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Abréviations

AA : Acide-Aminé

AC : Anticorps

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ALMS : Syndrome d'Alstrom

APP : Amyloid Precursor Protein

ARN : Acide Ribonucléique

BBS : Syndrome de Bardet Biedl|

CA : Corne d'Amon

CNV : Variation du Nombre de Copie
Co-IP : Co-Immunoprécipitation

CQ : Chloroquine

DNF : Dégénérescence neurofibrillaire
Domaine PH : Domaine homologue a la
Pleckstrine

ERG : Electrorétinogramme

EVC : Ellis Van Creveld

GCL : Couche des Cellules Ganglionnaires
GFP : Green Fluorescence Protein

Glc : Glucose

H&E : Coloration Hématoxyline-Eosine
Hh : Hedghog signaling

Hu : Humain

HUS : Services Hospitalo-Universitaires
12 : Nourriture spéciale des Souris
IBMC : Institut De Biologie Moléculaire Et
Cellulaire

ICS : Institut Clinique de la Souris

IF : Immunofluorescence

IFT : Transport Intraflagellaire

IGBMLC : Institut de Génétique, Biologie
Moléculaire et Cellulaire

INL : Couche Nucléaire Interne

IPL : Couche Plexiforme Interne

IS : Segment Interne des Photorécepteurs

JBTS : Syndrome De Joubert

Kl : Knock-In

KIT : Institut de Technologie de Karlsruhe
KO : Knock-Out

LCA : Amaurose Congénitale de Leber

LGM : Laboratoire de Génétique Médicale
LINE : Long Interspersted Element

ME : Microscopie Electronique

MEI : Insertion d'éléments Mobiles

MET : Microscopie Electronique a
Transmission

MKS : Syndrome de Meckel-Gruber

MT : Microtubules

Mu : Murin

NGS : Séquencages de Nouvelles Générations
NHC : Nouvel Hopital Civil

NPHP : Néphronophtise

ONL : Couche Nucléaire Externe

OPL : Couche Plexiforme Externe

OS : Segment Externe des Photorécepteurs
PAP : Polydactylie Post Axiale

PCD : Dyskinésie Ciliaire Primitive

PCR : Réaction de Polymérisation en Chaine
PFA : Paraformaldéhyde

PI3K : Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase

Pi3P : Phosphatidyl-Inositol 3 Phosphate
PiP : Phosphatidyl-Inositol Phosphate

PM : Poids Moléculaire

gRTPCR : Rétrotranscription PCR quantitative
RE : Réticulum Endoplasmique

RP : Rétinopathie Pigmentaire

SAG : SMO Agonist

SHH : Sonic Hedgehog

SINE : Short Interspersted Element

SMO : Smoothened receptor

SVA : SINE-VNTR-Alu Retrotransposon



Abréviations

SVF : Sérum de Veau Feetal

TES : Target Exome Sequencing

TSD : Target Site Duplication

VNTR : Variable Number Of Tandem Repeat
VUS/VSI : Variant de Signification Inconnue
WB : Western Blot

WES : Whole Exome Sequencing

WGS : Whole Genome Sequencing

WT : Wild Type
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1. Introduction

l. Les cils
Il existe a la surface de la quasi-totalité des cellules de I'organisme une protubérance de la membrane
plasmique appelée « cil ». Il existe 2 types de cil en fonction de leur capacité ou non de mouvement et
de la composition de leur squelette interne appelé axoneme, composé de 9 doublets périphériques de
microtubule (MT). C’est la présence d’un doublet central de MT qui permet de distinguer le cil motile

(9+2) du cil primaire ou le doublet central est absent (9+0) (Figure 2A).

1. La chronologie des découvertes

La premiére description du cil a été réalisée en 1674 par le hollandais Antoni Van Leewenhoek lors de
son observation d’échantillons d’eau de pluie ou il a mis en évidence des protozoaires pourvus d’un cil
leur permettant de se déplacer (Leeuwenhoek 1677). Presque 300 ans aprés la premiére observation,
dans les années 1950, le perfectionnement de la microscopie électronique (ME) et des méthodes de
fixation ont permis des avancées importantes pour I'étude du cil. Apres la premiére observation du
doublet de microtubules en 1952 par Manton , Bjorn Afzelius observe 7 ans plus tard, le prolongement
ciliaire formé a partir du corps basal (B. Afzelius 1959). Le premier lien entre le cil motile et une maladie
date de 1976 avec Afzelius qui découvre I'absence de bras de dynéine au niveau du flagelle des
spermatozoides d’hommes infertiles (B. A. Afzelius 1976) et explique finalement les premiers cas de
dyskinésies ciliaires primitives (PCD).

Dans le cas du cil primaire plus particulierement, sa premiére description date de 1898 par
Zimmermann qui décrit un flagelle central, présent en unique exemplaire a la surface de cellules qui
se développe a partir d’'un des 2 centrosomes. Il se distingue de la multitude de cils présents a la surface
des cellules dites « multiciliées ». Cependant, I'intérét porté a cette organelle reste tres limité aux
observations microscopiques précédemment mentionnées. D’ailleurs, I'état de I'art en 1960 le décrit
comme une structure « 9+0 », non motile, associée a une paire de centrosomes, distribuée a la surface
de la plupart des cellules des vertébrés (Bloodgood 2009). Le terme « cil primaire » est utilisé pour la
premiere fois par Sergei Sorokin en 1968, il remplace le terme « cil rudimentaire » mais le réle de cette
organelle reste tres peu étudié. Il faudra attendre la découverte de la machinerie de transport
intraflagellaire (IFT) en 1992 par Kozminski pour voir une évolution majeure concernant I’étude du cil
primaire (Figure 1A). Bien qu’il ait été longtemps considéré comme un vestige cellulaire sans réle
essentiel, il apparait alors comme un compartiment cellulaire a part entiére nécessaire au
fonctionnement normal des cellules. D’ailleurs, depuis les années 2000, de nombreuses équipes
cherchent a déterminer le role du cil primaire, a élucider les causes moléculaires des maladies causées
par des atteintes des cils. Ces maladies sont regroupées sous le terme de « ciliopathies ». Les premiers
liens entre genes et ciliopathies datent de 2003 : le géne INVS est rapporté comme responsable de

néphronophtise par Otto et al. 2003 (Figure 1).
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Figure 1 : L’historique des découvertes sur le cil. A. Frise chronologique représentant les date marquantes
concernant le champ de recherche portant sur les cils (motiles et primaires) (inspirée de celle de Brown et
Witman 2014) B. Graphique représentant la cinétique des publications abordant le cil primaire entre 1975 et
2019. Informations tirées de la base de données Web of Science pour les mots clefs « primary cilium » et
« primary cilia » (inspiré de Bloodgood 2009). ! Leeuwenhoek 1677, 2 Zimmermann 1898 , 3 Kartagener 1933, 4
Manton 1952, ®> De Roberti 1956, © B. Afzelius 1959, 7 Gibbons et Rowe 1965, 8 Witman et al. 1972, ° B. A. Afzelius
1976, 1° Kozminski et al. 1993, * Nonaka et al. 1998, '? Pazour et al. 2000, '3 Ostrowski et al. 2002, ** E. A. Otto
et al. 2003, > Huangfu et Anderson 2005, % Nicastro, McIntosh, et Baumeister 2005, ¥’ Craige et al. 2010.

2. Les 2 types de cils

A) Le cil motile « 9+2 »

Les cils motiles peuvent étre unique a surface cellulaire dans le cas des cellules mono-ciliées ou
multiples dans le cas de cellules multiciliées qui tapissent la lumiére des organes (Mitchison et Valente
2017a). Absents du cil primaire, les bras de dynéines et les rayons radiaux sont des structures ciliaires
importantes pour le battement du cil motile qui permettent la mise en place d’un flux. Par exemple,
les cellules épithéliales de la trachée sont pourvues a leur pole apical de cils motiles impliqués dans la
mise en ceuvre de I'ascenseur muco-cilié : les battements ciliaires participent a la remontée du mucus
vers le pharynx. Les spermatozoides sont constitués d’un flagelle (considéré comme un cil motile
spécialisé) dont les battements sont nécessaires a leur mobilité dans les voies génitales féminines pour

aboutir a une fécondation (Figure 2B).
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B) Le cil primaire « 9+0 »

Le cil primaire est toujours présent, en un seul exemplaire, a la surface de la quasi-totalité des cellules
de I'organisme a un moment de leur vie. L’'axonéme se forme a partir du corps basal lui-méme dérivé
du centriole mére nécessaire pour la mise en place du fuseau mitotique lors de la division cellulaire :
la ciliogénése se déroule en phase de quiescence, en phase GO du cycle cellulaire. In vitro, le cil primaire
se forme, a la surface de cellules cultivées dans un milieu déprivé en sérum (-SVF).

Le cil primaire forme une sorte « d’antenne » ayant des roles de mécanosenseur et de chémosenseur.
La membrane ciliaire se distingue de la membrane plasmique par sa forte concentration en récepteurs
captant les signaux extra-cellulaires. La cascade de signalisation générée recrute des protéines ciliaires
qui vont transmettre ces messages aux autres compartiments cellulaires afin de générer finalement
une réponse cellulaire (activation transcriptionnelle, prolifération...). Le cil se trouve au centre de
nombreuses voies de signalisations cellulaires telles que SHH (Sonic Hedgehog), WNT, BMP (Fry,
Leaper, et Bayliss 2014). C'est donc un acteur majeur dans la transmission des signaux et de la
communication cellulaire. Le cil primaire est impliqué dans la différenciation des cellules dans le cas
des pré-adipocytes, par exemple (Marion, Mockel, et al. 2012). Il permet également de maintenir les
fonctions normales de cellules matures post-mitotiques. Par exemple, au niveau du rein, méme si le
cil primaire n’est pas capable de battement, il se courbe sous I'effet du flux urinaire présent au niveau
de la lumiére des néphrons. Cette action génere des vagues calciques au niveau cytoplasmique qui
participent a maintenir un fonctionnement rénal normal. Dans d’autres organes, la morphologie du cil
primaire évolue pour s’adapter au mieux a la fonction qui luiincombe. Par exemple, le segment externe
des photorécepteurs (OS) correspond a un cil primaire spécialisé. Il est composé de nombreux
repliements de la membrane plasmique ou les récepteurs sensibles a la lumiere s’"accumulent et d’un
cil connecteur permettant de relier et d’acheminer les protéines entre le segment interne (IS) et le

segment externe (OS).
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Figure 2 : Les 2 types de cils et leurs localisations A. Représentation schématique de coupes transversales de cils
primaires et motiles. B. Localisation du type de cil dans les différents organes du corps humain. Le cil primaire
est représenté en rouge et le cil motile en vert.
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Il. Lefonctionnement du cil primaire
Le cil primaire est dépendant de la machinerie cellulaire pour la synthese des 1500 protéines
impliquées dans sa formation, sa maintenance et son fonctionnement (Wheway, Nazlamova, et
Hancock 2018). La synthése protéique se réalise dans le réticulum endoplasmique (RE). Les
modifications post traductionnelles se déroulent au niveau de I'appareil de golgi. A ce niveau, les
protéines sont intégrées dans des vésicules de transport jusqu’a la base du cil. Comme pour I'adressage
de protéines aux autres compartiments cellulaires (Figure 3), il existe un peptide signal présent dans
la séquence des protéines ciliaires appelé CTS (ciliary targeting signal). Pour I'instant, des dizaines de
CTS ont été rapportées en fonction des protéines considérées et aucune séquence consensus n’a pu
étre identifiée (Madugula et Lu 2016). Les cargos protéiques adressés au cil peuvent suivre 2 voies
différentes : soit les protéines transportées dans les vésicules fusionnent directement avec la
membrane périciliaire, soit les vésicules de transport fusionnent avec la membrane plasmique a
proximité de la base du cil. Par exemple, dans le cas de la voie Sonic hedgehog (SHH), le récepteur SMO
(Smoothened) attend la survenue d’un signal extracellulaire d’activation de la signalisation sous-
jacente qui provoquera le transport latéral de SMO depuis la membrane plasmique vers I'intérieur du
cil via la barriere de diffusion. Il s’agit de la portion membranaire de la zone de transition ou le BBSome
(impliqué dans le syndrome de Bardet Biedl BBS), le complexe MKS (associé au syndrome de Meckel-
Gruber) et le complexe NPHP (associé a la néphronophtise) sont localisés. Les protéines du transport
intraflagellaire (IFT) et ces 3 complexes sont des « assistants » impliqués dans la sélection et I'entrée
des protéines ciliaires dans le cil, a travers la barriere de diffusion. En cas d’anomalie au niveau de cette
barriére, la croissance du cil est inhibée, la réponse cellulaire médiée par des signaux extracellulaires
est réduite, le transport protéique est perturbé et la composition lipidique de la membrane ciliaire est

anormale (Long et Huang 2020).

1. Le transport intraflagellaire (IFT)
Les protéines IFT ont été mises en évidence pour la premiere fois chez Chlamydononas reinhardtii avec
I’observation de « trains d’IFT » par Kozminski et al. en 1993. Elles forment un véritable systeme de
transport grace a leur interaction avec les moteurs moléculaires que sont les dynéines et les kinésines.
L’ensemble peut étre assimilé a un transport ferroviaire permettant d’acheminer les protéines ciliaires
depuis la base du cil vers I'apex, au cours de la ciliogénése (antérograde) et dans le sens inverse lors
de sa résorption (rétrograde). En effet, la circulation des protéines (passagers) est opérée, de maniére
bidirectionnelle, par les protéines du transport intraflagellaire (sieges) qui interagissent avec les
moteurs moléculaires (wagons) qui vont progresser le long des MT (rail) (Figure 3). Les protéines IFT

ont été réparties en 2 complexes : IFT-A et IFT-B selon I'orientation du transport.
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Figure 3: Le cil primaire et certaines voies associées. Représentation schématique du cil primaire avec le
positionnement des différentes protéines des voies de signalisation. Les protéines soulignées en jaune feront
I'objet d’études au cours de cette these.
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A) Le complexe A

Il se compose de 6 sous unités (IFT139, 121, 43, 144, 122, 140), divisées en 2 sous modules associant
IFT122-140-144 d’une part et IFT43-121-139 d’autre part (Figure 4). lls interagissent avec la dynéine-2
et vont participer au transport rétrograde de protéines. Ce systéme permet I’évacuation et le recyclage
des protéines hors du cil, lors de la résorption du cil (évacuation des dimeres de tubuline af) ou de
I'arrét de la stimulation d’'une voie de signalisation spécifique (recyclage des récepteurs hors du cil)

(Nakayama et Katoh 2018).

B) Le complexe B

Il regroupe 16 sous unités, subdivisées en protéines « périphériques » ou « centrales » (Figure 4) qui
interagissent avec la kynésine-2 et participent au transport antérograde de cargos protéiques. Lors de
la ciliogénese, des interactions entre les dimeres de tubuline aff et ces protéines IFT ont été mises en
évidence montrant le réle de ce transport dans I'allongement de I’axonéme (Nakayama et Katoh 2018).
Les composants ciliaires sont acheminés depuis le cytoplasme ou I'appareil de Golgi, vers la base du cil
grace a la protéine IFT20. C'est la seule protéine IFT du complexe B qui a été localisée au niveau du cil

et au niveau de I'appareil de Golgi ou elle interagit avec GMAP210 (Long et Huang 2020) (Figure 3).

IFT144

* IFTA

)

IFT122

Figure 4 : Les IFT. Représentation des 2 complexes IFT-A et IFT-B. Les protéines périphériques sont représentées
en bleu et les centrales en jaune et orange (inspirée de Nakayama et Katoh 2018).

2. Le BBSome
Le BBSome est un complexe octamérique de 490 kDa composé des protéines BBS 1, 2,4,5,7,8,9, 18 :
chaque sous unité est présente en un seul exemplaire. Il est localisé a la base du cil et fait partie des
complexes protéiques essentiels au bon fonctionnement du cil primaire. |l a été découvert en 2007 par
Nachury et al. 2007a. Plus récemment sa structure 3D a été résolue et les interactions entre les sous-
unités ont été précisées (Chou et al. 2019a; S. K. Singh et al. 2020a). A ce jour, son role n’est pas
totalement élucidé. Il s’agit d’'un complexe qui n’est pas nécessaire a la ciliogénese (Wingfield,
Lechtreck, et Lorentzen 2018). En revanche, il est essentiel a la signalisation ciliaire car il permet la

sélection des cargos de protéines transmembranaires transportés au cil. C'est un régulateur clef du
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protéome ciliaire (S. K. Singh et al. 2020a). Il est impliqué dans I'assemblage et la stabilisation du
complexe IFT :il interagit directement avec IFT38 (Nozaki et al. 2019). L’assemblage du BBSome est un
processus ordonné qui requiert 2 complexes : le BBS-chaperonines-like (BBS6-BBS10-BBS12) et le
complexe CCT-TRIC (Klink et al. 2020a) notamment dans la premiére étape ou la sous unité BBS7 est
stabilisée. Le reste de I'assemblage ne nécessite pas le complexe de chaperonnes et implique
seulement les interactions protéine-protéine qui s’établissent entre les sous unités du BBSome
(Alvarez-Satta, Castro-Sanchez, et Valverde 2017).

Le BBSome se compose d’un noyau central composé de BBS1, 2, 7, 8. Le sous ensemble BBSS, 4 et 18
est en interaction avec le noyau via la liaison entre BBS8 et BBS9. BBS5 est plus a la périphérie et établi
une liaison avec BBS9 (Figure 5). L’entrée et I'activation du BBSome au niveau du cil primaire sont
directement régulées par une autre protéine BBS: ARL6/BBS3 (une petite GTPase). Lorsque
I'interaction n’est pas établie : le BBSome est dans un état auto-inhibé. Quand l'interaction est établie
avec ARLG6 via la sous unité BBS1, il y a un changement de conformation du complexe, un attachement
a la membrane plasmique et une activation fonctionnelle permettant le passage des protéines au
niveau de la zone de transition (Nozaki et al. 2019). L’interaction entre le BBSome et la membrane
plasmique se localise au niveau d’une zone chargée positivement du complexe. A linverse,
I'interaction entre le BBSome et les cargos protéiques se situe au niveau d’'une zone chargée
négativement (Klink et al. 2020a) (Figure 5C). A I'heure actuelle, 89 mutations au niveau d’une des 8
sous unités du BBSome semblent altérer la structure globale du BBSome. Finalement, un défaut de
I'une des 11 protéines BBS mentionnées précédemment conduit a la déstabilisation du BBSome et a

un dysfonctionnement ciliaire (Chou et al. 2019a).

Cargo protéique
(récepteur membranaire)

BBS18

Figure 5 : Le complexe octamérique du BBSome. A. Représentation schématique des interactions entre les 8
sous unités (Chou et al. 2019a). B. Représentation 3D. C. L'interaction du BBSome avec ARL6/BBS3, les cargos
protéiques (ex : récepteur transmembranaire) et la membrane (Klink et al. 2020).



1. Introduction

3. Les voies de signalisations médiées par le cil
La membrane ciliaire est une zone de concentration de récepteurs qui captent les signaux
extracellulaires, provoque I'activation d’'une cascade de signalisation intracellulaire aboutissant a la
génération d’une réponse de la part de la cellule telles que la prolifération ou la différenciation
cellulaire... Ainsi, le cil est impliqué dans I’activation de nombreuses voies de signalisations majeures
telles que la voie WNT, BMP, SHH qui sont indispensables a la mise en place des organes durant
I'embryogénese et au maintien de leur fonctionnement normal une fois formés (Wheway, Nazlamova,

et Hancock 2018).

