimé. De même, les stratégies de thérapie gé-

nique permettent de cibler plusieurs types cellulaires différents et de faire parvenir un 

« gène médicament » aux cellules atteintes. Néanmoins, des obstacles empêchent l’ap-

plication de ce type de stratégies. Notamment, dans le cas d’ALMS1, une stratégie de 

thérapie génique serait difficile à mettre en place compte tenu de la taille du gène à 

transduire dans les cellules. Bien que des techniques visant à augmenter la taille des 

gènes pouvant être transportés par les AAV (adeno-associated virus ; virus adéno-as-

socié) régulièrement utilisés en thérapie génique soient développées (Riedmayr et al. 

2023; Yan et al. 2000; Cashman, McCullough, et Kumar-Singh 2007; Volkmann et Iwaï 

2010), la taille du gène ALMS1 reste conséquente et celui-ci ne peut donc pas être 

transduit aux cellules ciblées. Par ailleurs, bien que dans le cas du SA plusieurs types 

cellulaires soient ciblés par l’AAV pour recevoir le « gène médicament », il est important 

de veiller à ce que des types cellulaires sains ne soit pas pris pour cible de façon non 

voulue. La conception de l’AAV utilisé demande donc une attention toute particulière 

pour éviter une transduction non ciblée. Dans une étude de 2020, une équipe s’inté-

ressant au syndrome de Bardet-Biedl (BBS) a démontré une accumulation de glycos-

phingolipides dans les cellules épithéliales rénales de souris modèles Bbs2-/- (Husson 

et al. 2020). Ces souris ont été nourries par un régime contenant une molécule modu-

lant le métabolisme des glycosphingolipides, le Genz-667161. Cette molécule a pour 
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effet de réduire l’obésité et les atteintes hépatiques mais également de corriger la dé-

génération de la rétine de ces souris ainsi que leur perte d’odorat. Il a ensuite été 

prouvé que Genz-667161 a un effet bénéfique sur ces différents types cellulaires en 

influant sur la ciliogenèse et en assurant la préservation de la longueur du cil primaire. 

Ce type de mécanisme pourrait être également impliqué dans les symptômes du SA et 

donc pourrait être ciblé par des molécules identifiées par criblage dans le but d’agir 

sur plusieurs types cellulaires. Un autre mécanisme sur lequel des composés thérapeu-

tiques pourrait agir est la régulation du cycle cellulaire. En effet, plusieurs types cellu-

laires concernés par le SA présentent une dérégulation de la prolifération mettant en 

évidence une atteinte du cycle cellulaire. Notamment, une étude a montré que des 

fibroblastes déficients en ALMS1 sur-expriment des gènes impliqués dans la progres-

sion du cycle cellulaire (des cyclines et des kinases dépendantes des cyclines) (Zulato 

et al. 2011). Une autre étude a mis en évidence que des cardiomyocytes néonataux 

issus de souris mutées dans Alms1 présentent une augmentation du nombre de cel-

lules en phase G2/M du cycle cellulaire et que l’arrêt du cycle cellulaire est altéré dans 

ces cellules. L’altération de la régulation du cycle cellulaire semble donc être un point 

commun à différents organes atteints du SA et pourrait par conséquent être une cible 

à envisager pour l’identification de composés thérapeutiques. 

Si dans cette étude, seuls des photorécepteurs et des cellules de l’EPR ont été 

différenciées à partir des lignées modèles, il pourrait être intéressant de vérifier l’ex-

pression de marqueurs de différenciation des autres types cellulaires de la rétine tou-

jours à l’aide des organoïdes dérivés des lignées mutées et saines. L’expression de ces 

marqueurs permettrait de déterminer si les défauts des photorécepteurs sont conco-

mitants à d’autres défauts cellulaires au sein des organoïdes. Dans le cas du syndrome 

d’Usher de type 1 (USH1B) caractérisé par des mutations dans le gène MYO7A, l’équipe 

du Pr. SOWDEN a déterminé qu’au sein d’organoïdes neuro-rétiniens, le gène MYO7A 
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est exprimé par les photorécepteurs, type cellulaire directement concerné par le syn-

drome mais également par les cellules bipolaires et les cellules gliales de Müller (Leong 

et al. 2022). De plus, ces dernières expriment d’autres gènes associés à USH1B tels que 

USH1G, USH1C, CDH23 et CIB2 suggérant un rôle des cellules gliales de Müller dans le 

développement de la maladie. Enfin, bien que l’apoptose des cellules gliales de Müller 

n’ait pas été identifié comme une caractéristique majeure liée à la dégénération de la 

rétine dans le cadre d’USH1B (Toms, Pagarkar, et Moosajee 2020), les auteurs ont mis 

en évidence une expression accrue des gènes impliqués dans les voies liées à l’apop-

tose. Ces éléments confirment l’intérêt de s’intéresser à d’autres types cellulaires que 

les photorécepteurs dans le cas du SA. 