A) La voie de signalisation Sonic-Hedgehog (SHH)

Il s’agit d’une voie de signalisation majeure du développement embryonnaire qui permet la
différenciation et la mise en place d’'une multitude d’organes tels que le cerveau et les membres.
Méme si elle a été décrite pour la premiere fois dans des cellules non ciliées de Drosophila
melanogaster (Riddle et al. 1993), tous les acteurs primordiaux de la voie sont concentrés au niveau
du cil primaire qui a d’ailleurs été appelé « la machine de transduction du signal Hh » (Goetz, Ocbina,
et Anderson 2009). Les protéines qui peuvent activer la voie Hedehog (Hh) sont des facteurs de
signalisation paracrine qui vont permettre la communication entre les cellules. Parmi ceux-ci, Sonic
(SHH) est le plus étudié car son expression est ubiquitaire, contrairement a Desert (DHH) dont
I’expression est limitée aux testicules et a Indian (IHH) qui est exprimé dans le cartilage et le tube
digestif. SHH est un morphogéne, c’est a dire une molécule sécrétée par un centre organisateur et
dispersée en gradient pour activer des programmes d’expressions géniques précis. Il détermine le
destin des progéniteurs environnants en fonction de la concentration de SHH recue (Kong, Siebold, et
Rohatgi 2019). La voie SHH est trés importante pour la formation des membres et une dérégulation
peut étre responsable d’anomalies telle que la polydactylie. Dans ce cas, SHH est produit au niveau de
la ZPA (zone polarizing activity) et va agir comme un morphogéne pour établir le nombre et I'identité
des doigts selon I'axe antéro-postérieur (Petit et al. 2016). La voie SHH est tres largement étudiée et
le role des différents acteurs dans la cascade doit encore étre déterminé. La Figure 6 montre que
lorsque le ligand SHH ou un agoniste de la voie tel que le SAG (Smo AGonist) est absent de
I’environnement proche de la cellule, la voie est « OFF ». Dans ce cas, le récepteur a 12 passages
transmembranaires PTCH1 (Patched), inhibe le récepteur a 7 passages transmembranaires SMO
(Smoothened) qui reste inactif. Les 2 composants inhibiteurs SUFU (suppressor of fused) et PKA
(protéine kinase A) sont recrutés et provoquent la protéolyse partielle de GLI FL (Glioma-associated
oncogene homolog, full lengh) par phosphorylation. Les formes résultantes sont des facteurs de
transcription GLI R (répresseurs), notamment GLI3, qui migrent vers le noyau et répriment I'activité

transcriptionnelle des génes cibles de la voie.
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A l'inverse, en présence de SHH ou d’un agoniste (SAG), la voie est « ON ». Dans ce cas, I'inhibition du
récepteur SMO par le récepteur PTCH1 est levée. SMO migre alors a I'intérieur du cil (au niveau de la
zone de transition), interagit avec EVC2 au niveau de I'EVC zone et est transporté le long de I'axoneéme
grace aux protéines IFT. Lorsque la voie est « ON », les 2 régulateurs négatifs sont inhibés et les GLI FL
ne sont plus séquestrés par SUFU. Dans ce cas, des GLI A (activateurs) sont libérés, notamment GLI2
qui migre depuis le cytoplasme vers le noyau : on parle de translocation nucléaire. GLI2 est un facteur
de transcription qui se fixe sur des régions régulatrices du génome et favorise |'expression de genes
cibles de la voie (Kong, Siebold, et Rohatgi 2019). Il est possible de déterminer le niveau d’activation
de la voie SHH a plusieurs niveaux : en analysant le niveau transcriptionnel des génes cibles de la voie
(par gRTPCR), en marquant le récepteur SMO au niveau du cil (par immunofluorescence IF) ou en

établissant le ratio de GLI2 (cytoplasmique) vs GLI2 (nucléaire) par Western blot WB (Maiti et al. 2017).

>  L’EVC zone (Ellis Van Creveld)
Il s’agit d’'une zone située a la base du cil ou les protéines EVC et EVC2 sont en interaction avec 2 autres
protéines : EFCAB7 (EF-Hand Calcium Binding Domain 7) et IQCE (IQ domain containing protéin E).
L’'ensemble a été rapporté comme nécessaire pour la régulation positive de la voie SHH. En effet, EVC2
établit une interaction avec le récepteur SMO lors de I'activation de la voie et conditionne la suite de
la cascade de signalisation (Figure 7). Le complexe EFCAB7-IQCE est nécessaire pour I'ancrage et la
localisation de EVC2-EVC au niveau de cette zone. Une mauvaise localisation de ce complexe cause un

probléme d’activation lié a GLI2 en aval de la voie (Pusapati et al. 2014).
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Figure 7 : L’'EVC zone. A. Représentation schématique de la localisation du complexe au niveau de I'EVC zone et
de son réle dans la régulation de la voie SHH (Dorn, Hughes, et Rohatgi 2012). B. Les domaines protéiques de
chacun des 4 acteurs et de leurs interactions (adapté de Pusapati et al. 2014)
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Depuis ces dernieres années, plusieurs articles ont rapporté une relation réciproque entre le
fonctionnement ciliaire et le processus d’autophagie. Pampliega et al. 2013 a montré que I’activation
de la voie SHH stimule le processus d’autophagie en aval. Il existe un recrutement des protéines
nécessaires a lI'autophagie a la base du cil dépendant de I'IFT: le cil est un lieu de formation

d’autophagosomes. Ces résultats suggérent ainsi un programme d’autophagie médié par le cil.

B) L'autophagie

Il s’agit d’'un processus ubiquitaire trés conservé au cours de I’évolution, depuis les levures jusqu’aux
mammiféres (Hurley et Young 2017). Ce processus permet de dégrader des protéines et des organelles
en grande quantité. Cela permet de maintenir un fonctionnement cellulaire normal (homéostasie
physiologique) en fournissant des lipides, des AA, des nucléotides. Ce processus basal est largement
favorisé quand la cellule fait face a un environnement moins propice, appauvri en nutriments. (Hurley
et Young 2017). Il existe 3 types d’autophagie : la microautophagie, I'autophagie médiée par des
chaperonnes (CMA) et la macroautophagie. La premiere permet la dégradation de protéines par
I'invagination ou la protrusion de la membrane lysosomale. La deuxieme permet la dégradation de
protéines trés précises porteuses d’un pentapeptide : il est reconnu par des protéines chaperonnes
qui vont permettre l'intégration des protéines captées directement dans le lysosome et leur
dégradation. La derniére correspond au processus d’autophagie communément admis que je vais
aborder par la suite. Les cargos protéiques sont séquestrés dans un autophagosome avant la fusion et
la dégradation par les lysosomes (Parzych et Klionsky 2014).

Comme le résume la Figure 8A, ce processus peut étre provoqué par l'inhibition de la voie mTORC1
(Target Of Rapamycin Complex 1) qui est une voie régulant la croissance et le métabolisme cellulaire.
Elle est normalement activée en présence de facteurs de croissance. La voie mTORC1 est inhibée par
une voie antagoniste, celle de '’AMPK (AMP activated protein kinase) dont |’activation est provoquée
par 'augmentation de la quantité d’AMP (adénosine monophosphate) cytoplasmique. L’activation de
I’AMPK provoque I'activation du complexe comprenant la kinase ULK1 : cette étape d’initiation (1)
marque le début du processus d’autophagie suivi de 4 autres étapes, chacune recourant a de multiples
protéines dont les ATG (AuTophagy related Gene). La nucléation (2) regroupe la translocation du
complexe ULK1 (Unc-51 autophagy activating kinase) a I'’endroit ou I'autophagosome se forme (la
membrane du RE ou la membrane plasmique) et la phosphorylation de Beclin-1. Cette modification
provoque la dissociation du complexe Beclin-1-Bcl2 et permet l'interaction de Beclin-1 avec le
complexe PI3K composé de VPS15 (PIK3R4), VPS34 (PIK3C3) et ATG14. L'ensemble contribue a la
synthése de phosphatidylinositol-3-phosphate (Pi3P), un constituant majeur des membranes dont
celle de 'autophagosome, en cours d’élongation (3). Les autophagosomes se distinguent des vésicules

de transport par la présence d’une double membrane. La protéine LC3-I est une protéine marqueur du
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flux autophagique. Elle subit une modification post traductionnelle par [I'ajout d’un
phosphoéthanolamine (PE) permettant son ancrage dans la membrane de I'autophagosome. La
seconde protéine marqueur est SQSTM1/P62. Elle reconnait des protéines ubiquitinylées et les
integrent au coeur de l'autophagosome par interaction avec LC3-Il qui agit comme un adaptateur.
Lorsque le processus d’autophagie est activé, la quantité de LC3-1l généré devient supérieure a celle
de LC3-l, la quantité de P62 est également augmentée (Figure 8B). Les autophagosomes subissent une
maturation puis fusionnent (4) avec les lysosomes contenant des enzymes hydrolytiques activées dans
un environnement tres acide. Dans ce cas, la membrane externe de I'autophagosome mature fusionne
avec le lysosome : il y a formation d’un autolysosome au sein duquel il y a dégradation (5) du contenu
et de la membrane interne par les hydrolases. Lors de la dégradation, la protéine P62 est également
digérée contrairement a LC3-Il qui est relarguée. Finalement les quantités des 2 protéines marqueurs
évoluent de maniere inversement proportionnelle. En déterminant les quantités des protéines LC3-I
et P62, par WB par exemple, il est possible de mettre en évidence des cas ou le processus d’autophagie
est altéré et ou contrairement a la situation normale, la quantité de P62 augmente (Zhang et al. 2013)
(Figure 8B). Pour reproduire et étudier ces situations in vitro, il est possible de dépriver le milieu de
culture des cellules en glucose (+SVF, -Glc) afin d’activer le processus d’autophagie. La Chloroquine
(CQ) peut étre ajoutée au milieu pour empécher la fusion (4) entre le lysosome et I'autophagosome.
Dans ces conditions, il n’y a pas de dégradation (5) et les autophagosomes s’accumulent dans le
cytoplasme. Il est également possible de visualiser cette accumulation par marquage de ces protéines
en réalisant une IF.

Le processus d’autophagie peut également étre utilisé pour provoquer la mort cellulaire de type 2,
dépendante de I'autophagie (Avalos et al. 2017) par I'activation de la kinase DAPK1 (Death Associated
protein kinase 1). Cette sérine-thréonine kinase est dépendante du calcium pour son activation et a
été rapportée pour ses réles dans la régulation de I'apoptose via I'activation d’un programme de mort
cellulaire lié a la protéine p53 (Wu et al. 2020), dans la pathogénese de la maladie d’Alzheimer via la
phosphorylation de certaines sérines de la protéine Tau et dans le processus d’autophagie. Dans ce
cas, DAPK1 agit de 2 maniéres sur le complexe PI3K : (1) via I'activation de PKD qui active VPS34 par
phosphorylation, (2) via la phosphorylation directe de Beclin-1 qui permet sa dissociation de Bcl-2 et
permet I'activation du processus d’autophagie comme précédemment expliqué (P. Singh, Ravanan, et

Talwar 2016).
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Figure 8 : Le processus d’autophagie. A. Représentation schématique des différentes protéines participant aux
5 étapes du processus d’autophagie. B. Exemple de résultats de WB attendus dans des conditions de cultures
normales (+SVF +Glc), dans des conditions ou I'autophagie est activée (+SVF -Glc) et en présence de Chloroquine
(+SVF -Glc + CQ) (adaptée de Galluzzi et Green 2019; Parzych et Klionsky 2014). SVF : Sérum de veau feetal, Glc :
Glucose, CQ : Chloroquine.

Comme précédemment mentionné, le processus d’autophagie et le fonctionnement ciliaire sont liés
par une relation réciproque. D’ailleurs, certaines protéines sont impliquées dans les 2 processus. Par
exemple, la protéine INPP5-E est nécessaire a la fusion entre les autophagosomes et les lysosomes.
Elle a aussi été localisée a la base du cil et des mutations dans ce gene ont été rapportées dans le cas

d’une ciliopathie : le syndrome de Joubert (Morleo et Franco 2019).
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lll. Les pathologies associées au fonctionnement du cil
Dans cette partie de I'introduction, je vais approfondir certaines connaissances qui seront nécéssaires
pour une meilleure compréhension du travail réalisé dans les différents projets présentés par la suite.
Parmiles multiples ciliopathies existantes, je vais d’abord m’attarder plus précisément sur le Syndrome
de Bardet-Bied! (BBS) et 3 des 24 génes BBS (BBS1, BBS5, BBS19/IFT27) qui font I'objet de 3 des 5
projets. Je rapporterais également plus en détails les connaissances actuelles portant sur /QCE : le géne
étudié dans le cadre du 4°™ projet. Je remettrais dans le contexte les connaissances relatives a VPS15
qui fait 'objet du dernier projet développé dans ce manuscrit : ces différents roles seront présentés
en détail. Enfin, il paraissait essentiel, face aux résultats inattendus obtenus pour ce projet,
d’introduire certaines notions portant les maladies neurodégénératives, notamment les amyloidoses

et la maladie d’Alzheimer.

1. Les ciliopathies

Les pathologies causées par une anomalie du cil consécutive a des mutations dans les genes codants
pour les protéines ciliaires sont regroupées sous le terme de « ciliopathies ». Il s’agit de maladies
génétiques rares dont les prévalences peuvent varier de 1/1000 (pour les plus fréquentes comme les
maladies polykystiques autosomales dominantes, PKD) a 1/1000000 (dans le cas des ciliopathies ultra-
rares comme le syndrome d’Alstrém) (Grochowsky et Gunay-Aygun, s. d.). En 2017, Reiter et Leroux
mentionne 187 genes avérés et 241 genes candidats pour un total de 37 ciliopathies rapportées. Il
existe 2 types de ciliopathies en fonction du type de cil altéré.

Les ciliopathies du cil motile ou dyskinésies ciliaires primitives (PCD) sont caractérisées par I'altération
d’organes pour lesquels la motilité du cil est indispensable. Les patients présentent des situs inversus,
des bronchites et sinusites chroniques, des problemes de fertilité. Al’heure actuelle, 37 génes ont été
associés au PCD : la plupart d’entre eux code pour des protéines en lien avec les bras de dynéines.
Les autres ciliopathies sont des maladies du cil primaire dont la présence est quasi-ubiquitaire dans le
corps humain, a un moment donné du développement. Un grand nombre d’organes sont concernés
en cas d’anomalies ciliaires (la rétine, le rein, le cerveau...) (Figure 2). Ce type de ciliopathies est donc
caractérisé par des tableaux cliniques hétérogénes : I'atteinte d’'un organe isolé dans le cas d’une
ciliopathie non syndromique (une rétinopathie pigmentaire isolée (RP) dans le cas de I'amaurose
congénitale de Leber (LCA), une atteinte rénale isolée dans le cas des néphronophtises (NPHP)) a des
atteintes multi-organes dans le cas d’une ciliopathie syndromique (le syndrome de Bardet-Biedl (BBS),

le syndrome d’Alstrém (ALMS), le syndrome de Joubert (JBST)...) (Figure 20).

Le travail du laboratoire porte sur les ciliopathies du cil primaire.
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2. Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS)
Il s’agit d’une ciliopathie emblématique dont la prévalence varie entre 1/13500, dans le cas de
populations consanguines ou de régions géographiquement isolées (Gouronc et al. 2020) et 1/160000,
dans les populations originaires du nord de I'Europe (Waters et Beales 2011). Cette ciliopathie est
caractérisée par un mode de transmission autosomique récessif. Elle a été décrite pour la premiére
fois en 1860 par les docteurs Laurence et Moon (LAURENCE 1866). La polydactylie a été ajoutée a la
premiere description clinique en 1920, par le docteur Bardet (BARDET 1920), puis en 1922 par le
docteur Biedl (BIEDL 1922). Le diagnostic clinique se base sur la présence d’au moins 4 critéres
considérés comme « majeurs » (rétinopathie pigmentaire, obésité, polydactylie, anomalie des organes
génitaux, anomalie rénale, lenteur d’idéation) ou bien par I'association de 3 critéres majeurs et d’au
moins 2 critéres considérés comme « mineurs » (anomalie hépatique, diabéte sucré, retard de
croissance, retard psychomoteur, trouble de la parole, retard de développement, strabisme, troubles
dentaires, perte auditive, malformations cardiaques) (P. L. Beales et al. 1999a). Parmi les 24 genes
identifiés comme responsables de cette ciliopathie : 8 genes codent pour les sous unités du BBSome
(BBS1, 2,4,5,7,8 9, 18), 3 génes codent pour le complexe « chaperonine-like » (BBS 6, 10, 12), BBS3
code pour une GTPase, BBS11 code pour une ubiquitine ligase, 4 génes codent pour des protéines du
corps basal (BBS13, 14, 15, 16), BBS17 code pour une protéine en interaction avec le BBSome. 3 génes
(BBS19, 20 et 22) codent pour des protéines IFT et les roles de BBS21, BBS23, BBS24 doivent encore

étre déterminés (Figure 9).
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Figure 9 : Les protéines BBS. Représentation schématique d’un cil primaire avec la localisation de 21 des 24
protéines BBS (inspirée de Suspitsin et Imyanitov 2016).
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A) Contribution de chaque géne BBS dans le syndrome

Comme le résume la Figure 10, 80% des cas de BBS ont été résolus par I'identification et la validation
de mutations pathogenes parmi les 24 génes BBS. BBS1 et BBS10 sont des contributeurs majeurs du
BBS puisqu’ils sont mutés dans respectivement 19% et 12% des patients. lls sont tous les 2 concernés
par des mutations associées a un effet fondateur, a savoir I'apparition d’'une mutation a un moment
donné de I’évolution dans une population restreinte, pouvant se disperser a I'échelle de la population
générale. 73% des patients mutés dans BBS1 sont porteurs de la mutation c.1169T>G, p.M390R
(Mykytyn et al. 2002a). Avant nos travaux portant sur le géne BBS1, certains patients BBS de la cohorte
non résolue de Strasbourg étaient porteurs a I’état hétérozygote de la mutation M390R mais la 2¢™
mutation n’avait pas été mise en évidence (Muller et al. 2010a). Concernant BBS10, 48% des patients
sont porteurs de la mutation ¢.271dupT, p.C91Lfs*95 également associée a un effet fondateur. Le reste
des génes BBS sont mutés dans un nombre restreint de cas : ce sont des contributeurs mineurs au BBS.
Toutefois, méme si le BBS est la ciliopathie avec le taux de résolution le plus élevé, 20% des cas restent

irrésolus (Mitchison et Valente 2017a).

20%
cas de BBS
non résolus

Figure 10 : Contribution de chaque géne dans le BBS. Camembert récapitulant le pourcentage de patients mutés
pour chaque géne BBS parmi les 80% de patients ayant un diagnostic génétique (adapté de Forsyth et Gunay-
Aygun 1993, mise a jour le 23/07/2020).

B) Présentation de certains genes BBS

> BBS1
Le géne BBS1 situé sur le chromosome 11 (11g13.2), se compose de 17 exons codants pour un transcrit
de 3368 pb et une protéine de 593 AA (65 kDa) qui représente une sous unité majeure du BBSome.
BBS1 est le géne retrouvé muté dans la majorité des cas de BBS résolus (~¥20%). La protéine est en
interaction directe avec la GTPase BBS3/ARL6 au sein du BBSome et permet ainsi la localisation ciliaire,
I’activation et I'attache membranaire du complexe (Figure 5). D’ailleurs, en cas de mutation de BBS1,

le BBSome est mal localisé et non fonctionnel entrainant un dysfonctionnement ciliaire. Dans plus de
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70% des cas de patients BBS1 rapportés, une mutation faux-sens (p.M390R) a été identifiée. Cette
mutation concerne un AA trés conservé au cours de I'évolution (Mykytyn et al. 2002a) situé au niveau
du domaine B propeller (d’interaction protéine-protéine) (Davis et al. 2007) (Figure 11). L'AA M390
n’est pas impliqué directement dans l'interaction de BBS1 avec ARL6. Par contre, il a été montré que
la mutation M390R provoque un mauvais repliement de la structure du B propeller qui semble adopter
une structure en hélice a. Ce changement a pour conséquence I'absence de formation du complexe
BBS1-ARL6. Finalement, quand BBS1 est porteur de la M390R, le transport des protéines au cil est

altéré car ARL6 ne recrute pas le BBSome a la membrane (Mourao et al. 2014).

Des souris Knock-in (KI) BBS1V390R/M390R norteuses de cette mutation présentent un phénotype similaire
a celui des patients : atteinte rétinienne, infertilité masculine, obésité, troubles olfactifs, atteintes
neuroanatomiques (Davis et al. 2007). La these de Yen, s. d. rapporte le modele poisson zebre
Bbs1"3%® présentant un phénotype typique de poisson-zébres BBS provoqué par I'utilisation de
morpholinos anti-Bbs1 réexprimant Bbs1M3R e phénotype est rétabli avec la réexpression d’un
Bbs1"" confirmant la pathogénicité de la mutation M390R. La taille et le niveau d’expression de la
protéine Bbsl porteuse de la mutation est similaire a la protéine normale. Par contre, la protéine
mutée est localisée au niveau du cytoplasme contrairement a la protéine Bbs1l normalement localisée

au niveau du corps basal et du cytoplasme.

1 100 200 300 400 500 600 700 Séquence (AA)

rd

AE 1} 593

Légende :
- Domaine d’homologie a la pleckstrine . Helice a
l'.'.'. Domaine B propeller - y-adaptin ear domain

Figure 11 : Les domaines protéiques de BBS1 et BBS5. Représentation schématique des domaines protéiques
pour les protéines BBS1 et BBS5 (adapté de Chou et al. 2019a).

> BBS5
Le géne BBS5, situé sur le chromosome 2 (2g31.1) contient 12 exons codants pour un transcrit de 3475
pb et une protéine de 341 AA (36 kDa). Il s’agit d’un contributeur mineur au BBS puisque seulement
2% des familles de diverses origines ethniques présentent des mutations du géne BBS5. Jusqu'a
présent, plusieurs mutations dans BBS5 ont été rapportées comme responsables du BBS et sont
référencées dans le Tableau 8.
BBS5 est une sous-unité périphérique du BBSome faisant partie de la base large du BBSome en

interaction directe avec BBS9 (Figure 5). Deux groupes d’auteurs ont montré, en 1993, la présence de
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motifs analogues a ceux de la pleckstrine (segments homologues d’environ 100 AA chacun, dénommés
domaines homologues a la pleckstrine (PH)) dans un nombre important de protéines dont BBS5,
n’ayant apparemment aucun lien fonctionnel commun (Haslam, Koide, et Hemmings 1993 ; Mayer et
al. 1993) (Figure 11). L’extension de ces recherches a conduit a retrouver des domaines PH dans plus
de 90 protéines (Saraste and Hyvonen, 1995) et la liste n’est probablement pas close. Au sein des 2
domaines d’homologie a la pleckstrine (PH1 et 2) de BBS5, des domaines DM16 ont été identifiés. Leur
fonction reste inconnue mais I'alignement des séquences protéiques (prise en compte de dix espéces
allant du Trypanosome a ’'Homme) montre une grande conservation au cours de I'évolution traduisant
ainsi leur importance (J. B. Li et al. 2004). Des faisceaux de 3 hélices a sont présents a I'extrémité C-
terminale. Cette structure globale n’a jamais été retrouvée dans d’autres protéines du BBSome. BBS5
est une protéine qui se lie au phosphatidylinositol-phosphate (PiP) (Nachury et al. 2007b) et permet

I'interaction du BBSome avec la membrane plasmique comme BBS2, BBS7 et BBS9 (Chou et al. 2019b).

Il existe un modele poisson-zébre Bbs5 créé en recourant aux morpholinos qui présente un phénotype
rétinien, cardiaque et rénal. Les poissons Bbs5 sont recourbés par rapport a leurs congéneres WT : un
phénotype typique de ciliopathie (Al-Hamed et al. 2014). Le modeéle murin Knock-out (KO) Bbs57
(Bbs5tmIbEUCOMMIWES)) 5 &té généré par I'IMPC « International Mouse Phenotyping Consortium » : une
organisation dont l'objectif est de générer des modeles murins invalidés pour chacun des ~20000
génes répertoriés dans le génome humain afin de comprendre leurs fonctions (Dickinson et al. 2016).
Les souris Bbs57" présentent des anomalies des membres (tibia plus court). Elles deviennent obéses,
ont des problémes au niveau du métabolisme glucidique et présentent une anomalie rétinienne : un
phénotype récapitulant plusieurs traits cliniques typiques des patients BBS (Meehan et al. 2017). Les

2 modeéles animaux récapitulent la plupart des signes cliniques rapportés dans le cas de ciliopathies.

> IFT27/BBS19
IFT27 est un gene situé sur le chromosome 22 (22q12.3) composé de 7 exons codants pour un transcrit
de 1073 pb et une protéine de 186 AA (20kDa) appartenant au complexe des IFT. Il s’agit d’une petite
GTPase ayant une forte homologie de séquences avec Rab8 et Rab11. IFT27 est en interaction avec
IFT25. Ce complexe protéique n’est pas nécessaire pour la formation du cil car les fibroblastes IFT277
ne présentent aucune anomalie de nombre ou de longueur du cil. En revanche, le complexe IFT27-
IFT25 est nécessaire pour le transport de cargos protéiques hors du cil car les cellules IFT277
présentent une accumulation au cil du récepteur SMO (voie SHH) et de certaines sous-unités du
BBSome (Figure 12). IFT27 est une protéine du transport antérograde qui régule également le

transport rétrograde des protéines hors du cil (Eguether et al. 2014a).
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Aldahmesh et al. 2014 a rapporté, pour la premiére fois, IFT27 comme le 19°™ géne BBS en présentant
le cas d’'une famille avec un phénotype typique de BBS (RP, obésité, déficience intellectuelle,
polydactylie et atteinte rénale). Une validation fonctionnelle au moyen du modeéle poisson-zébre
(généré avec l'injection de morpholino anti-Ift27) a montré des caractéristiques typiquement
retrouvées dans le cas de poisson-zébres modeles de ciliopathie (courbature de I'axe antéro-
postérieur, défaut dans le transport rétrograde de mélanosomes). Un modele murin KO pour Ift27 a
également été étudié par Eguether et al. 2014. Les souris présentent des anomalies compatibles avec
une dérégulation de la voie SHH : polydactylie, malformations squelettiques, malformations du septum
atrial, défaut de positionnement des organes. Le phénotype des souris Ift277 est similaire a celui des
souris Ift257°et proche de celui des patients. L'ensemble de ces données expérimentales confirme et

précise les fonctions rapportées pour cette protéine.
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Figure 12 : Le complexe IFT27-IFT25. Représentation schématique de I'impact du complexe IFT27-IFT25 sur le
fonctionnement du cil primaire (inspiré de Nakayama et Katoh 2018).

3. Les autres ciliopathies et les génes associés

A) IQCE

La polydactylie est 'anomalie des membres la plus fréquente dans la population générale (3%). Elle
fait partie des signes cliniques typiquement rapportés pour des patients atteints de ciliopathies
syndromiques. Par exemple, les syndromes de Ellis Van Creveld (EVC) et de Weyers sont 2 ciliopathies
syndromiques causées par des mutations identifiées dans les génes EVC et EVC2 codants pour des
protéines localisées au niveau de I'EVC zone. Elles sont causées par une perturbation de la voie SHH

lors du développement des tissus cardiaques, squelettiques et orofaciaux (Pusapati et al. 2014).
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La polydactylie peut étre I'unique symptome d’une maladie monogénique causée par des mutations
dans 1 des 8 genes de polydactylie rapportées actuellement. Si ce géne code pour une protéine
impliquée dans le fonctionnement du cil alors la polydactylie est considérée comme une ciliopathie
non syndromique, comme c’est le cas pour /QCE.

Ce géne est situé sur le chromosome 7 (7p22.3), se compose de 22 exons codants pour un transcrit de
6887 pb et une protéine de 695 AA (77 kDa) qui est localisée au niveau de 'EVC zone en interaction
avec EVC et EVC2. Une mutation dans le gene IQCE a été rapportée par Umair et al. 2017 comme
responsable de polydactylie post-axiale (PAP). Les patients issus d’une famille consanguine ont subi un
examen global qui a révélé une PAP localisée uniquement au niveau des pieds. lls sont porteurs a |'état
homozygote de la mutation c.395-1G>A, p. Gly132Valfr*22 dans le géne IQCE, a présent considéré
comme un geéne de ciliopathie non syndromique (PAP). Le modéle murin KO Igce”” présente des
atteintes squelettiques multiples (polydactylie, anomalies des doigts, longueurs de tibias anormales)

accompagnées d’autres atteintes (métabolique, visuelle, cardiovasculaire).

B) VPS15

En 2016, le Laboratoire de génétique médicale a publié un article rapportant pour la premiére fois
VPS15 comme un geéne responsable de ciliopathie (Stoetzel et al. 2016). VPS15 est une protéine de
1358 AA codée par le géne VPS15 (3g22.1) qui comporte 20 exons, chez 'homme. Le géne Vps15 est
situé sur le chromosome 9 chez Mus musculus et code également une protéine de 150 kDa présentant
96% d’identité avec le géne humain. Il s’agit d’'une protéine habituellement connue pour son

implication dans le processus d’autophagie.

»  Ler6le de VPS15 dans le processus d’autophagie

La Vacuolar Protein Sorting associated protein 15 (VPS15) est également appelée PIK3R4 (sous unité
régulatrice n°4 de la phosphatidyl-insotiol 3 kinase). Il s’agit d’'une protéine prédite comme étant une
sérine-thréonine kinase a cause de son homologie de séquence avec certaines protéines telle que la
protéine kinase A (Knighton et al. 1991). Sa fonction de kinase n’a jamais été confirmée. Cette protéine,
découverte chez la levure est appelée p150 en référence a son poids moléculaire de 150 kDa
(Panaretou et al. 1997). Il s’agit d’'une sous unité régulatrice de la phosphatidylinositol 3 kinase (P13K)
de classe Ill qui permet la formation de Pi3P a partir de PiP. Elle subit une modification post
traductionnelle (myristoylation) en N-terminale qui permet son attache aux membranes (notamment
celles du RE ou de I'autophagosome) (Backer 2016). Le complexe VPS15-VPS34 joue un rdle important
dans l'autophagie (en interaction avec ATG14L/BECLIN-1, complexe 1) et dans le transport des
vacuoles cytoplasmiques (en interaction avec ATG14L/UVRAG, complexe 2) (Pampliega et al. 2013)
(Figure 13).
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L'article Stoetzel et al. 2016 rapporte pour la premiere fois un role inédit de Vpsl5 dans le
fonctionnement du cil primaire. La mutation R998Q ne perturbe pas I'interaction de VPS15 avec VPS34
et la formation de Pi3P. La ciliopathie développée est donc provoquée par une anomalie de
fonctionnement de VPS15 indépendamment de VPS34 et indépendamment du processus
d’autophagie.

Complexe 1 : ATG14L-BECLIN1
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Figure 13 : Les complexes 1 et 2 de la PI3K de classe Ill. Zoom sur la mutation R998Q localisée au niveau du
domaine WD40 de VPS15. (adaptée de Ohashi, Tremel, et Williams 2019) PI: phosphatidyl-inositol, Pi3P,
phosphatidyl-inositol 3 phosphate.

»  Ler6le de VPS15 dans le cil primaire

Les patients présentent tous le phénotype suivant : RP précoce, anomalie rénale (petits reins, kystes,
insuffisance rénale), retard de croissance, anomalies des membres (clinodactylie et brachydactylie) et
problemes d’apprentissage. 1 des 3 patients est en surpoids. La mutation faux sens p.R998Q a été
identifiée dans le géne VPS15 a I'état homozygote et se situe au niveau du domaine fonctionnel WD40
de VPS15, connu pour étre impliqué dans des interactions protéines-protéines (Figure 13).

Comme le résume la Figure 14, il ressort de ce travail que VPS15 est localisée au niveau du cis golgi et
interagit avec GM130 (une protéine marqueur du cis golgi). La mutation R998Q n’impacte pas les
interactions de VPS15 avec GM130 et d’'IFT20 avec GMAP210. Par contre, IFT20 s’accumule au cis golgi,
un nombre réduit de vésicules IFT20 positives cytoplasmiques est dénombré. IFT20 est retenue par

GMAP210 au niveau du cis golgi grace a un domaine coiled-coiled de 163 AA (Follit et al. 2008).
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GMAP210 est une protéine qui intervient dans le trafic des protéines ciliaires par I'intermédiaire
d’IFT20. GMAP210 et GM130 sont toutes les 2 localisées au niveau du cis Golgi et sont partiellement
redondantes (Roboti, Sato, et Lowe 2015). |l n’existe pas encore de données rapportant une interaction
entre le complexe VPS15-GM130 et IFT20, au niveau du cis golgi. Mais I’hypothése formulée a I'issue
du travail publié en 2016 est la suivante : le complexe VPS15-GM130 interagit avec IFT20 et sert de
« plateforme de chargement d’IFT20 » dans les vésicules du cis golgi (Figure 14). Les vésicules IFT20
positives contenant des protéines ciliaires transitent depuis le cis golgi vers le cil, le long des MT.
L'implication de VPS15 dans le fonctionnement du cil primaire serait donc associée a un mécanisme

IFT20 dépendant (Stoetzel et al. 2016).
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Figure 14 : Schéma bilan tiré de Stoetzel et al. 2016. lllustration des interactions et du réle de VPS15 dans le
fonctionnement du cil primaire. (Stoetzel et al. 2016)

4, Les maladies neurodégénératives
L'atteinte cérébrale est I'un des signes cliniques développés par les patients atteints de ciliopathies. La
membrane ciliaire est composée de récepteurs transmembranaires tels que des récepteurs a la
somatostatine (SSTR3), a la dopamine (DR) qui déclenchent des cascades de signalisations sous-
jacentes permettant I'établissement de fonctions neurologiques complexes (Goetz, Liem, et Anderson

2012). Des maladies neurodégénératives telles que I'ataxie spino-cérébelleuses ou la maladie de
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Huntington ont été rapportées comme pouvant étre causées par des génes codants des protéines
impliquées dans la régulation de la ciliogénése telles que TTBK2 et HTT (Youn et Han 2018).

Les maladies neurodégénératives sont des maladies caractérisées par une mort progressive des
neurones du systéme nerveux central menant a des troubles cognitifs tels que la perte de mémoire et
des troubles moteurs. Les mécanismes moléculaires a I'origine de ces pathologies sont multiples et
impactent diverses régions du cerveau.

A) Les amyloidoses

Il s’agit d’un ensemble de maladies caractérisées par I'agrégation de protéines anormales sous la forme
de fibres amyloides conduisant a un dysfonctionnement de I'organe touché. Les fibres forment des
dépodts extracellulaires insolubles et résistants a la protéolyse, formés a partir de feuillets B
antiparalléles (Figure 15). Une multitude d’organes peut étre atteints comme le cceur, le pancréas, le
cerveau... Le diagnostic est établi par observation histologique du tissu coloré au rouge Congo sous un
microscope a lumiére polarisée : les fibres amyloides sont caractérisées par une réfringence jaune-
verte. La classification des amyloidoses se base sur la nature de la protéine impliquée dans les dépots
et les symptémes cliniques (Baker et Rice 2012). 36 protéines ont été identifiées comme étant
amyloidogéniques chez les humains. Par exemple, les peptides AB s’accumulent au niveau du cerveau

dans le cas de la maladie d’Alzheimer (Picken 2020).
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Figure 15 : Les amyloidoses. Représentation schématique du principe général.

B) La maladie d’Alzheimer :

Elle fait partie des amyloidoses emblématiques et s’avére étre la premiere cause de démence chez les
personnes agées. Elle touche le plus souvent des personnes de plus de 65 ans et son incidence explose
apres 85 ans : une donnée majeure dans une société vieillissante comme la nétre ou I'espérance de
vie est en hausse. D’apres les données de la Fondation pour la Recherche Alzheimer, en France, 900
000 malades ont été recensés: un nombre qui devrait doubler d’ici 2050 sachant que 250 000
nouveaux cas s’ajoutent chaque année. Au niveau mondial, selon le World Alzheimer report édité par
I’Alzheimer’s disease international en 2015, 35,6 millions de personnes sont atteintes et le chiffre est

estimé a plus de 92 millions d’ici 2050. A ce jour, les seuls traitements existants sont palliatifs face aux
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troubles cognitifs des patients provoqués par la mort neuronale, la présence de plaques amyloides et
de dégénérescences neurofibrillaires (DNF) composées de protéines TAU hyperphosphorylées.

Dans 25% des cas, les formes de maladies d’Alzheimer sont dites familiales c’est-a-dire quand au moins
3 patients de la méme famille sont atteints. Dans 2 a 3% de ces formes familiales, la maladie
d’Alzheimer est une maladie génétique a transmission autosomique dominante liée a des mutations
identifiées dans les genes APP, PSEN1, PSEN2 et souvent associée a un age de développement précoce.
Dans 75% des cas, les formes de maladies d’Alzheimer ne sont pas familiales, il s’agit alors de cas dits
sporadiques dont les causes sont multifactorielles : 'accumulation de variants dans des genes de
susceptibilités augmentant le risque de survenue de la maladie. Par exemple, il est estimé qu’une
personne hétérozygote pour I'allele APOEe4 présente 10 a 20% de risque de développer une maladie
d’Alzheimer vers 75 ans. Ce pourcentage atteint 25-35% pour les personnes porteuses homozygotes
de cet allele. Toutefois, méme en |'absence de cet allele chez un individu, le risque de développer la

maladie n’est pas nul (Bird 1993).

»  Les plaques amyloides
Le précurseur APP (Amyloid Precurseur Protein) subit des clivages successifs afin de générer des
peptides relargués par la cellule. 2 voies co-existent dans les cellules pour le métabolisme d’APP.
Comme le résume la Figure 16, la voie non amyloidogénique se déroule de maniéere physiologique dans
les cellules : APP est clivé par I'a sécrétase puis par la y sécrétase pour finalement permettre le
relargage des peptides sAPPa, P3 et AICD. La voie amyloidogénique aboutit a la synthése des peptides
AB 1-40 et AB 1-42 aprés un premier clivage par la B sécrétase suivi d’un deuxiéme clivage par lay
sécrétase. En condition normale, les peptides AP sont dégradés et la voie non amyloidogénique est
favorisée. Mais, en condition pathologique, la production d’APP est activée et la clairance des peptides
AB est inhibée : ce déséquilibre mene a I'accumulation des peptides qui s’agrégent et forment des

plagues B amyloides.
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Figure 16 : Les voies non amyloidogéniques et amyloidogéniques. Représentation schématique du métabolisme
du précurseur APP par les différentes sécrétases (inspirée de Bachurin, Bovina, et Ustyugov 2018).
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»  Les protéines TAU phosphorylées et les DNF
TAU est une protéine associée aux MT neuronaux qui permet leurs formations et leurs stabilisations.
Dans des conditions normales, TAU est une protéine dont le degré de phosphorylation est hautement
régulé. Dans des conditions pathologiques, les protéines TAU sont hyperphosphorylées et
s’accumulent sous forme de filaments intraneuronaux conduisant a une dégénérescence
neurofibrillaire appelée DNF (Alonso et al. 2018). L'augmentation de ce niveau de phosphorylation
peut étre due (1) a I'hyperactivation des kinases de TAU telle que GSK3B qui phosphoryle TAU au
niveau des sérines 199, 202, 396, 404, (2) a un défaut de la phosphatase (PP2A), (3) a un défaut de
dégradation des protéines TAU hyperphosphorylées (Miao et al. 2019). Ces formes séquestrent la
protéine TAU normale et la remplace au niveau du squelette de MT qui se retrouve déstabilisé (Figure
17). Les tauopathies forment un groupe de maladies caractérisées par des anomalies de TAU et la

maladie d’Alzheimer en fait partie (Alonso et al. 2018).

Dégénérescence
neurofibrillaire (DNF)

Kinases N ‘é¢ - %@m
© .

©!
Phosphatases
ofe e,°

P-Tau

Squelette de
MT déstabilisé

Figure 17: Tau, phospho-Tau et DNF. Représentation schématique de la formation des formes
hyperphosphorylées de TAU, de leurs agrégations définient par le terme « dégénérescences neurofibrillaires »
(DNF) et des conséquences sur la stabilité du squelette de microtubules (MT). (Utilisation d’images de © Alila
Medical Media, Shutterstock)

»  L'impact de I'autophagie
Plusieurs études ont déja rapporté qu’un dysfonctionnement du processus d’autophagie a un impact
majeur sur le développement de la maladie d’Alzheimer (Figure 18). En cas de perturbation du
processus d’autophagie, les protéines TAU hyperphosphorylées et les peptides AB qui sont synthétisés
dans le cytoplasme ne sont pas dégradés a cause, par exemple, d’un défaut de fusion entre
autophagosome et lysosome (Cai et al. 2015). L'observation des neurites de souris modeles pour la
maladie d’Alzheimer a déja révélé I'accumulation d’autophagosomes (Nilsson et Saido 2014). Par
ailleurs des études in vitro ont montré que des neurones exposés a la rapamycine (un inhibiteur de la

voie mTORC1 qui stimule le processus d’autophagie) présentent une sécrétion accrue de peptides AB.
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Figure 18 : Autophagie et maladie d’Alzheimer. Représentation schématique comparant la dégradation ou le maintien des peptides AB et des protéines Tau dans 2 cas : |
processus d’autophagie fonctionne normalement (physiologique) ou le processus est perturbé (pathologique).
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IV. Larecherche translationnelle
Les scientifiques qui s’intéressent aux ciliopathies doivent faire face a plusieurs difficultés liées a la
grande hétérogénéité de ces pathologies. D’abord, ils sont confrontés a I’'hétérogénéité clinique : les
signes cliniques sont variables entre des individus, méme au sein d’une famille et se chevauchent entre
plusieurs ciliopathies différentes (Figure 20). Ensuite, ils font face a I’'hétérogénéité génétique puisque
d’une part, plusieurs génes sont responsables d’une méme pathologie et d’autre part, certains genes
peuvent donner lieu a des pathologies différentes (Figure 21). La sévérité des ciliopathies va dépendre
du nombre d’organes atteints et varier selon le mécanisme ciliaire impacté (la ciliogénése, le maintien
d’un fonctionnement normal du cil, les voies de signalisation) (Wheway, Nazlamova, et Hancock 2018).
Le travail du laboratoire de génétique médicale s’inscrit dans une recherche dite translationnelle qui
fait converger le travail des cliniciens, des bioinformaticiens, des chercheurs vers un objectif commun :
I'identification des causes moléculaires pour des familles concernées par « I’errance diagnostique » et
la meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques (Figure 19). Dans ce cas, les
données de la recherche fondamentale sont appliquées au cas d’un patient qui s’avére étre a la fois le

point de départ et le point d’arrivée de I'étude.