De même, tous les résultats présentés dans ma thèse sont obtenus sur des cel-

lules de la rétine ou des cellules non différenciées. Le SA étant une maladie multi-sys-

témique, nos CSPih modèles représentent un outil de choix pour l’obtention des autres 

types cellulaires concernés par le SA. Notamment, différencier les CSPih modèles du 

SA en cellules ciliées de l’oreille interne, en cardiomyocytes ou en cellules rénales pour-

rait apporter un éclairage sur les différents symptômes du SA et comment ils s’expri-

ment dans différents types cellulaires. Par exemple, il serait intéressant d’étudier l’effet 

des mutations sur les cils des cellules de l’organe de Corti, l’organe responsable de la 

perception auditive. Dans le modèle murin Alms1Gt(XH152)Byg, ces cellules présentent un 

stéréocil, une structure à base d’actine mal orienté et/ou mal formé ainsi qu’une mau-

vaise localisation du kinocil, une sorte de cil primaire (Jagger et al. 2011). De même, les 

tubules proximaux des reins des souris Alms1L2131X/L2131X présentent des cellules ayant 

perdu leurs cils primaires et ayant des activités prolifératives et apoptotique plus éle-

vées (G. Li et al. 2007). Enfin, les souris Alms1foz/foz présentent une réduction du nombre 

de neurones hypothalamiques ciliés (Heydet et al. 2013). Cette liste de types cellulaires 
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méritant d’être étudiés à l’aide des modèles présentés dans cette thèse n’est pas ex-

haustive et il serait intéressant de différencier les CSPih modèles en d’autres types cel-

lulaires concernés par le SA. La comparaison des effets des mutations sur ces différents 

types cellulaires permet d’ouvrir la voie à une meilleure compréhension des méca-

nismes impliqués dans les différents symptômes du SA.  

 

5 CONCLUSION GENERALE 

Cette thèse avait pour objectif principal le développement de nouveaux outils 

permettant une meilleure compréhension des symptômes visuels du syndrome 

d’Alström.  Cet objectif a pu être atteint à l’aide de méthodes innovantes tel que l’édi-

tion de base par CRISPR/Cas9 et par le développement d’une technique d’isolation 

cellulaire. Ainsi, au cours de ma thèse j’ai pu obtenir plusieurs lignées de CSPih mutées 

à différentes positions au sein du gène ALMS1. Ces lignées ont été caractérisées et 

validées, notamment au niveau de leur intégrité génomique et différenciées en plu-

sieurs types cellulaires concernés par le SA. A partir de ces cellules différenciées no-

tamment en organoïdes neuro-rétiniens, j’ai pu établir un phénotype pathologique ca-

ractérisé par une dégénérescence des photorécepteurs. Par ailleurs, les organoïdes 

neuro-rétiniens m’ont permis de constater une augmentation de l’activité apoptotique 

chez les patients. Ce résultat marque le premier pas vers une meilleure compréhension 

des mécanismes moléculaires responsables de la perte de photorécepteurs. En plus de 

renseigner sur les mécanismes sous-jacents à la perte de la vision, les lignées modèles 

que j’ai obtenues permettent d’envisager une stratégie de criblage de molécules phar-

macologiques et pavent ainsi la voie à l’élaboration d’un traitement pour les patients 

atteints du SA. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Tableau récapitulatif des modèles animaux. 

Annexe 2 : Figures de l’étude 2 en grand format 
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Titre : Modélisation du Syndrome d'Alström à partir de cellules souches pluripotentes humaines pour l'identi-

fication de cibles moléculaires d'intérêt thérapeutique. 

 

Mots clés : Syndrome d’Alström, ciliopathie, CSPh, organoïdes neuro-rétiniens, CRISPR/Cas9, modélisation 

pathologique 

 

Résumé : Le syndrome d'Alström (SA) est une mala-

die monogénique récessive multi-systémique, carac-

térisée notamment par une perte de l'audition et de 

la vue, une obésité, un diabète de type II, une cardio-

myopathie et une insuffisance hépatique et rénale 

progressive. Les symptômes affectant la vision se dé-

veloppent dès les premières semaines après la nais-

sance et mènent progressivement à une perte totale 

de la vue. À l'heure actuelle, aucun traitement ne per-

met de soigner cette maladie et seules des solutions 

permettant de réduire les effets des symptômes peu-

vent être proposées. 

L'objet de la thèse est de mettre au point un modèle 

cellulaire du SA dans le but de comprendre les mé-

canismes moléculaires entrainant la maladie et 

d'identifier des cibles thérapeutiques.  

Nous avons obtenu différents clones présentant des 

mutations pathologiques ou de novo à l’aide de sys-

tèmes d’édition génomique associés à CRISPR/Cas9. 

Nous avons caractérisé ces clones modèles en cher-

chant à identifier des marqueurs phénotypiques par-

ticuliers au sein des CSPih. Les mutations engendrées 

ne provoquent pas de changement des propriétés de 

ces cellules.  

Dans un second temps, toujours dans le but d’identi-

fier un phénotype pathologique, nous avons diffé-

rencié les lignées de CSPih modèles en cellules de 

l’EPR. 

Là encore, nous n’avons pas identifié de marqueur 

phénotypique spécifique. Enfin, nous avons diffé-

rencié les lignées de CSPih modèles en organoïdes 

neuro-rétiniens afin d’étudier le développement 

des cellules rétiniennes au sein de ces structures 

avec une attention particulière apportée aux pho-

torécepteurs. Nous avons ainsi pu constater une 

absence ou une réduction d’expression des opsines 

caractéristiques des cônes et des bâtonnets dans 

les organoïdes issus de CSPih mutées dans ALMS1. 

De plus, ces organoïdes présentent une mortalité 

cellulaire accrue par rapport aux organoïdes issus 

des lignées de CSPih saines. Ces éléments laissent 

penser que les photorécepteurs dégénèrent durant 

leur différenciation au sein des organoïdes. Les mé-

canismes par lesquels les mutations dans ALMS1 

entrainent cette dégénérescence ne sont pas éluci-

dés à l’heure actuelle. 

Les modèles cellulaires du SA présentés dans cette 

thèse reproduisent donc un phénotype patholo-

gique et seront des outils précieux pour la compré-

hension des mécanismes responsables des symp-

tômes visuels de la maladie et pavent la voie à des 

stratégies de criblage visant à identifier de nou-

velles cibles thérapeutiques. 

 

 