Laboratoire de Diagnostic Génétique Laboratoire de Génétique Médicale =
{Dr. Jean Muller, CHU de Strashourg) - Séquencage haut débit (WES, WGS)
- Panel de génes (TESq) - Analyses bioinformatique
Dans le cas de génes/mutations connus Travail exploratoire de recherche des variants

= DIAGNOSTIC

I GENETIQUE
DIAGNOSTIC CLINIQUE
Centre de référence pour les
Affections
Rares @
Geénétigue v
Ophtalmiques ;
eoordonné par e Pr. H: Dellfus ﬁ CARACTERISATION MOLECULAIRE

- © Validation fonctionnelle in vitro /in vivo
PATIENT |§ < [modeéles cellulaires, organismes modéles)
® Etude du processus physio-pathologique sous-jacent

© |dentification de cibles

ﬁ DEVELOPPEMENT THERAPEUTIQUE

Figure 19 : La recherche translationnelle. Représentation schématique des différentes étapes/acteurs de cette
recherche appliquée au Laboratoire de génétique médicale (UMR_S 1112).

1. Le diagnostic clinique
Strasbourg est un centre de référence pour de nombreuses maladies rares dont les ciliopathies. En
effet, le CARGO (Centre de référence pour les maladies génétiques rares ophtalmiques) centralise et
accueille tous les patients présentant des anomalies ophtalmologiques comme des RP. Les cliniciens
vont émettre une hypothése diagnostique plus ou moins forte en répertoriant les signes cliniques des

patients. Elle sera confirmée ou non en fonction du diagnostic génétique/moléculaire. L’identification
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des causes génétiques est réalisée en routine au Laboratoire de diagnostic génétique (NHC,
Strasbourg) en recourant a des techniques de biologies moléculaires classiques parmi lesquelles on
peut trouver le séquencgage Sanger, la PCR quantitative, les puces a ADN et le séquencage a haut débit
(panels de genes ou target exome sequencing TES) selon un arbre décisionnel établi par les laboratoires
de référence. Ces panels de génes contiennent une liste établie plus ou moins larges de génes connus
pour étre impliqués dans les ciliopathies. Dans le cas oU le résultat est négatif (aucune mutation n’a
été identifiée) et si le patient ou sa famille a donné son consentement, les études moléculaires peuvent
se poursuivre au sein du Laboratoire de recherche (LGM, U1112). L’identification des mutations
responsables est réalisée avec d’autres techniques telles que le séquencage complet de I'exome WES
(analyse des séquences codantes) et/ou du génome complet (WGS) voire de I’ARN complet (RNASeq).
Une analyse bioinformatique sur les données générées permet de filtrer les variants et de retenir les
plus pertinents. Une caractérisation moléculaire par des expériences de biologies moléculaires et
cellulaires et de I'utilisation de modeles in vivo adéquats vont permettre de confirmer et de valider la
pathogénicité des mutations identifiées, d’étudier le mécanisme physiopathologique sous-jacent et
d’établir une éventuelle corrélation génotype-phénotype. Le dernier pan de ce type d’étude est
I'identification de protéines pouvant devenir de potentielles cibles pour le développement des
molécules thérapeutiques. Le retour vers le patient permettra (1) de mettre un nom sur les causes de
la maladie, (2) de permettre une prise en charge optimale avec une possible anticipation de la survenue
des signes cliniques suivant le diagnostic, (3) la possibilité de proposer un conseil génétique au patient

et a ces apparentés incluant un diagnostic préimplantatoire et/ou prénatal.

A) Les difficultés associées au diagnostic clinique

La présence d’une polydactylie, d’'une obésité, d’anomalies au niveau de la vision, de |'ouie, du
fonctionnement rénal et des fonctions cognitives constituent des signes cliniques typiquement
retrouvés dans le cas des ciliopathies. La présence ou |'absence d’un signe devrait théoriquement
permettre de distinguer une ciliopathie d’une autre. Cependant, il existe des chevauchements
cliniques entre 2 ciliopathies différentes et des variabilités entre des individus atteints de la méme
pathologie qui rendent d’autant plus compliqué le rendu d’un diagnostic clinique (Mitchison et Valente
2017a). Par exemple, en théorie, le syndrome d’Alstrom se distingue du BBS par I'absence de
polydactylie et de déficience intellectuelle (Figure 20). Des différences qui ne sont pas si marquées en
pratique. Il existe des cas de patients qui peuvent ne pas présenter les signes typiques du syndrome a
cause de leurs habitudes de vie. Par exemple, il existe des patients BBS qui ne présentent pas d’obésité
car ils suivent un régime alimentaire ou pratiquent beaucoup de sport. A l'inverse, il existe des familles
pour lesquelles un seul des patients d’une fratrie présente un surpoids, une caractéristique clinique

courante dans la population générale.
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L’obtention d’un diagnostic clinique est privilégiée durant I'enfance afin de permettre une prise en
charge optimale le plus t6t possible. Mais dans certains cas, les signes cliniques peuvent se déclarer
plus tardivement car ils sont consécutifs a une dégénérescence progressive : un suivi régulier du

patient permet d’affiner le diagnostic et la prise en charge avec I'age grandissant.

Ciliopathies non syndromiques Ciliopathies syndromiques
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Figure 20 : Abaque des ciliopathies. Représentation des signes cliniques en fonction du type de ciliopathies.
L'intensité de couleur des signes cliniques est proportionnelle a la sévérité de I'atteinte. MORM : retard mental,
obésité troncale, rétinopathie pigmentaire, micropénis.

2. Le diagnostic génétique
Le diagnostic génétique est une étape primordiale des études translationnelles car il permet
d’identifier les causes génétiques du phénotype du patient. Les cliniciens I'utilisent pour éliminer les
hypotheses de diagnostic qu’ils ont pu formuler face aux tableaux cliniques trés hétérogénes de
certains patients ou pour confirmer le diagnostic émis.

A) Les difficultés associées au diagnostic génétigue

Une exploration de I’ADN des patients et de leurs parents est généralement réalisée dans la mesure
du possible par une étude dite « en trio ». Elle permet d’établir plus précisément la ségrégation
familiale et le diagnostic génétique. Ce dernier peut confirmer soit le diagnostic clinique dans le cas de
génes connus ou soit étoffer les listes de génes responsables dans le cas de genes initialement
candidats pour lesquels la caractérisation fonctionnelle a prouvé la pathogénicité. La difficulté
d’émettre un diagnostic génétique réside a 2 niveaux (Figure 21). D’une part, un gene peut étre

responsable de 2 ciliopathies différentes : par exemple, des mutations dans BBS1 peuvent provoquer

30



1. Introduction

un BBS (ciliopathie syndromique) ou une RP isolée (ciliopathie non syndromique). D’autre part,
plusieurs génes peuvent causer les mémes phénotypes : par exemple, 24 génes BBS ont été identifiés
comme responsables d’'une méme ciliopathie, le BBS. Dans certaines familles, les patients présentent
les mémes mutations mais la sévérité des symptdmes cliniques varie d’un individu a I'autre. Un mode
de transmission oligogénique est suggéré : c’est la présence d’une 3°™ mutation a I’état hétérozygote
dans d’autres genes BBS en plus de 2 mutations bialléliques (homozygotes ou hétérozygotes
composites) dans un premier gene BBS qui rend le phénotype pénétrant (Mitchison et Valente 2017a).
Il s’agit d’'une hypothése déja avancée pour expliquer les variabilités cliniques mises en évidence entre
des apparentés BBS ayant les mémes mutations génétiques. L’hypothese du triallélisme a été émise
uniquement dans le cas du BBS (Badano et Katsanis 2002). Il existe d’autres cas ou I'association de 2
mutations hétérozygotes dans 2 genes différents causent la maladie : on parle d’hérédité digénique,
une hypothése avancée dans le cas de patients atteints de néphronophtise (Bachmann-Gagescu 2014).
Il existe également plusieurs publications qui rapportent |’existence de variants modificateurs
génétiques : par exemple, le variant R930W présent dans le gene AHI1 est associé au développement
préférentiel d’une RP chez des patients atteints de néphronophtise (Bachmann-Gagescu 2014).

B) L'apport des techniques NGS

Avant l'essor des techniques de séquencage haut débit il y a une dizaine d’années, les chercheurs
pratiquaient principalement en routine des analyses gene par gene tels que le séquencage Sanger, le
cas échéant des MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) permettant de mettre en
évidence des sariations du nombre de copie (CNV) connues dans des genes connus, des SNP arrays
(cartographie par autozygotie/homozygotie). L’objectif de ces techniques était de réaliser a moindre
co(t le test d’une liste de genes connus assez réduite a I'époque. Ces stratégies diagnostics se sont
avérées consommatrices de temps, d’argent et ne permettaient pas une étude a grande échelle. La
cartographie par autozygotie est encore appliquée pour des maladies autosomiques récessives dans
le cas de familles consanguines. L'objectif est de déterminer les régions chromosomiques identiques
chez tous les individus atteints qui sont présentes a I’état homozygote. Les génes des régions
concernées sont ensuite séquencés par Sanger a la recherche de mutations (Bachmann-Gagescu 2014).
Nous avons utilisé cette technique dans plusieurs projets dont celui portant sur le geéne BBS1.

Face a la difficulté de relier le phénotype complexe des patients a un seul géne, les cliniciens étaient

de plus en plus demandeurs d’analyser plusieurs génes potentiellement responsables de la pathologie.
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Figure 21 : L’hétérogénéité génétique des ciliopathies. Diagramme de Venn représentant les chevauchements
des diagnostics moléculaires : certains genes sont responsables de plusieurs ciliopathies. (inspiré de Mitchison
et Valente 2017a) ACL : Amaurose congénitale de Leber, OFD : syndrome oro-facial-digital, ALMS : syndrome
d’Alstrom, BBS : Syndrome de Bardet-Biedl. MORM : Retard Mental, Obésité troncale, Rétinopathie pigmentaire,
Micropénis.

Le séquencage haut débit ou séquencage de nouvelle génération (NGS) regroupe un ensemble de
méthodes qui vont interroger simultanément un grand nombre de régions de notre génome et
détecter un grand nombre de variations génétiques a I’échelle : d’'un groupe de génes pour le TES, des
régions codantes du génome pour le WES (2% du génome) et du génome entier pour le WGS. Il s’agit
de techniques devenues de plus en plus abordables a partir de 2010, période a partir de laquelle leur
utilisation s’est démocratisée dans les laboratoires. Par rapport aux méthodes utilisées avant, le NGS
est plus rapide, moins couteux et permet I'analyse simultanée d’énormes quantités d’ADN (le
traitement de plusieurs patients en paralléle) (Mitchison et Valente 2017a).

Le recours aux techniques NGS a permis des avancées non négligeables dans I'identification et la
résolution des cas de ciliopathies (Figure 22). Ces techniques ont facilité la mise en place de
corrélations génotype-phénotype et ont permis de reclasser les phénotypes compliqués de certaines

ciliopathies en fonction des causes génétiques. A I’heure actuelle, le BBS est la ciliopathie pour laquelle
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la proportion de cas résolus est la plus élevée en atteignant 80% des cas. Ce nombre s’éleve a 70%
dans le cas du syndrome de Meckel-Gruber, 60% pour le syndrome de Joubert et seulement 20% dans

le cas des néphronophtises (Mitchison et Valente 2017a).
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Figure 22 : L’apport des techniques NGS dans le diagnostic génétique. Histogramme représentant le nombre
approximatif de genes découverts en fonction de la technique utilisée. L’émergence des techniques NGS depuis
2010 est marquée en (inspiré de Chog et al. 2015).

L'un des enjeux majeurs face a la quantité massive de données générées est la capacité de les stocker,
de les annoter et surtout de les interpréter avec des logiciels dédiés. Comme le résume la Figure 23,
une série de filtre est appliquée aux données obtenues pour réduire le nombre de variants et
sélectionner ceux potentiellement responsables de la pathologie en fonction du mode de transmission,
des mécanismes physiopathologiques connus, des données de pénétrance. Dans le cas des maladies
autosomiques récessives, la recherche est d’abord orientée vers des variants présents a I'état
homozygote, dans le cas de familles consanguines. Dans la majorité des cas, on considere le cas de
patients hétérozygotes composites pour lesquels 2 mutations différentes dans le méme géne sont
identifiées et sont responsables du phénotype. Il est possible que certains variants aient été déja
rapportés dans les bases de données telles que ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) par
exemple. Les variants filtrés doivent étre absents ou tres peu fréquents dans les bases de données de
la population générale telles que 1000 genomes (https://www.internationalgenome.org/) ou gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/). Des logiciels de prédictions tels que SIFT (https://sift.bii.a-
star.edu.sg/) et PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) permettent de déterminer
I'impact des mutations sur la structure et la fonction protéique. L'impact sur I'épissage peut étre testé
en recourant a MaxEntScan (Yeo et Burge 2004), NNSplice (Reese et al. 1997) et Splice Site Finder
(Shapiro et Senapathy 1987).
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Figure 23 : La filtration de variants. Exemple appliqué aux données de WES (inspiré de Raffan et Semple 2011).

Une classification des variants a été établi selon les recommandations de I’ACMG (American college of
medical genetics) et de I’AMP (Association for molecular pathology) (Richards et al. 2015). Il existe 5
classes de variants dont la classe 1 correspond aux variants bénins et la classe 2 a ceux probablement
bénins : dans ces 2 cas, le lien de causalité avec la pathologie est exclu.

A l'inverse, la classe 5 correspond aux variants pathogenes et la classe 4 a ceux probablement
pathogénes. Dans ces 2 cas, leur effet sur la fonction de la protéine est avéré ou fortement suspecté.
Le lien de causalité entre le variant et la pathologie est établi s’il est présent a I'état homozygote ou
s’il est présent en trans d’une autre mutation classée 4 ou 5, dans le cas de maladies récessives. Dans
la majorité des analyses, les variants de la classe 3 (de signification inconnue (VSI ou VUS)) posent
probleme car leur effet sur la fonction de la protéine ne peut pas étre exclu. Des études
complémentaires (études de co-ségrégation, études fonctionnelles in vitro, études d’épissage) doivent
étre mises en ceuvre afin de re-classer les variants en bénins ou pathogenes et permettre le rendu d’un
diagnostic univoque aux patients. Beaucoup de ces variations sont des mutations faux-sens qui
conduisent a des substitutions d’AA et dont I'effet protéique doit étre déterminé. Les mutations non-
sens (conduisant a I'apparition d’'un codon stop prématuré), les mutations d’épissage (touchant les
sites donneurs ou accepteurs d’épissage), les délétions/insertions d’un nombre non multiple de 3
(entrainant un décalage du cadre de lecture et par conséquent I'apparition d’un codon stop
prématuré) constituent un groupe de variants dont la preuve de pathogénicité est plus aisée (classe 4

et 5).
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»  Le séquencage ciblé ou panel de génes (TES)
Il s’agit d’une technique NGS qui permet de faire le séquencage d’un groupe défini de génes (panels
de genes) dont la pathogénicité dans la maladie d’intérét est avérée. Par exemple, le laboratoire de
diagnostic génétique a déterminé un panel de 58 génes incluant les génes BBS et ceux de diagnostics
différentiels (MKS, NPHP, JBTS, ALMS...). L'utilisation de panels de génes permet de prioriser I'analyse
par rapport a une entité phénotypique spécifique. Cela permet une interprétation simplifiée en
garantissant une qualité importante des données et une diminution du colt (augmentation du nombre
de patients séquencés simultanément). Néanmoins, ces types d’analyses sont par définition
restreintes aux genes choisis. Il s’agit de la premiere étape d’analyse, rapide et peu co(teuse qui est

mise en place dans le schéma aboutissant au diagnostic génétique.

»  Le séquencage complet de I'exome (WES)

Il s’agit d’une technique NGS qui permet de réaliser le séquencage complet des séquences codantes
du génome (soit 2%). L’annotation et I'interprétation des variants permettent de mettre en évidence
des mutations dans des genes déja connus ou des mutations dans des génes considérés comme
candidats dont I'implication dans la pathologie n’est pas encore avérée. Il peut s’agir de genes dont le
lien avec le cil a été évoqué précédemment par des expériences de transcriptomiques, protéomiques
ou toutes autres analyses globales. Par exemple, les protéines identifiées au cours d’études ayant
permis de déterminer la composition du ciliome sont pour certaines codées par des genes connus et
d’autres par des génes candidats. Le ciliome correspond a un ensemble de 2500 génes/protéines a
I’'heure actuelle (représentant plus de 10% de nos génes) impliqués dans le fonctionnement du cil
primaire (Bachmann-Gagescu 2014). Ces informations sont présentes dans des bases de données telles
que Syscilia (http://syscilia.org/), CilDB (http://cildb.cgm.cnrs-gif.fr/). Le WES permet également
d’identifier de nouveaux génes dans des cas ou la pathogénicité des variants dans des genes connus a
été écartée et ou les variants filtrés restants sont présents dans des genes dont le réle est totalement
éloigné du cil primaire. C’'était le cas pour VPS15 a I'époque : la caractérisation moléculaire et le recours
a des modeles d’étude de ce géne est nécessaire pour valider I'implication d’un gene dans les
ciliopathies.

Méme si le WES est une technique qui s’est démocratisée au sein des laboratoires de recherche,
I'analyse par WES présente quelques limitations qu’il faut conserver a I'esprit : cette technique ne
permet pas de détecter des mutations non codantes, des translocations équilibrées (échanges
réciproques de matériels entre 2 chromosomes non-homologues). Les variations du nombre de copies
(CNV) sont difficilement mises en évidence. Les régions difficiles du génome humain (pseudogeénes,

régions riches en GC, séquences répétées) sont également peu couvertes par cette analyse : le nombre
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de lecture de ces séquences est faible et par conséquent la détection de mutations dans ces régions

est limitée (Oud, Lamers, et Arts 2017).

»  Leséquencage du génome complet (WGS)

Il s’agit de la technique NGS la plus compléte car elle permet de réaliser le séquengage complet de
I’ensemble du génome (régions codantes et non codantes). En plus des régions exoniques qui sont trés
bien annotées et interprétées, le WGS donne acces aux variants présent dans les régions promotrices
proximales, les régions régulatrices distales appelées « enhancers» (séquences génomiques
permettant I'activation transcriptionnelle d’'un géne a distance). Des progrés sont nécessaires pour
I"annotation de ces séquences non codantes dont I’'exploration commence a se généraliser.

Contrairement au TES et au WES, le WGS ne nécessite pas d’étape de capture (étape permettant la
sélection des régions séquencées). Comme je 'ai déja mentionné, les régions plus complexes (riches
en GC, hautement répétées) ne sont pas aussi bien capturées que le reste de I'exome et la couverture
n’est pas homogene. Le WGS s’affranchit de cette étape et la couverture du génome est donc plus
homogene. Cette approche se perfectionne encore avec la génération de séquences plus longues
permettant de mettre en évidence plus facilement les variations structurales (Meienberg et al. 2016).
Les fournisseurs de ces technologies (Illumina par exemple) proposent des prix de plus en plus
attractifs ce qui expliquent la popularité grandissante pour le recours au WGS dans I'identification des

mutations génétiques.
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V. Les modeles d’étude pour les ciliopathies

Dans le schéma général de la recherche translationnelle (Figure 19), le diagnostic génétique est suivi
d’une validation fonctionnelle dans le cas de variants de signification inconnue (classe 3) pour lesquels
la preuve de pathogénicité doit étre montrée. Cette étape nécessite le recours a des modeles
d’études : (1) cellulaires in vitro, a partir de fibroblastes maintenus en culture, (2) animaux in vivo,
certaines lignées de souris et de poisson-zebres modéles de ciliopathie ou de BBS ont d’ailleurs été
mentionnées précédemment. Ce sont des outils ayant permis d’étendre les connaissances portant sur
les genes et les voies physiopathologiques impliquées. Le choix du modeéle va dépendre de la
conservation du géne entre I’humain et les espéces considérées (genes orthologues), de sa fonction,
de la nécessité ou pas d’étudier un tissu dans sa globalité, des outils moléculaires disponibles pour ce
modele, du temps et du budget pouvant étre investis par les scientifiques (Molinari et Sayer 2020).

Dans la suite de cette partie, j'ai choisi de restreindre mon propos aux 3 modeles d’études utilisés aux
cours de la these : les modeles cellulaires, les modeles poisson-zebres et les modéles murins. Pour ce
dernier modele, je présenterais plus précisément les 3 organes explorés chez les souris Vps15 : I'ceil

(notamment la rétine), le rein et le cerveau (notamment I’hippocampe).

1. Les modeles cellulaires
La culture de cellules est un moyen peu colteux utilisant du matériel facilement manipulable afin de
disséquer les mécanismes pathologiques responsables d’'une maladie. Un phénotype peut s’avérer
différent entre 2 patients ayant le méme génotype, ce qui montre I'impact majeur du fond génétique.
Les fibroblastes sont des cellules retrouvées de maniére quasi ubiquitaire dans le corps humain. lls
sont facilement accessibles par biopsies de peau. Ce geste est peu invasif et indolore (la procédure est
décrite dans Scheidecker et al. 2015) et permet de récupérer des fibroblastes pour la mise en place
d’une culture primaire. Les fibroblastes forment un modele humain simple, individu-spécifique. Quand
cela est possible, I'acces aux fibroblastes de patient est un avantage puisque les cellules possedent
déja la mutation dans le gene d’intérét avec un fond génétique donné. Dans le cas contraire ou les
fibroblastes ne sont pas accessibles, des expériences permettant de reproduire la mutation dans des
cellules ayant un fond génétique différent doivent étre mises en place (Molinari et Sayer 2020). Il faut
établir en parallele des lignées de fibroblastes d’individus contrdles en privilégiant des apparentés
sains qui ne présentent pas la mutation a I'état hétérozygote ou des personnes de méme age, méme
sexe, méme origine ethnique. Une fois la culture primaire de fibroblastes établie, les cellules sont
soumises a des conditions de culture qui varient en fonction de la question posée. Comme le résume
la Figure 24, la culture des fibroblastes dans des conditions déprivées en glucose (-Glc) permet de
stimuler le processus d’autophagie. L’ajout de chloroquine (CQ) dans le milieu de culture permet

I'inhibition des phases tardives de I'autophagie. Une condition de culture sans sérum (-SVF) pendant
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24h permet d’induire la ciliogénése et d’étudier les cellules ciliées. C'est une condition tres utilisée
dans le cadre de I'étude des ciliopathies. En effet, il est possible de confirmer un phénotype de
ciliopathie en mesurant la taille du cil ou en déterminant la fréquence de ciliation des cellules. L’ajout
de SAG dans le milieu permet d’activer la voie SHH : une voie dont le fonctionnement est fréquemment
altéré dans le cadre des ciliopathies.

DMEM 10% SVF, 1% PS, [Gle] = 1g/L

—S\t/F —SVFJSAG -Glc -Glc +CQ
Hi Cil primaire (‘) Autophagosome
Ciliogénése Activation de Stimulation du Inhibition de la fusion
la voie Hh processus Autophagosome-
d’autophagie lysosome

Figure 24 : Les conditions de culture des fibroblastes. Représentation schématique récapitulant les conditions
de culture des fibroblastes de peau utilisées au cours de cette thése pour étudier différents mécanismes.

2. Les modeles poisson-zeébres

Pour générer ces modeles, le Laboratoire de génétique médicale a établi une collaboration de longue
date avec I'équipe du Pr Uwe Strdhle et notamment le Dr Christelle Etard basée au Karlsruhe Institute
of Technology (KIT, Karlsruhe, Allemagne).

Avec ~25000 genes (GRCz11, ensembl 100.11), le poisson-zébre ou Danio rerio partage des
orthologues fonctionnels avec 70% des genes humains. Plusieurs avantages peuvent étre avancés pour
justifier I'étude de ces poissons. llIs sont transparents, leur organogénese est rapide. lls sont de petite
taille, leur taux de fécondité est élevé et le colt de leur maintenance est réduit par rapport a d’autres
modeles animaux. Pour mettre en place I'étude d’un géne et des voies de signalisations associées, il
est primordial de vérifier que I'orthologue est présent dans cette espéce et qu’il n’est pas dupliqué. En
effet, une duplication du génome entier des poissons téléostéens dont fait partie le poisson-zebre a
eu lieu tres tot dans I’évolution de leur branche et certaines duplications de genes ont été maintenues
au cours du temps (Molinari et Sayer 2020). Pour caractériser un gene, il est possible d’étudier les
conséquences de sa surexpression par micro-injection d’ARNm. A I'inverse, I'injection de morpholinos
ou oligonucléotides anti-sens permet d’atténuer |'expression de genes des le stade embryonnaire et
d’étudier les conséquences. Plus récemment, la démocratisation du systéme CRISPR-Cas9 (une
endonucléase d’ADN qui induit des coupures double-brin d’ADN associée a un ARN guide qui permet

la création de mutations dans les genes cibles) a conduit a I’établissement de lignées Knock-Out (KO)
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de poisson-zébres. Les morpholinos et le systeme CRIPR-Cas9 sont trés utilisées. lls sont rapidement
applicables et peuvent étre couplés avec l'injection d’ARNm du géne WT ou muté dans le cadre
d’expériences de rescue/sauvetage qui permettent de confirmer la pathogénicité de nouvelles
mutations a valider. Il existe des lignées transgéniques permettant apres croisements de visualiser, par

fluorescence, des structures précises comme le cil (Molinari et Sayer 2020).

3. Les modeles murins

La souris, Mus musculus, est un mammifére de petite taille qui partage 70% des genes codants des
protéines chez 'homme. C'est I'organisme modele des vertébrés le plus utilisé pour les recherches
portant sur la génétique médicale. La caractérisation des multiples modéles murins existants a
contribué a la clarification des mécanismes pathologiques de nombreuses maladies ainsi qu’a
I'identification de cibles thérapeutiques potentielles. Depuis la premiére lignée de souris KO rapportée
en 1986, des milliers d’autres modeéles ont été générés par différents consortiums dont la mission est
d’assigner une fonction a chacun des génes du génome murin (Barbaric, Miller, et Dear 2007). L’essor
de ces modeles est d@ a I'utilisation d’outils permettant la mise en place d’une mutagénese dirigée par
recombinaison homologue en utilisant les cellules souches embryonnaires. Depuis peu, les
technologies d’éditions de genes, telle que CRISPR-Cas9, ont simplifié et rendu accessible la génération
de modeéles KO et Knock-in (KI).

A) Comparaison des tissus humains et murins

»  LUcell
Il s’agit d’'un organe d’origine neurectodermique dérivé de la placode optique, elle-méme issue du
diencéphale. Cet organe senseur est composé de différents tissus dont la rétine. Comme le résume la
Figure 25, elle tapisse le fond de I'ceil et se compose de 10 couches contenant 3 types cellulaires
majeurs : les photorécepteurs, les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires dont le
regroupement des axones forme le nerf optique. Les photorécepteurs réalisent la phototransduction :
transformation du signal lumineux (flux photonique) en signal électrique (potentiel d’action) transmit
aux cellules bipolaires, elles-mémes en contact avec les cellules ganglionnaires. Les photorécepteurs
contiennent un cil spécialisé composé du « cil connecteur » qui fait le lien entre le segment externe
(OS) et le segment interne (IS) de la cellule (Sjostrand 1953). Il permet la prise en charge des protéines
entre les 2 segments, le long des MT, grace a des protéines telles que les IFT. L'OS est la zone
d’empilement des pigments photosensibles (rhodopsine) qui détectent la lumiére. L’IS contient les
organites et les ressources énergétiques nécessaires a la production de nouvelles protéines pour
réaliser la phototransduction (R. L. Collins et al. 2020). Il existe 2 types de photorécepteurs : les cones
et les batonnets. Les cones sont peu sensibles a la lumiére et permettent la vision en couleur

(photopique). 3 types de cOnes ont été recensés chez I'homme en fonction des longueurs d’ondes
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auxquelles ils sont sensibles (S, M ou L). La souris en possede seulement 2 types (S et M). Les souris
sont dichromates et ne sont pas sensibles a la couleur rouge. Il existe un seul type de batonnets pour
les 2 espéces. lls sont trés sensibles a la lumiére et permettent la vision en noir et blanc (scotopique)
(Veleri et al. 2015).

La Figure 25 souligne les différences anatomiques existant entre les humains et les souris. Chez
I’'homme, les 6 millions de cOnes sont tous concentrés au niveau de la fovéa : une zone hautement
spécialisée pour la vision précise. Les 100 millions de batonnets sont répartis partout ailleurs dans la
rétine. En comparaison, les souris ont un cristallin occupant un important volume, au détriment de
I'humeur vitrée (=uvée). Comme la plupart des mammiféres, leur rétine contient une plus grande
proportion de batonnets par rapport aux cones, mais ces derniers sont répartis dans tout le tissu a la
différence de I’'homme. Les souris n’ont pas de fovéa (Huberman et Niell 2011).

L'ONL (couche nucléaire externe) est la zone contenant les noyaux des photorécepteurs. En mesurant
I’épaisseur et en comptant le nombre de noyauy, il est possible de mettre en évidence une diminution
du nombre de photorécepteurs. Les synapses entre les photorécepteurs et les cellules bipolaires sont
situées dans I'OPL (outer plexiform layer). Elles contiennent du glutamate : un neurotransmetteur

associé aux hyperpolarisations (R. L. Collins et al. 2020).

Rétine CEil murin C.
RPE
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Figure 25 : Représentation schématique de I'ceil et de la rétine. A. Comparaison entre I'ceil humain et I'ceil de
la souris. B. Annotation des 10 couches de la rétine et des différents types cellulaires. C. Annotation des 3 parties
d’'un photorécepteur (adapté de Athanasiou et al. 2013; Veleri et al. 2015) GCL: couches des cellules
ganglionnaires, IPL : couche plexiforme interne, INL : couche nucléaire interne, OPL : couche plexiforme externe,

ONL: couche nucléaire externe, IS: segment interne/OS: segment externe des photorécepteurs, RPE ;
épithélium pigmentaire rétinien.
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La rétinopathie pigmentaire (RP) est un des signes cliniques majeurs des ciliopathies. Il s’agit d’une
dégénérescence de la rétine causée par la perte progressive des photorécepteurs (Athanasiou et al,
2013). Le fond d’ceil d’un patient présentant une telle anomalie est trés pigmenté en raison de
I"amincissement de la couche des photorécepteurs laissant apparaitre les pigments de I'épithélium
pigmentaire. Cette dégénérescence progressive des photorécepteurs explique la perte progressive de
la vue, jusqu’au stade ultime a savoir la cécité. Les RP sont caractérisées par |'atteinte des 2 types de
photorécepteurs : d’abord des batonnets puis des cones (Veleri et al. 2015). L’étude de la rétine et des
cellules qui la composent constitue un enjeu majeur dans la compréhension des mécanismes

physiopathologiques sous-jacents.

»  Lerein

Le rein est un organe essentiel qui permet d’extraire une partie des déchets de I'organisme par la
sécrétion d’urine. La définition d’'un néphron correspond a une unité fonctionnelle du rein et se
compose de portions ayant chacune une organisation cellulaire particuliere, associée a des taches
précises (Figure 26C). Le glomérule, composant majeur du corpuscule rénal, permet la filtration de
I'urine primitive a partir du sang. La fente glomérulaire est formée a partir des pédicelles des
podocytes. L'urine primitive est récupérée dans la lumiére de la capsule de Bowman qui est délimitée
par un épithélium. Les tubules proximaux et distaux permettent la réabsorption depuis 'urine vers le
sang grace aux nombreux replis membranaires des cellules (riches en mitochondries et en
transporteurs). La concentration-dilution de I'urine se réalise au niveau des anses de Henlé : zones
riches en aquaporines. Les canaux collecteurs drainent I'urine définitive en I'acheminant jusqu’a la
papille puis les calices et enfin vers I'uretere qui rejoint la vessie.

Si 'on compare le développement du rein entre I'homme et la souris, il existe des différences en
termes de temps nécessaire a la formation du I'organe durant I'embryogénése mais le résultat est
globalement similaire sur le plan de I'organisation et du fonctionnement. Le rein humain est multilobé
(Figure 26A) et possede environ 1 million de néphrons : un nombre établit dés la naissance (Murawski,
Maina, et Gupta 2010). Il pese en moyenne 140g et produit par jour environ 180L d’urine primitive. Le
cheminement de ce fluide le long des néphrons aboutit a la formation de 1,5-2L d’urine définitive ayant
une composition normalisée (Tanner, Brown, et Muntner 2012). Des anomalies lors d’analyses
urinaires de patients (protéinurie, glycosurie, polyurie...) aiguillent le clinicien sur la fonction et donc
la portion du néphron qui dysfonctionne. La version réduite du rein murin péese 18,6g, compte environ
16000 néphrons, posséde un seul lobe (Figure 26B). Il permet I'excrétion de 1mL d’urine définitive par
jour (Lindstrom et al. 2018; Mazzaccara et al. 2008). Les souris présentent de maniére physiologique

une protéinurie caractérisée par une quantité d’albumine élevée (Mazzaccara et al. 2008) et I'organe
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présente un dimorphisme sexuel au niveau des cellules de la capsule de Bowman. En effet, les males
présente un épithélium simple cubique, contrairement aux femelles pour lesquelles I'épithélium est
aplati (Yabuki et al. 1999). Par contre, les femelles des 2 espéces présentent un nombre plus restreint
de néphrons par rapport aux males.

Dans le rein, les cellules épithéliales sont pourvues a leur pole apical d’un cil primaire ayant un role
mécano-senseur nécessaire au maintien de ’lhoméostasie. Les ciliopathies sont caractérisées par une
atteinte rénale dont la sévérité est telle qu’elle constitue la cause majeure de déces chez les patients.
Par exemple, certains patients présentant une dérégulation des voies de signalisations telles que JAK-
STAT, WNT, la voie médiée par '’AMPc ou par le Ca?*. Une activation anormale de la voie WNT non
canonique cause une prolifération cellulaire accrue qui conduit a la formation de kystes (Jonassen et

al. 2008).

C.

Capsule rénale

Cortex (C)

Couche externe .
Médulla externe (OM)
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Figure 26 : Coupes transversales de reins. A. humain. B. murin. C. Représentation schématique annotée des
différentes couches rénales et des différentes portions d’un néphron. (adapté de Cullen-McEwen, Sutherland, et
Black 2016) RC: corpuscule rénal, PCT: tubule contourné proximal, tDL: anse de Henlé/branche fine
descendante, tAL : anse de Henlé/branche fine ascendante, TAL : anse de Henlé/ branche large ascendante, DCT :
tubule contourné distal, CT : tubule collecteur.

>  Lecerveau
Il s’agit d’une structure formée a partir du tube neural, lui-méme issu d’un repliement du feuillet
embryonnaire ectodermique (Semple et al. 2013). Les différentes parties du cerveau ont évolué a
partir de 3 puis de 5 bourgeons encéphaliques. Le télencéphale est a I'origine des hémispheres
cérébraux (lobes frontaux, pariétaux, temporaux, bulbe olfactif). Le diencéphale a donné le thalamus
et I'hypothalamus. Le mésencéphale a donné naissance aux pédoncules du tronc cérébral. Le
métencéphale est a l'origine du cervelet et du pons. Le myélencéphale a donné la médulla.
L'organogéneése cérébrale commence au cours de la gestation : elle dure 34 semaines chez I’"humain et
11 jours chez la souris. La neurogénese continue apres la naissance : la maturation et I'établissement
de certaines connexions neuronales se poursuivent jusqu’a I'adolescence (Zhao et Bhattacharyya

2018). Les modeles de rongeurs et plus particulierement les souris se sont imposées depuis ces
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dernieres années comme un modele d’étude majeur pour les maladies neurodégénératives. Ce modele
a effectivement permis de modéliser certains aspects de la physiologie et du fonctionnement cérébrale
face aux similitudes mises en évidence. Par exemple, les étapes de bases aboutissant a la formation
des neurones inhibiteurs (interneurones) et excitateurs sont conservées. Par contre, chez ’lhomme le
nombre de cellules, de types cellulaires et de connections établies sont beaucoup plus importants et
diversifiés. Il s’agit d’'une espéce dont la neuroanatomie est plus complexe et sous-tend des capacités
plus spécialisées comme le langage et la conscience par exemple. Ces fonctions spécifiques sont
également mises en avant sur les profils d’expressions géniques établis entre humains et souris qui
montrent des différences pour certains groupes de genes (Zhao et Bhattacharyya 2018). Pour les genes
orthologues, les séquences nucléotidiques et protéiques sont conservées et les patrons d’expression
concordent (Strand et al. 2007). Globalement, les stades du développement cortical ont été conservés
au cours de |'évolution des especes mammiféeres. La mise en place de cette structure en 6 couches
forme un empilement construit grace a la migration des neurones depuis les couches les plus internes
vers la superficie. Le cortex ainsi formé est impliqué dans les fonctions cognitives des mammiféres tels
que la perception sensorielle, les mouvements moteurs (Zhao et Bhattacharyya 2018). Le cortex
humain, beaucoup plus gros que celui des souris, est caractérisé par la présence de circonvolutions qui
sont absentes chez cette 2¢™ espéce (Semple et al. 2013). La forme et les différentes portions du
cerveau adulte pour les 2 especes sont récapitulées dans la Figure 27.

Afin d’analyser les différentes fonctions cérébrales chez les souris, plusieurs analyses sont mises en
place. Par exemple, les capacités d’interaction sociale sont étudiées en réalisant des tests de
préférence et des tests de reconnaissance d’individus. La communication est appréhendée par
I’'enregistrement des vocalisations. Les capacités cognitives sont analysées grace a des tests de
mémoire et d’apprentissage tels que la reconnaissance d’objet, la piscine de Morris, le Y-Maze (Zhao
et Bhattacharyya 2018).

L’hippocampe est une structure cérébrale, d’origine télencéphalique, considéré comme le siege de la
mémoire (V. S. Chen et al. 2017). Il s’agit d’une région sous corticale localisée au niveau du lobe
temporal formé a partir de 2 structures en U inversées qui sont le gyrus denté (DG) et la corne d’Amon
(CA), elle-méme divisée en 3 parties (CA1, 2 et 3) (Figure 27). Le flux d’information dans I’hippocampe
est unidirectionnel et forme une boucle. Les cellules granulaires du DG regoivent I'information du
cortex entorhinal et la transmettent aux cellules pyramidales de CA3. Ces derniéres sont en contact
avec les cellules pyramidales de CA1 qui envoient les informations au subiculum qui est relié au cortex
entorhinal (Molinari et Sayer 2020). En cas d’atteinte de I’hippocampe, les patients présentent des
troubles cognitifs avec perte de mémoire, associés a d’autres troubles cérébraux mettant en évidence

les connexions entre les diverses régions cérébrales.
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Figure 27 : Représentation schématique de cerveau A. humain B. murin et d’une coupe coronale ou
I’hippocampe est visualisé et agrandit. CA : Corne d’Amon, DG : Girus denté (inspiré de Cryan et Holmes 2005;
Brunner 2016).

De nombreux modeles murins ont été générés et phénotypés afin de mettre en place des corrélations
génotype-phénotype dans le cadre de I'étude des ciliopathies. Jai récapitulé de maniére non
exhaustive, certains modeles murins BBS dans le Tableau 1. Je rapporte également les résultats portant
sur les modeles murins Vps15 sur lesquels je me suis basée pour définir les ages, les effectifs et les

expériences a mettre en place pour débuter la caractérisation du nouveau modéle murin Kl Vps15.

B) Les modéles murins Vps15

»  Le modeéle KO Vps15 de Nemazanyy et al. 2013
Afin de déterminer I'effet de I'inactivation de Vps15 sur un organisme entier, cette équipe a généré et
étudié le premier modele KO pour Vps15, par recombinaison homologue et technique Cre-Lox en
ciblant I'exon 2 du gene. Il faut noter que le modéle KO total pour Vps15 de cette étude (Nemazanyy
et al. 2013) présente une létalité embryonnaire donc il n’a pas été étudié. C'est finalement un modele
KO conditionnel et spécifique du muscle qui a été étudié. L'absence de protéines Vps15 dans le muscle
a été confirmé par WB. Une diminution de la quantité protéique de Vps34 et Beclin-1 a été mise en
évidence, tout comme une accumulation des protéines P62 et LC3 associée a une quantité accrue de
protéines ubiquitinylées et une accumulation d’autophagosomes et de lysosomes dans le cytoplasme
des cellules musculaires. La souris KO Vps15 dans le muscle présente une AVM (autophagy vacuolar
myopathy) : un phénotype cohérent avec la perte de fonction totale de I'activité du complexe PI3K de

classe lll, dans cet organe.
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»  Le modéle Vps15 de Gstrein et al. 2018.
Ce deuxieme modele murin pour Vps15 a été induit par la technique d’ENU (N-éthyl-N-nitrosourea).
Par cette technique, les scientifiques créent des mutations de maniéere aléatoire dans le génome murin.
Il s’agit d’une technique de créations de lignées murines inversée par rapport aux techniques
habituelles : les phénotypes des lignées sont d’abord caractérisés puis une analyse génétique par WES
est mise en ceuvre afin d’identifier la mutation et le géne responsable du phénotype observé.
Dans le cas de cette étude (Gstrein et al. 2018), une substitution de nucléotides (T>A) dans I'intron 4
de Vps15 a été mise en évidence dans le cas de la premiére lignée étudiée dite marble, sachant que 2
autres lignées murines ont également été analysées. Selon les logiciels de prédictions, cette mutation
crée un nouveau site accepteur d’épissage et aboutie a I'apparition d’'un codon stop prématuré. En
comparaison de la protéine de 1358 AA attendue normalement, une protéine tronquée de seulement
289 AA peut étre produite (qui n’est pas détectée par WB). Il s’agit d’'une mutation hypomorphe
(entrainant une forte diminution de I'expression de la protéine normale) qui provoque une
désorganisation de la couche des cellules pyramidales notamment au niveau de la région CAl de
I’hippocampe. Elle est associée a une altération de la mémoire de travail. Les souris homozygotes de
la lignée marble présentent des quantités fortement réduites de protéines Vpsl15, Vps34 et Beclin-1
au niveau des régions hippocampiques.
Le deuxiéme modele étudié correspond a des embryons pour lesquels la déplétion de Vps15 est totale.
L’étude a été faite avant leurs naissances et a révélé un défaut de migration neuronale séveére.
Enfin, le dernier modele murin rapporté est un KO conditionnel Vps15 au niveau du télencéphale
(partie la plus frontale du cerveau en cours de développement) qui montre une dégénérescence
progressive sévere de I'hippocampe et du cortex, associée a une accumulation des protéines LC3 et
P62 et une stimulation de I'apoptose.
Cet article rapporte la 2™ famille mutée dans VPS15 aprés I'article Stoetzel et al. 2016. Par contre, le
phénotype des patients est trés éloigné de celui d’une ciliopathie. En effet, l'individu est porteur
homozygote de la mutation p.L1224R dans VPS15 et présente une sévere atrophie du cortex et du nerf
optique, une déficience intellectuelle, une ataxie, un retard psychomoteur, une épilepsie. La
caractérisation moléculaire menée sur ces cellules a révélé une baisse des quantités protéiques de

VPS15, VPS34 et Beclin-1 et une augmentation de la quantité de P62.
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Génotype Bbs1 M390R/M30R Bbs27" Bbs4 7 Bbs107 Bbs107~ Bbs127- Bbs17+ Cep2907-
Référence Davis & al. 2007 Nishimura & al. 2004 Mykytyn & al. 2004 Cognard & al. 2015 Yu & al. 2016 Marion & al. 2013 Datta & al. 2015 Yu & al. 2016
“ o o ¥ [ ¥ ) [l
- MET dés 5M - ERG dés 5W -H&Edes7M -OCT dés 3M -ERG dés 3M - IHC a-rhodopsine dés - H&E dés 2M - ERG dés 1M
Anomalies - H&E dés 6W - HRE dés7W - IHC a-opsine dés 6W | - Bleu de toluidine dés 3M | - Bleu de toluidine dés 3M 3M - ERG dés 7TW - Bleu de toluidine dés 2W
rétiniennes -ERG dés 11w - IHC a-rhodopsine dés - ERG dés W - MET dés 3mM - IHC a-rhodopsine dés - MET dés P45 - IHC a-rhodopsine dés
5w - TUNEL dés 6W - ERG dés 8W 2w 2w
- TUNEL dés 5M - MET - MET
- MET dés 5sM
Pas de kyste
Pas de kyste Kystes -H&Ea3m Pas de kyste
Anomalies rénales - ) - - -
- H&Edés5M Hyperalbuminurie et
polyurie
M ol o o ] “
Obésité Dés 3M Dés 4M (femelles) Dés 3M Dés3M - Dés 10W Dés4Mm -
Dés 5M (méles)
Hyper o] [}
Leptinémie Dés3M
Déobts de grai ] o] ™ “
epots de graisse - IRM dés 3,5M . Dés 10M Dés3M . . - IRM dés 6M .
Hyperphagie ] [} ] [} - [} . .
Dés 10W. Dés 10W. Dés 9W. Dés8W
Perte d’activité & - - - - - - -
) @ [=]
Ventriculo - IRM coronaires dés 3,5M . . . . . ~IRM dés 6M .
mégalie
Rétrécissement ]
Striatum et - coupes coronaires - - - - - - -
Hippocampe
Affinement du M . ) . . . . .
cortex cérébral - coupes coronaires
) ol o
Infertilité - H&E dés 6M - H&E - H&E et Bleu de toluidine - - - - -
dés P45
o
Anomalies des cils Pas d'anomalie des Pas d’anomalies des Anomalies des cellules
motiles 942 cellules épendymaires cellules trachéales rénales
-METa7m - MET - MET
Polydactylie - - - - -

Tableau 1 : Présentation de certains modéles murins BBS. Annotation des ages d’apparition et des techniques réalisées pour déterminer le phénotype de 8 modeles murins

Bbs. M : présence, ¥ absence, -:

immunohistochimie, IRM : imagerie a résonnance magnétique, M : mois, W : week (semaine), P45 : 45 jours aprés la naissance
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VI. Les problématiques

Mon projet de thése s’inscrit dans la recherche translationnelle appliquée aux ciliopathies et se
décompose en 2 grandes parties qui abordent toutes les étapes de cette recherche, par I'intermédiaire
de plusieurs projets. Les études que je vous présente décrivent toujours la démarche scientifique mise
en place entre le diagnostic clinique, I'identification des variations dans les données de séquencage et
I’étude fonctionnelle de leur impact sur les voies de signalisation attenantes au cil primaire en utilisant
les 3 modeles d’études présentés.

La premiere partie de ma thése aborde le cas de familles présentant des phénotypes typiques de
ciliopathies pour lesquelles le diagnostic génétique n’avait initialement pas encore été résolu : soit
parce que les variants identifiés étaient considérés comme des VUS (classe 3), soit parce que le 2¢™¢
alléle n’avait pas été identifié avec les techniques NGS mises en place en 1° intention et devait encore
étre déterminé. Il s’agissait donc de mettre en place les études moléculaires et les validations
fonctionnelles afin de déterminer la pathogénicité et I'impact fonctionnel de mutations identifiées
dans certains génes de ciliopathies déja connus. Cette premiére partie se décomposera en 4 projets
dont 3 portent sur des genes responsables de BBS (/IFT27, BBS1 et BBS5) pour lesquels les validations
fonctionnelles ont été conduites a partir des fibroblastes des patients mis en culture. Le dernier projet
porte sur le cas particulier du géne /QCE : un gene déja rapporté dans une seule famille comme
responsable de polydactylie post-axiale (PAP), une ciliopathie non syndromique pour laquelle les
patients présentent un phénotype ressemblant a celui d’'une ciliopathie syndromique. Pour cette
partie, nos recherches ont été réalisées sur les cellules des patients et un modele d’étude animal : le
poisson-zébre. A ce stade, 2 des 4 projets sont publiés :

° Identification and Characterization of Known Biallelic Mutations in the IFT27 (BBS19)
Gene in a Novel Family With Bardet-Biedl Syndrome. Schaefer E, Delvallée C, Mary L, Stoetzel C,
Geoffroy V, Marks-Delesalle C, Holder-Espinasse M, Ghoumid J, Dollfus H and Muller J. Frontiers in
Genet ics (2019).

° Novel IQCE variations confirm its role in postaxial polydactyly and cause ciliary defect
phenotype in zebrafish. Delvallée C*, Estrada-Cuzcano A¥*, Etard C*, Stoetzel C, Schaefer
E, Scheidecker S, Geoffroy V, Schneider A, Studer F, Mattioli F, Chennen K, Sigaudy S, Plassard D, Poch
O, Piton A, Strahle U, Muller J and Dollfus H. Human Mutation (2020).

Le projet portant sur BBS1 est en révision dans Human genetics :

° An SVA F retrotransposon insertion is a frequent cause of BBS1 mutation. Delvallée C,
Nicaise S, Antin M, Leuvrey AS, Nourisson E, Leitch C.C, Kellaris G, Stoetzel C, Geoffroy V, Scheidecker
S, Keren B, Depienne C, Klar J, Dahl N, Deleuze JF, Génin E, Redon R, Demurger F, Devriendt K, Mathieu-
Dramard M, Poitou-Bernert C, Odent S, Katsanis N, Mandel JL, Davis E. E, Dollfus H, Muller J.
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La seconde partie de ce manuscrit porte sur I'étude fonctionnelle d’'un autre modele d’étude animal,
le modeéle murin Vps15~9%Q généré au laboratoire. Le projet s’inscrit dans la continuité des travaux du
laboratoire portant sur la ciliopathie humaine causée par la méme mutation dans le méme géne. Je
vous présenterais les expériences menées sur les souris afin de déterminer (1) s’il s’agit du bon modele
d’étude pour cette ciliopathie et (2) 'impact de cette mutation chez la souris. Les 2 modeéles murins
déja publiés pour Vps15 ont été utilisés dans des études qui se sont concentrées sur une altération en
lien avec le role canonique de Vpsl15 dans le processus d’autophagie. Les organes atteints en cas de
ciliopathie n’ont jamais été analysés. Le modeéle Kl porteur de cette mutation apparaitrait comme un
modele tres prometteur pour définir les mécanismes physiopathologiques a I'origine du phénotype de
ciliopathie s’il existe. Cela permettrait de confirmer la corrélation génotype-phénotype, dans le cadre

des ciliopathies, avec un modele d’étude supplémentaire.
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l. Le matériel

1.

Tableau 2 : Listes des amorces

Gene

Nom Exon

Amorces sens (5’-3’)

Nom Exon

Amorces anti-sens (5’-3’)

Taille
(pb)

Amorces utilisées lors de la partie 1

PROJET 1 portant sur IFT27

Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencgage sanger de I’ADNg

IFT27 Ex2F CATAGGGCGTGTTTCAGTGGAAGA Ex2R CCAAGTTGCTTGTGGCCATTCTG 600
Ex5F TCTACCGAGTTGGGAGGTTTCACA Ex5R TCCCTGGGGTTAGCTTTCTGGAAT 710
Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage sanger de I’ADNc
IFT27 Ex2F CAGATCTTCCGCAGTGATGG Ex3-4R GTTCCACACTGTCTCCCGT 112
Ex3F TGAAGACAGTGCCAGTTCCT Ex6-7R AGTTTTCCATCTCTTTCACGGA 342
ex6-7F TCCGTGAAAGAGATGGAAAACT Ex7R TCTGTCTTCTCCGGTTGTGC 146
Ex2F CAGATCTTCCGCAGTGATGG Ex7R TCTGTCTTCTCCGGTTGTGC 537
Ex1F CCATGGTGAAGCTGGCAG Ex3-4R GTTCCACACTGTCTCCCGT 177
PROJET 2 portant sur BBS1
Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage Sanger de I’ADNg
1R Alu CAGCCTGGGCACCATTGA 270
BBS1 1F Intl2 | CACAGTACTCCACAAATAACTGCT
2R Int13 ATTTCCCCCAGCTTTGCTGT 440
A Int11 CCATCCCCTGTCTTGCTTTC B Int12 CATGCTTCATTTCCACCTCC 189
FO TSD CTACAAGATCCTGAAGCGTACTC R3 SINE-R TCTTGGGTGTTTCTCGCAGA ~2300
BBS1 & F4 VET CTCTGCGAGAAACACCCAAG ~250
SVA-F SINE- R5 Ex13 GTCTTTCGGGGCACATTGAG
F9 R AGTACCCAGGGACAAACACT ~350
F6 S ’; E- CAGCAGCCACCCCATCTG R2 SINE-R GCACCGCCCTTAATCCATTT
Amorces utilisées pour I'amplification et le séquengage Sanger de I’ADNc
13R TCAGGATCTTGATGATCAGG 264
BBS1 EX10-11 CCCACAAGGGGAAGAAGC
14R AGCACGTAGGCGCAGCA 446
Amorces utilisées pour la gPCR sur I’ADNg
Ex13F AAACTCAATGTGCCCCGA Ex13R CTACCTAGTTGGCCGAGATCTCCT 189
B8t Ex14F ACACCAACCTGAGCAGGAGT EX14R ACGTAGGCGCAGCAGGTAT 135
Amorces utilisées pour la gRTPCR sur ’ADNc
Ex4F TGGAACCAGGCCAAAGAG 6R AAGGCTCCTCTGCCGTCT 85
BBS1 Ex10-11F CCCACAAGGGGAAGAAGC 1R Alu CAGCCTGGGCACCATTGA 227
Ex15F CCCCACCTTTAAGCTCACAC 17F CTTCTCGAAGCACCAGCAC 296
PROJET 3 portant sur IQCE
Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage Sanger de I’ADNg
Ex12F CTCTGAGCTCACAACCAACAG Ex12R GTTGCCCAAGGGTTCACA 399
face Ex16F TGGTTTCTGGTGTTGTCAGG Ex13R TTTTCAGTGGCTGGTCAGAA 382
ATPfWB Ex3F AGCCGTGGGAAGTAGGTGTT Ex3R ATGTCCCATTGACCCCACT 385
TULP1 Ex12F GGGATGTAGGATCCCCTCA Ex13R CATGCCAGGAATGATGACG 481
Amorces utilisées pour la gRTPCR sur I’ADNc
1QCE Ex3-4F ACATCGCCAAAGTCACCTTATC Ex5R AGGGCCTGGGTCAGACTT 158
GSTT1 Ex2-3F ACCTTGACGGAGAGTGTGG Ex3R GCAGCTTCTCCGCAGAGT 144
SLC30A8 Ex9-10F CCATCTTACTCATGGAAGGTGTG Ex10R GCTGTAGCAACATGAGCTGAGA 154
RSPO1 Ex4F TGGAGAGGAACGACATCCG Ex5R CCTTACACTTGGTGCAGAAGTTA 156
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Gene Nom | Exon Amorces sens (5’-3’) Nom Exon Amorces anti-sens (5’-3’) -I;:i:)e
FGF9 Ex2F GGCCTGGTCAGCATTCGAG Ex3R GTATCGCCTTCCAGTGTCCAC 180
SFRP1 Ex1F GCTTCTACTGGCCCGAGATG Ex2R TGGCCTCAGATTTCAACTCGT 180
MECOM Ex4F AAACTCGAAAGCGAGAATGATCT Ex5R TGGTGGCGAATTAAATTGGACTT 185
ALPL Ex6-7F AACATCAGGGACATTGACGTG Ex7R GTATCTCGGTTTGAAGCTCTTCC 159
IGF2 Ex2-3F TTCTACTTCAGCAGGCCCG Ex3-4R GAAGTTGTCCGGAAGCACG 168
GAPDH Ex4-5F GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT Ex6R GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197
HPRT1 Ex1-2F CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT Ex2-3R AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 131
EFCAB7 Ex6F GTCAGCAACCAGGAAGTTCA Ex6-7R CATGTGTTGCCAGTCCTTTATT 115
EVC2 Ex6-7F CTCGTCACGGAACAGAACAC Ex8R CAGGTCAGCACAAGGGAGAG 135
EVC Ex2F TCGAAGGACAAGGAAGCTGT Ex4R TTTCATGCAGAGACGGGTTG 148
GLI2 Ex2F AAGCAAGAAGCCAAAAGTGG Ex3R TGGTACCTTCCTTCCTGGTG 188
GLI3 Ex2F GGCATTTTTGGTCGAAGAGA Ex3R GGACATTCTGTGGCTGCATA 238
SMO Ex2F TGCCCAAGTGTGAGAATGAC Ex3R TACCAGCTCTTGGGGTTGTC 229

PROIJET 4 portant sur BBS5
Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage Sanger de I’ADNg
BBSS 2 | | cacaccaceatTercatace | Rz | | TGGGTCACTTGAAGTCAGGA 389
Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage Sanger de I’ADNc + duplex
BBS5 Ex6-7F ‘ TCCAGTGATCAGGGCAATTT | EX8R ‘ TGAGAGCTTTCTATGACAAGAGC 167
Amorces utilisées pour la gRTPCR sur I’ADNc

ex1F ATGCCAAAGAGTGCCAGAGA ex3R TCCGTTTCGACCTGTCCG 153pb

BBS5 Ex5-6F TGGCAGTACACGAGCTTATGA ex6-7R TGATCAGGGCAATTTAGGAACC 164pb

ex9F GTGGTGGATATGTTCTTGGCT ex9-10R CTGGGGCTTTTCTTCCATCTC 140pb
1QCE Ex3-4F ACATCGCCAAAGTCACCTTATC Ex5R AGGGCCTGGGTCAGACTT 158
EVC Ex2F TCGAAGGACAAGGAAGCTGT Ex4R TTTCATGCAGAGACGGGTTG 148
EvC2 Ex6-7F CTCGTCACGGAACAGAACAC Ex8R CAGGTCAGCACAAGGGAGAG 135
EFCAB7 Ex6F GTCAGCAACCAGGAAGTTCA Ex6-7R CATGTGTTGCCAGTCCTTTATT 115

GLI1 Ex10-11F GGTGCCATGAAGCCACAG Ex11R AATGCAAGGTCCCTCGTCC 162 pb
GLI2 Ex2F AAGCAAGAAGCCAAAAGTGG Ex3R TGGTACCTTCCTTCCTGGTG 188
GLI3 Ex2F GGCATTTTTGGTCGAAGAGA Ex3R GGACATTCTGTGGCTGCATA 238
SUFU Ex2-3F ACAGAGTCCATGAGTTTACAGG Ex3R CGTATCGTGCCAAGCCCT 138
PTCH1 Ex2-3F GTGGAAGTTGGAGGACGAGT Ex3R AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154
SMO Ex2F TGCCCAAGTGTGAGAATGAC Ex3R TACCAGCTCTTGGGGTTGTC 229
GAPDH Ex4-5F GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT Ex6R GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197
HPRT Ex1-2F CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT Ex2-3R AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 131

Amorces utilisées pour le génotypage et séquengage Sanger de 'ADNg
] Ef? In13 CTGGAGTGTCTATAAGACAC Er? In13 CCAATCCCTGCAATCACAGTGACG Vl\j[:j: 823
e mf In12 GTCATGGTCCAGGTAGACCCCTCTG Mr In13 GCACTGCTGACGTAGCTGGATTGG 466
mFLl | Ex9 | GTGAAGACAGCTACAGTTCTGATC 220
Crb1 2 £x GCCCCTGTTTGCATGGAGGAAACT mR Ex9 GCCCCATTTGCACACTGATGAC 244
TGGAAGACAGCTACAGTTCTTCTG
Amorces utilisées pour le séquencage Sanger de ’ADNc

Vps15 Ex11-12F TCCACAGGTCTCAGAAGCAG Ex14-15R AGAATCCTGCTTTGTAGAGGGT 555
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Tableau 3 : Liste des anticorps (AC)

Type d’AC

Hote

Nom protéine ciblée

Dilution

Référence

Fournisseur

PROIJET 2 portant sur BBS1
Application : WB
0
Souris Anti-Btubuline 1/25?_(;;855; 0,1% TUB-2A2 Euromedex
(o]
Primaire
Souris Anti-BBS1 1/500 (LAIT) HOOCA((J)(;SSZ- Euromedex
Secondaire Cheval Anti-souris 1/2000 (LAIT) 7076 Cell signaling
PROIJET 3 portant sur IQCE
Application : immunocytofluorescence
brimaire Souris A'p::étt‘;f;‘;""e 1/200 PBS1X SVF 2% AB2461 Invitrogen
Lapin Anti-EVC2 1/250 ab198930; Abcam
cecondaire Cheévre A”t"s°5”9r"f) (alexa 1/1000 A11032 Invitrogen
Ane Anti-lapin (alexa 488) 1/1000 #A21206 Thermo-scientific
Application : WB
0
Chévre Anti-gli2 1/20?&'—;855; 0,1% AF3635 R&D systems
. . (]
Primaire Souris Anti-lamine a/c 1/500 (LAIT) Sc-376248 Santa cruz
Souris Anti-Btubuline 1/2500 (LAIT) TUB-2A2 Euromedex
Souris Anti-chévre 1/5000 (LAIT) Sc 2354 Cell signaling
secondaire Cheval Anti-souris 1/2000 (LAIT) 7076 Cell signaling
Ane Anti- lapin 1/2000 (LAIT) 7074 Cell signaling
PROJET 4
Application : WB, Co-IP (*)
0,
Chévre Anti-GLI2 1/20(3;;8:; 0,1% AF3635 R&D systems
(]
Souris Anti-Btubulin 1/2500 (LAIT) TUB-2A2 Euromedex
o Souris Anti-LAMIN A/C 1/500 (LAIT) Sc-376248 Santa cruz
Primaire Lapin Anti-BBS1* 1/500 (LAIT) 21118-1-AP Proteintech
Lapin Anti-BBS5* 1/500 (LAIT) 14569-1-AP Proteintech
Lapin Antibbs9 1/500 (LAIT) 14460-1-AP Proteintech
Lapin Anti-BBS4 1/500 (LAIT) 12766-1-AP Proteintech
Souris A”t"Ti:i‘;rde) (HRP 1/5000 (LAIT) Sc2354 Cell signaling
Secondaire Cheval Antl-;gtgﬁ)(HRP 1/2000 (LAIT) 7076 Cell signaling
Cheévre A"t']i'im;HRP 1/2000 (LAIT) 7074 Cell signaling
Application : WB, Co-IP (*)
0,
Souris Anti-Btubuline 1/25?_(;;855; 0,1% TUB-2A2 Euromedex
(]
NBP1-
. . " L
Lapin Anti-vps15 1/1000 (LAIT) 30463 Novus biological
0
Lapin Anti-Beclin1* 1/10035123/1' 0,1% #3495 Cell signaling
(]
Lapin Anti-Kap0* 1/2000 (LAIT) 20358-1-AP Proteintech
Souris Anti-bin1* 1/1000 (LAIT) C99D Merck
Lapin Anti-Dapk1* 1/1000 (LAIT) LS-C413195 Cliniscience
Primaire Lapin Anti-tau 1/1000 (LAIT) 46687 Cell signaling
Lapin Ant"pzzgiho tau 1/1000 (BSA) 20194 Cell signaling
Lapin A“t"pzz;’;ho tau 1/1000 (BSA) 15013 Cell signaling
Lapin Ant"ngégho tau 1/1000 (BSA) 39357 Cell signaling
Souris Ant"nggzho tau 1/1000 (LAIT) 9632 Cell signaling
Lapin A"t"pzzgzho tau 1/1000 (LAIT) 35834 Cell signaling
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Type d’AC Hote Nom protéine ciblée Dilution Référence Fournisseur
) ) 1/2000 TBST 0,1% ) .
' ; Cheval Anti-souris LAIT 5% 7076 Cell signaling
5e°°”da'_"r:;)°°“p'e a Ane Anti- lapin 1/2000 (LAIT) 7074 Cell signaling
Souris Anti-chévre 1/5000 (LAIT) Sc 2354 Cell signaling
Chévre Anti-souris 1/1000 (LAIT) A-11032 Thermofisher
Application : Immunohistochimie-paraffine (IHC-P)
Lapin Anti-vps15 1/100 HPA036032 Sigma
Primaire Lapin Anti-vps15 1/100 Ab124817 Abcam
Lapin Anti-vps15 1/500 GTX132466 Genetex
Lapin Anti-Uromoduline 1/500 AB223540 Abcam
Souris Anti-mégaline 1/200 AB184676 Abcam
Lapin Anti-Agp2 1/200 SC-28629 Santa Cruz
i Chévre Anti-lapin 1/200 BA-1000 Vector Lab
Secondaire - -
Cheval Anti-souris 1/200 BA-2000 Vector Lab
Application : immunocyto/histofluorescence
Souris Anti-alpha tubuline | ) 06 peyax_svF 2% AB2461 Invitrogen
acétylée
Lapin Anti-P62 1/200 #7695 Cell signaling
Primaire Lapin Anti-Lc3A 1/1000 #12741 Cell signaling
Souris Anti-synucléine 1/1000 PBS1X-BSA5% #2647 Cell signaling
) Anti-B amyloide N
Lapin peptide 1/1000 #8243 Cell signaling
N Anti-souris (alexa .
Ch 1/1000 A11032 Invit
Secondaire evre 594) / nvitrogen
Ane Anti-lapin (alexa 488) 1/1000 #A21206 Thermo-scientific
3. Tableau 4 : Liste des buffers
Nom Composition (concentration finale mentionnée)
6,25mL Tris 2M (pH=7,8) + 50mL EDTA 0,5M + 6,25 SDS 20% qsp 250mL
Tampon PK

H20

Acétate sodium (3M)

204,12g d’acétate (MM=136,08 g/mol) gsp 500mL H20

MIX PCR (5X)

Buffer PCR 10X (100 mM tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCl), d’une solution de
MgCl2 (25 mM), des 4 ANTP (200 pM final)

RIPA

RIPA base, NA3VO4 1M, NaF 1M, cocktail inhibiteur de protéase 25X
(Complete EDTA free, 05056489001, Roche)

Tampon de lyse (LB)

Triton 1%, NaCl 50 mM, tris 50 mM (pH8), complete roche

Tampon de lavage (WB)

Triton 0,1%, NaCl 50 mM, tris 50 mM (pH8), complete roche

Tampon au citrate de sodium

10mM Sodium Citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0

4. Tableau 5 : Liste des nourritures pour souris

Nom

Composition Référence

High tout « 12 »

EF Western mod. 25kJ% Fat, 50% Fructose,

Ssniff Spezialdiaten GmbH D-

5% Glc, 1,63% Xanthan gum, High
59494 Soest

cholesterol - POWDER

« Chow diet », Safe AO3 | 52% glucides, 21,4% protéines, 5,1% lipides
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5.

Tableau 6 : Liste des logiciels

Nom

Application

Source

Microsoft Excel

Analyse et calcul

Microsoft Power

Présentation et figure

Microsoft office

point
Microsoft Word Rédaction
Graphpad Prism6/8 Test statistique https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/

Image Lab

Analyse et quantification
protéique

https://www.bio-rad.com/fr-fr/product/image-lab-
software?ID=KRE6P5E8Z

CFX maestro software

Analyse et quantification
ARN

https://www.bio-rad.com/fr-fr/sku/12004110-cfx-
maestro-software?|D=12004110

Visualisation des

Bioedit ) https://bioedit.software.informer.com/
séquences sangers
Funrich Analyse d’enrichissement http://funrich.org/download
Primer 3 Design d’amorces http://primer3.ut.ee/
. . https://www.zeiss.fr/microscopie/produits/microscope-
Zen pro Traitement d’image

software/zen.html
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Il. Les méthodes

1. La culture cellulaire de fibroblastes humains
Les cultures primaires de fibroblastes humains issues de biopsie de peau sont cultivées au laboratoire
dans des incubateurs dédiés, a 5% de CO,, sous 98% d’humidité, a 37°C. Le milieu de culture DMEM-
Glutamax a 1g/L de glucose (21885-025, Gibco) utilisé est supplémenté en Sérum de veau foetal SVF

(10%) et en antibiotiques Pénicilline-Streptomycine PS (1%).

A) Induction de la ciliogénese

Pour induire la formation du cil (ciliogénese), les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM +1% de

PS, déprivé en sérum (-SVF) pendant 24h.

B) Stimulation de la voie Sonic Hedgehog (SHH)

Pour permettre I'activation de la voie SHH dans nos cellules, nous les cultivons pendant 24h dans un
milieu DMEM +1% PS -SVF + SAG (Smo AGonist) a cf = 100nM. Il s’agit d’'une poudre resuspendue dans
du DMSO et stockée a ci =4mM a -20°C.

2. Les explants : culture primaire de fibroblastes murins

Les souris sont anesthésiées et des bouts d’oreilles sont prélevés avec un ciseau stérile et immergés
dans un milieu F10-nutrient mix (ref 11550043, Thermofisher) supplémenté a 3% PS. Les morceaux
sont découpés en petits bouts avec un scalpel stérile, disposés sous une lamelle de verre dans une
mini-pétri et immergés dans du milieu DMEM + 10% SVF + 3% PS. Les premiers fibroblastes sont visibles
10-15 jours aprés la mise sous lamelle (Figure 28). Les fibroblastes sont ensuite cultivés dans un milieu
normal DMEM + 10% SVF + 1% PS dans des incubateurs dédiés a 5% de CO2, sous 98% d’humidité, a
37°C.

: I MORCEAU
= = D’OREILLE
TR DE SOURIS

Figure 28 : Photo d’un explant. On peut observer que les fibroblastes sont en train d’émerger du morceau
d’oreille mis en culture.
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A) Induction de la ciliogénése

Pour induire la formation du cil (ciliogéneése), les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM +1% de

PS, déprivé en sérum (-SVF) pendant 24h.

B) Stimulation/blocage du processus d’autophagie

Pour stimuler le processus d’autophagie dans les cellules, elles sont cultivées dans un milieu DMEM
+10% SVF +1% PS -Glc, pendant 24h. Nous inhibons les phases tardives du processus en incubant de la
chloroquine a 50uM pendant 6h. La solution est diluée a partir d’une solution stock a [100mM],
préparée a partir de 520mg de poudre (MM=515,9 g/mol) (Chloroquine diphosphate salt C6628, Sigma
Aldrich) resuspendue dans 10mL d’H,0.

3. Les techniques de biologie moléculaire

A) Design des amorces

Nous générons les séquences des amorces nous-mémes en utilisant comme base de données
« Ensembl-Browser », les logiciels Primers 3, UCSC browser « in silico PCR » et NCBI primers. Pour les
couples d’amorces dédiés a la qRTPCR, nous choisissons des séquences de 25 pb (paire de base)
maximum qui sont soit a cheval entre 2 exons consécutifs, soit, séparées par des séquences introniques
de plus de 2000 pb (pour ne pas risquer d’amplifier d’ADNg). Les couples sont choisis pour obtenir des
fragments d’environ 150 pb, avec un Ty aux alentours de 60°C, une proportion en GC entre 40 et 60%.
Les couples doivent avoir 100% d’identité avec le géne d’intérét lors du BlastN et présenter un score
de complémentarité (entre les 2 séquence d’amorces ou auto-repliement d’une des séquences)
inférieur a 5.

Pour les couples d’amorces dédiées a I'amplification d’ADNg, nous choisissons des séquences situées
dans des exons ou des introns en fonction de la zone a cibler. Chagque amorce contient au maximum
25 pb, ayant un Tu="60°C, une proportion en GC entre 40 et 60%. Les couples doivent avoir 100%
d’identité avec le gene d’intérét lors du BlastN et présenter un score de complémentarité (entre elles
ou auto-repliement) inférieur a 5.

Les amorces sont systématiquement testées sur ’ADN d’un controle (ADNg ou ADNc) avec un
protocole de PCR gradient (3 des températures d’hybridation 59, 60, 61, 62 °C) pour vérifier
I"amplification d’un unique fragment a la taille attendue et déterminer la température d’hybridation

optimale a utiliser. Lors d’amplification d’ADNg, le protocole et la stringence peuvent étre optimisés.

B) PCR et électrophorese, élution du fragment depuis le gel

Pour la partie 1, I'extraction d’ADNg est réalisée a partir du kit DNeasy Blood & Tissue Kit (ref 69504,

Qiagen). La concentration d’ADNg est mesurée par Spectrophométrie (Eppendorf Bio Photometer
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Plus). Les PCR de génotypage utilisent le mix PCR 5X. La Taq DNA polymérase est stockée dans une
solution composée de Tris-HCI (20 mM), d’EDTA (0,1 mM), de DTT (1 mM), de stabilisants et de glycérol
(2 50%). Le mix PCR et la Tag polymérase sont dilués 5 fois dans les tubes. 50 ng d’ADN est ajouté dans
chaque tube PCR. Des variations de protocole PCR ont été appliquées pour optimiser I'amplification
des fragments d’intérét. Pour des séquences riches en GC et/ou en répétitions, nous appliquons un
protocole de PCR « touch down » pour lequel, les 14 premiers cycles sont réalisés a une température
d’hybridation plus basse pour favoriser I'amplification de fragments sous représentés. 35 autres cycles
sont ensuite effectués a une température d’hybridation normale. Pour rendre les conditions plus
stringentes, il est possible d’ajouter du DMSO en quantité variable (3, 5, 10%) et de bétaine (1M). La
visualisation des fragments se fait au moyen d’une électrophorese sur gel d’agarose 2%. Les produits
PCR sont alourdis avec un bleu de charge et déposés sur gel avec un marqueur de taille. Dans le cas ou
plusieurs fragments sont générés lors de la PCR (plusieurs bandes visualisées sur le gel
d’électrophorése), il n’est pas possible de les envoyer au séquencage car nous obtiendrions une
séquence illisible avec des superpositions de pics. Ainsi, comme ce fut le cas pour le projet 1 portant
sur le géne IFT27, nous avons élué des fragments migrés dans le gel afin de les réamplifier séparément
et d’obtenir un fragment unique. Dans ce cas, nous découpons le gel sur une plaque UV pour obtenir
un mini cube de gel contenant le fragment d’intérét. Nous extrayons le fragment par immersion dans
du Tris—EDTA buffer 10.1, toute la nuit a 4°C et nous réamplifions en utilisant 5uL de la solution
contenant le produit d’élution et appliquons exactement le méme protocole. A I'issue de la PCR, nous
déposons les produits PCR sur le gel et vérifions que le fragment réamplifié est unique et correspond
a la taille attendue.

Q) Séquencage Sanger

Lorsque nous voulons obtenir la séquence exacte des fragments amplifiés, nous purifions le produit
PCR pour éliminer les résidus de Taq, de dNTP, d’amorces en le déposant sur une membrane placée
sous vide pendant 10 min. Seuls les fragments PCR persistent sur la membrane. lls sont resuspendus
dans I'eau pendant 15min sous une légére agitation. La solution récupérée est ensuite envoyée avec
I"amorce a utiliser pour le séquencage (diluée au %). Le laboratoire sous-traite |'étape de séquencage

par GATC Biotech (Allemagne).

D) Extraction d’ARN et synthese d’ADNc

Pour la partie 1, I'extraction d’ARN s’effectue en suivant les instructions des 2 kits, QUIAshredder
(Qiagen, ref 79654) et RNeasy Minikit (Qiagen, ref 74104).

Pour la partie 2, les reins et les rétines ont préalablement été congelés a sec parimmersion dans I'azote
liquide apreés la dissection. Pour les extractions d’ARN de ses tissus, la lyse est réalisée par immersion

du tissu congelé dans le Trizol (ref. 15596-018, Invitrogen, Life technologies™, Carlsbad, California,
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USA). Apres broyage au TissueRuptor (9001272, Qiagen, Nederland), le chloroforme permet d’isoler
les ARN totaux. La précipitation de I’ARN est réalisée dans I'isopropanol. Le culot est lavé a I'éthanol
75%.

La quantification de I’ARN resuspendu dans I'eau RNAse free est toujours réalisée par
spectrophotométrie (Eppendorf Bio PhotometerPlus). L’ARN est déposé sur le gel d’agarose pour
vérifier son intégrité : les 2 bandes correspondantes aux ARNr 28s et 18S doivent étre visibles. L’étape
de Reverse Transcription (RT) est réalisée en utilisant le kit « iScript™ cDNA Synthesis Kit » (170-889,

Biorad, USA) selon les instructions du fournisseur. Un maximum de 1 ug d’ARN est utilisé.

E) gRTPCR

Nous réalisons une qPCR différentielle avec le C1I000™ Thermocycleur (CFX96, Real-time System, Bio-
Rad, USA). La liste de toutes les amorces utilisées est disponible dans le Tableau 2. Dans le cas de la
partie 1, j'utilise systématiquement 3 ADNc différents dits « contréles » (triplicats biologiques). Je
réalise des triplicats techniques avec I’ADNc des patients sauf s’il est possible d’avoir de I’ADNc issus
d’extractions distinctes (duplicats/triplicatas biologiques). Pour la partie 2, j’ai toujours utilisé 3 ADNc
différents de souris WT et de souris Kl (triplicats biologiques pour les 2 génotypes).

L’ADNc est dilué au 1/5°™ ou 1/10°™ dans chaque puit. L'iQTM SYBR Green Supermix Biorad (170-
8886, Biorad) est mélangé avec les amorces (ci=100 uM), diluées de maniére a avoir 10 umol/puit. Les
références d’expression sont les génes GAPDH (Hu)/Gapdh (Mu) et HPRT (Hu)/Hprt (Mu). La qPCR est
réalisée en suivant le protocole suivant : premiére dénaturation a 95°C (5 min), suivie de 39 cycles a
95°C (10s), 60°C (30s) suivie d’'une augmentation de 0,5°C toutes les 5s entre 65°C et 95°C pour générer
les « melting curves ». Le niveau d’expression des génes a été calculé avec la méthode de
guantification relative « threshold AACt » grace au logiciel CFX Manager Software V.1.5 (Biorad) et
grace au traitement Excel, en normalisant par rapport aux génes de référence. Les niveaux
d’expression des controles et des souris WT sont rapportés a 1. Une analyse statistique a été menée
sur les données obtenues afin de montrer leur niveau de significativité en utilisant le logiciel
« GraphPad prism ». Un test de Fisher est systématiquement mis en ceuvre suivi d’un test non
paramétrique de type Mann-Whitney ou un test paramétrique comme le Test de Student en fonction

de I'effectif analysé.

4. Les techniques de biochimie

A) Extractions protéiques

Pour I'ensemble des projets, I'extraction des protéines totales utilise le RIPA. Lorsqu’il s’agit de tissus
de souris (partie 2), nous utilisons le TissueRuptor (9001272, Qiagen, Nederland) pour la lyse. Lorsqu’il

s’agit de culots cellulaires (partie 1), nous lysons par aspiration-reflux a la pipette. Dans tous les cas,
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une centrifugation a 15000 rpm (rotation par minute) pendant 20 min a 4°C permet la séparation des
protéines (surnageant) et des membranes (culot). Le surnageant est récupéré et soniqué pendant 30s
avec un Sonic ruptor 250 (Omni international) en mode pulsé. Une seconde centrifugation de 10 min
a 4°C a 15000 rpm est réalisée. Le surnageant est récupéré et la quantification des protéines totales
est effectuée par un test de Bradford.

Dans le cadre des projets 3 et 4 portant respectivement sur /QCE et BBS5, nous avons effectué une
extraction protéique différentielle sur des culots cellulaires fraichement récupérés a partir de cellules
cultivées dans des conditions -SVF + SAG. Le protocole décrit dans Estrada-Cuzcano et al. 2020 a été
appliqué. La lyse est réalisée par aspiration-reflux dans 200 uL PBS1X-NP40 (Nonidet P40, 19628, USB
corporation). 100 pL est récupéré et constitue la fraction « W » correspondant aux protéines totales.
Une premiéere centrifugation rapide du volume restant permet de générer un culot et le surnageant de
100 pL qui correspond a la fraction « C» (cytoplasmique). Enfin, aprés 3 lavages avec le buffer
d’extraction suivis de 3 centrifugations rapides, le culot est resuspendu dans 90 pL de buffer
d’extraction : nous obtenons la fraction « N » (nucléaire). Une sonication pendant 10s est réalisée sur

les fractions W et N pour dégrader les membranes résiduelles.

B) Quantification protéique (test de Bradford)

200 plL du réactif de Bradford (Bio-rad protein assay, cat.#500-0006, Bio-rad laboratories GmbH,
Mdnchen) est mélangé a 800 puL d’eau distillée. 5 uL du tampon de lyse (pour le blanc) ou de la solution
d’intérét est utilisé dans le mélange. En paralléle, une gamme est réalisée a partir de BSA (Bovine
serum albumin) a des concentrations connues pour générer une droite de référence a laquelle se
référer pour déterminer la concentration protéique du surnageant a tester. Un changement de couleur
du jaune au bleu prouve la présence de protéines dans le mélange. Plus la couleur bleue est soutenue,
plus la concentration en protéines est importante. Nous faisons la lecture de I'absorbance a 595 nm
avec une spectrophotometre (Eppendorf BioPhotometer Plus). La concentration déterminée est

divisée par 5 pour obtenir la concentration protéique initiale.

Q) Poudre d’organes et test ELISA (partie 2 uniguement)

Nous avons réduit les organes des souris en poudre pour pouvoir réaliser plusieurs expériences
différentes a partir du méme organe. lls ont été congelés a sec et maintenus au -80°C. lls sont déposés,
dés leur sortie, dans un mortier lui-méme immergé dans |’azote liquide. Le pilon, également refroidi,
est utilisé pour écraser I'organe et générer la poudre qui est ensuite pesée. Une quantité équivalente
pour chaque souris est resuspendue dans du PBS1X (avec une proportion de 500uL pour 30 mg de
poudre). Une centrifugation permet de séparer le culot et le surnageant. Ce dernier est récupéré et

une quantification protéique est réalisée par un test de Bradford. L’extraction au PBS1X est demandée
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dans les protocoles des tests ELISA car d’autres solutions (comme NAF, NasVQ,, inhibiteurs anti-
protéases...) pourraient interférer avec les réactifs du test et potentiellement fausser les résultats.
Plusieurs kits ont été appliqués en utilisant les protéines extraites de poudres de cerveaux selon les

instructions des fournisseurs. lls ont été référencés dans le tableau suivant.

Tableau 7 : Liste des tests Elisa

Protéine d’intérét Référence et fournisseur Dilution appliquée
PP2A Abcam Ab209878 1/600
Bace 1 Cloud corp SEA718Mu 1/100
Bace 2 My bio source MBS2882850 1/100
ysecrétase Cusabio CSBE12142m 1/100
Psenl Cloud corp SEC200Mu 1/100
D) Co-immunoprécipitation (Co-IP)

Dans le projet 4 portant sur le gene BBS5, nous avons effectué une co-immunoprécipitation contre la
protéine BBS5 a partir de culots cellulaires, suivie d’un western blot. Les protéines ont été extraites a
partir des culots de fibroblastes de la patiente et de controles, cultivés en condition —SVF. L’extraction
a été réalisée en utilisant le tampon de lyse (LB). Les culots sont resuspendus dans le LB (150uL/culot),
puis broyés au mortier.

Dans la partie 2, nous avons également effectué une Co-IP contre la protéine Vps15 a partir d’'une
tranche d’hippocampe contréle, suivie d’'un WB. Le tissu est resuspendu dans le tampon de lyse LB
(4mL) puis broyé avec TissueRuptor (9001272, Qiagen, Nederland) pendant 3 x 10s.

Ensuite, c’est le méme protocole qui est suivi : les volumes broyés sont récupérés et centrifugés 20
min, a 15000 rpm, a 4°C. Apres avoir récupérer tous les surnageants, les solutions obtenues ont été
quantifiées par le test de Bradford. Les tubes Co-IP + et — ont été préparés pour les deux conditions
(patiente et controle). Les tubes Co-IP + contiennent 300 pg de protéines et 0,6 pug d’AC gsp (quantité
suffisante pour) 500uL avec le LB. Les tubes Co-IP - ne contiennent pas d’AC. Les AC utilisés sont
référencés dans Tableau 3.

Des « inputs » de 30 plL a [prot] = 1ug/uL sont aliquotés et stockés a -20°C, ils correspondent aux
protéines totales extraites. Les tubes Co-IP + et - sont gardés a 4°C, sous agitation douce, toute la nuit,
pour permettre la reconnaissance entre I’AC et la protéine appat. Le lendemain, 50 pL de billes de
sépharose sont centrifugés rapidement. Le surnageant est jeté et le culot est resuspendu avec du LB.
Ce cycle est répété 4 fois afin de remplacer I'éthanol (solvant initial des billes) par le LB
(rééquilibration). Par la suite, les 500 pL des tubes Co-IP + et — sont ajoutés aux culots de billes et
conservés a 4°C, sous agitation douce, pendant 1h30 pour favoriser I'interaction entre les billes et le

complexe AC-protéines. Des lavages avec le tampon dédié (WB) sont réalisés pour éliminer les
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protéines n’ayant pas interagi avec les billes. Finalement, seul le culot de bille reste a I'issue des
lavages. Enfin, 50 uL de Laemmli 2X (cat.#161-0767, Biorad) sont ajoutés aux culots (protéines + AC +
billes), un chauffage de 7 min a 95°C a 1200 rpm permet de séparer les billes, les AC et les protéines.

Le surnageant est récupéré apres centrifugation et correspond aux complexes protéiques seuls.

E) Western Blot

30 a 40 ug de protéines sont mélangés avec le Laemmli 4X (dilué au %, cat.#161-0747, Bio-rad
laboratories), chauffés a 95°C pendant 15 min, a 450 rpm. Le mélange est déposé dans les puits de gel
polyacrylamide (Mini-PROTEAN® TGX™ Gels cat.#456-1034, Biorad). Dans le cas des extractions
protéiques différentielles, le dépot est réalisé sur un gel Criterion permettant un marquage stain free
(Criterion™ TGX Stain free™ Precast gels, cat.#567-8024, Biorad). La migration est lancée dans un
tampon TGS1X (préparé a partir de 10X, 25mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% (w/v) SDS, 161-0772,
Biorad). Un marqueur de taille est systématiquement ajouté en paralléle (Precision plus protein™ all
blue, cat.#161-0373, Biorad). Le transfert sur membrane (nitrocellulose ou PVDF) est réalisé au moyen
du Transblot® Turbo™ Transfer System (Biorad).

Les inputs, les Co-IP + et - sont déposés sur un gel de polyacrylamide SDS-PAGE 10% Mini PROTEAN
TGX, Bio-RAD (456-1034). L’électrotransfert du gel est effectué sur une membrane de PVDF (0,2uM,
Trans-Blot Turbo, Transfer Pack, Bio-RaD (1704156).

Dans le cas des gels Criterion, la photo du « stain free » est faite sur la membrane apres transfert. Dans
les autres cas, ue coloration au rouge ponceau est systématiquement faite sur la membrane pour
vérifier la présence de protéines. Il faut saturer les sites aspécifiques en bloquant la membrane avec la
solution de blocage a 5% lait dilué dans du TBS1X-T 0.1% pendant la nuit, a 4°C. L'incubation de I'AC
primaire dilué dans la solution de blocage s’effectue toute la nuit a 4°C. L’AC secondaire est dilué dans
la méme solution et incubé 1h, a température ambiante. La révélation est réalisée avec un
ChemidocTM MP Imaging System (Biorad) a I'aide des solutions PierceTM ECL Western (ref 32209,
Thermoscientific) et SuperSignal R West Femto Maxomum Sensitivity Substrate (prod #34095,
Thermoscientific). La normalisation est effectuée en utilisant le logiciel Image Lab software 6.0.1
(Biorad), par rapport au stain free des membranes ou en prenant comme protéines de référence la
BTUBULINE/Btubuline ou la GAPDH/Gapdh.

F) Immunocytofluorescence et Immunohistofluorescence

Dans le projet 3 portant sur le gene IQCE et la partie 2 portant sur les cellules des souris, nous avons
effectué des Immunocytofluorescences a partir de cellules adhérées sur labteks a 8 puits (Lab-tek
chamber slide w/cover Permanox slide sterile 177445, Thermoscientific). La fixation est effectuée au
paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 30 min a température ambiante ou au méthanol 100% pendant

20 min a -20°C. La perméabilisation est réalisée par incubation pendant 10 min de triton 0,01%. Du
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PBS1X-SVF 20% est utilisé pour le blocage (1h). Les AC primaires ont été dilués dans du PBS1X-SVF 2%
et incubés toute la nuit, a 4°C. Les AC secondaires également dilués dans la méme solution, ont été
incubés 1h, a I'abri de la lumiére. Le marquage nucléaire est réalisé au DAPI (Hoechst, 33258,
Invitrogen H3569), dilué au 1/2000°™¢, incubé 10 min, & température ambiante, a I'abri de la lumiére.
Les lames sont finalement montées avec le milieu Vectashield Mouting Medium. L'observation a été
réalisée a I'aide du microscope Zeiss imager Z2. Les coupes ont été analysées grace au logiciel ZEN

2012 (Carl Zeiss Inc., Oberkochen, Allemagne).

Dans le cadre de la partie 2, les cerveaux des males de 1 an ont été prélevés et découpés en 2 moitiés
sagittales. Une moitié a été directement immergée dans I'OCT (Optimal Cutting Température, ref.
4583, Tissue-Tek, OCT™, Satura Finetek, Torrance, Californie, USA) : un gel transparent qui se solidifie
et blanchi dans I'azote liquide. Les cryocoupes de 10 um d’épaisseur ont été obtenues avec le Cryostat
Leica CM1950 (ref. 1404778001, Leica Biosystems, Wetzlar, Allemagne).

Pour I'immunohistofluorescence, les cryocoupes des cerveaux ont été fixées 3 min a la formaline 4%
et perméabilisées pendant 5 min avec du PBS1X-Triton 0,01% (ET330, Euromedex, France). Du PBS1X-
BSA 5% (A7030-100G, Sigma Aldrich, USA) est utilisé pour le blocage (30 min). Les AC primaires ont été
dilués dans la solution de blocage et incubés toute la nuit a 4°C. Les AC secondaires également dilués
dans la solution de blocage, ont été incubés 1h, a I’abri de la lumiére. Le marquage nucléaire est réalisé
au DAPI, incubé 5 min, a température ambiante, a I'abri de la lumiére. Les lames ont été montées avec
le milieu Vectashield Mouting Medium. L’observation de I'ensemble des coupes a été réalisée a I'aide
du microscope Zeiss imager Z2. Les coupes ont été analysées grace au logiciel ZEN 2012 (Carl Zeiss Inc.,
Oberkochen, Allemagne). Les tissus de souris WT du méme age ont subi le méme traitement et servent
de controdles. Les analyses ont été réalisées en mode « z-stack » afin de déterminer la présence et la

taille des agrégats protéiques a la surface des tissus.

5. Les techniques dédiées aux souris

A) La génération de la lignée par I'ICS

Les souris Vps15 porteuse de la mutation faux-sens R998Q ont été générées a I'ICS, sur un fond
génétique C57BL6N, grace au financement de la Fondation maladie rare (FMR) par application d’une
technique « point de mutation » utilisant le systéme Cre-Lox, basée sur la publication O’Gorman et al.
1997.

Une souris transgénique Kl technique « point de mutation » est un modeéle pour lequel des nucléotides
ont été substitués de maniére a obtenir la mutation d’intérét. Initialement, 2 types de souris ont été
commandés : un type avec le fond génétique C57BL/6J et un autre avec le fond C57BL/6N. Le seul type

de souris généré porte un fond génétique C57BL/6N. Chez I’humain, la mutation est une substitution
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€.2993G>A qui conduit a un faux-sens p.R998Q. Le géne Vps15 murin, situé sur le chromosome 9,
mesure 44,50 kb, compte 20 exons et code pour une protéine de 1358 AA. Chez la souris, pour obtenir
cette méme mutation, il a fallu substituer 2 nucléotides : CGC est devenu CAA aux positions 3429-3431.
Comme le récume la Figure 29, La substitution des nucléotides est d’abord réalisée dans des cellules
ES par recombinaison homologue entre le fragment génomique endogene et le fragment génomique
exogeéne, porteur de la mutation R998Q. Apreés sélection des cellules, celles-ci sont réinjectées dans la
masse interne d’une souris mére-porteuse. Les souris A « porteuses hétérozygotes pour |'allele muté
non excisé » sont croisées avec des souris B exprimant la Cre recombinase de maniére ubiquitaire : il
y a excision de la séquence encadrée par les sites LoxP. A |'issue du croisement, les souris C
(Vps15Ff9%8¥WT) sont obtenues. Ces derniéres sont ensuite croisées ensemble, de maniére & générer des
souris D1 (Vps15"7"7), D, (Vps15"779%5q) et D (Vps15f95¥/R9%5Q),

La publication Mattapallil et al. 2012 a rapporté la présence de la mutation Rd8 (c.3481delC) au niveau
du géne Crbl seulement chez les souris de fond génétique C57BLEN. Cette mutation cause un
phénotype rétinien. Au départ, toutes les souris Vps15 étaient porteuses de la mutation Rd8 a I'état
homozygote. Pour ne pas biaiser notre étude car nous nous attendons a un potentiel phénotype
rétinien, nous avons décidé de faire des backcross (8 jusqu’a présent) de nos souris hétérozygotes avec
des congénéres WT de fond génétique C56BL6J. L'absence de la mutation Rd8 a été vérifiée par simple

génotypage sur I’'ensemble des souris.
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Figure 29 : Génération des souris Kl Vps15. Représentation schématique du processus mis en place pour la
génération des souris transgéniques Vps15f9%Q 3 partir de cellules ES. Mutation ¢.3430_3431delinsAA ; p.R998Q,
, sites FRT, MQR : géne marqueur.

B) Maintien de la lignée

Les souris sont stabulées a I'animalerie centrale de la Faculté de médecine de Strasbourg. Les cohortes
sont générées par croisement in situ entre souris hétérozygotes Vps15°9%YWT | es cohortes sont

constituées de souris Kl Vps15f99%8¥R98Q ot de controles WT Vps15Y7"T issues des mémes portées
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(« littermate ») dans la mesure du possible. Les animaux sont sevrés entre 3 et 4 semaines et
considérés comme matures sexuellement a 2 mois. Leur environnement est maintenu a ~22°C et un
cycle jour 12h - nuit 12h est mis en place dans la structure.

Certaines cohortes de souris ont été mises sous une nourriture spéciale que j’ai appelée « 12 » dans la
suite du manuscrit et dont la composition est rapportée dans le Tableau 5. Elle se présente sous la
forme d’une poudre a reconstituer en pate avec I'ajout d’eau. Je la prépare et je fais le change de
nourriture une fois par semaine. Je regarde la quantité de nourriture consommée par semaine selon
les génotypes. Je pese la quantité de nourriture a jeter et j’en déduis la quantité consommeée par les
souris. Je pese la nourriture ajoutée, correspondant a celle qui sera consommée. Enfin, je pése les
souris. Finalement, je calcule la différence entre la nourriture ajoutée la semaine précédente et la
nourriture consommeée et je la rapporte au poids de chaque souris. Je divise enfin ce chiffre par le
nombre de jours qui s’est écoulé entre 2 changes. Ces contréles me permettent de confirmer que les
souris mangent et d’avoir un différentiel entre les génotypes. Le reste des souris est nourri avec une
nourriture normale de type « chow diet », changée une fois par semaine par les soigneurs, en méme
temps que le change des cages. Ces souris sont également pesées chaque semaine pour générer la
courbe de poids en fonction du génotype.

Les manipulations des souris ont été réalisées dans le respect des lois d’expérimentation animale
(article R214-87 a R214-137 du code rural, mis a jour en 2013) sous couvert d’'une autorisation de

projet référencée sous le numéro APAFIS#16840-2018092413511703 obtenue en Mars 2019.

Q) Génotypage de ’ADNg et de I’ADNc

L’extraction d’ADNg a été réalisée a partir de biopsies de doigts de souris. L'étape de digestion a la
protéinase K est réalisée, sous agitation, a 55°C, toute la nuit. L’ajout du mélange acétate de sodium-
éthanol 100% permet de faire précipiter I’ADN. Le culot, une fois lavé des sels résiduels grace a
I’éthanol 70% est resuspendu dans du TE 10.1, durant 1h a 55°C. La concentration d’ADN de la solution
est mesurée par spectrophométrie (Eppendorf Bio PhotometerPlus). Les PCR de génotypage utilisent
un mix PCR 5X. La Tag DNA polymérase est stockée dans une solution composée de Tris-HCI (20 mM),
d’EDTA (0,1 mM), de DTT (1 mM), de stabilisants et de glycérol (a 50%). Le mix PCR et la Taq polymérase
sont dilués 5 fois dans les tubes. 50 ng d’ADN sont ajoutés dans chaque tube PCR.

Pour le génotypage de Vps15, les amorces ER? et EF? (100 mM) sont diluées pour atteindre 6
pumol/tube. Chaque tube contient 5% de DMSO et ~50 ng d’ADN. Pour le génotypage de la mutation
Rd8 de Crb1, les 3 amorces mF1, mF2, mR sont utilisées. Le protocole de Mattapallil & al. 2012 a été
adapté : 2 PCR distinctes sont réalisées avec d’un coté I'association mF1 (0,5 uM)-mR (1 puM) et de
I"autre coté, I'association mF2-mR (1 uM).

Pour déterminer la séquence exacte du fragment Vps15 et visualiser la mutation ¢.3430_3431delinsAA,
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le couple Mf et Mr est utilisé. Les fragments d’ADNg amplifiés sont séquencés avec I'amorce Mf. Pour
le séquencage de la mutation R998Q a partir de ’ADNc (obtenu par rétrotranscription de I’ARN extrait)
de cerveaux, de reins et de rétines de souris, nous avons utilisé un couple d’amorces dédié. L'ensemble
des séquences des amorces utilisées sont regroupées dans le Tableau 2. Les fragments d’ADN amplifiés
sont séquencés avec I'amorce sens. Le laboratoire sous-traite I'ensemble des séquencages Sanger par

GATC Biotech (Allemagne).

D) Les analyses fonctionnelles

> Electrorétinogramme (ERG)

Electrodes actives
Electrodes de référence

Figure 30 : Electrorétinogramme. Photo d’une souris soumise a un ERG.

Des ERG ont été réalisés sur la méme cohorte de souris entre 1 et 9 mois avec le systeme HMSERG
(Ocuscience, Kansas City, Missouri, USA) (Figure 30). Les animaux sont préalablement adaptés au noir
pendant toute la nuit (condition scotopique). Les expériences se déroulent le lendemain dans le noir,
sous lumiere rouge : une couleur qui n’est pas percue par les souris. Leurs pupilles ont été dilatées
avec des gouttes d’Atropine (0,3%, Alcon, France) 20 min avant I'anesthésie. Les souris sont
anesthésiées par injection intrapéritonéale d’un mélange Domitor (0,76 ug/g de masse corporelle) (ref.
134739-3, Orion Pharma) et Kétamine (76 pg/g de masse corporelle de souris) (ref. 81918704, Virbac
France). Les électrodes actives (ERGACCS8, Ocuscience) sont positionnées au contact de la cornée et
recouvertes de lentilles (ERGACC3, Ocuscience) enduites de Goniovisc (ref. 17238-610-15, Hub
pharmaceuticals). Parmi les 3 électrodes de référence, la premiere est piquée a la base de la queue et
les 2 autres sont insérées en surface des joues. L’enregistrement ERG est effectué sur les 2 yeux, en
simultané (Figure 30). Les valeurs d’impédance de toutes les électrodes ont toujours été inférieures a
5kQ, avant et aprés l'acquisition. Le protocole permet d’évaluer la réponse visuelle scotopique
(réponse des batonnets et des cénes) et se compose d’'une série de flashs lumineux d’intensités
croissantes de 0,1 a 25 cd.s.m™. A la fin de I'expérience, les souris ont été réveillées par I'injection

unique intra-musculaire d’Antisedan (0,25 pg/g de masse de corporelle) (ref. 134785-1, Orion Pharma).
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Les données ont été analysées grace au logiciel ERG View system 4.3 (Xenotec, Ocuscience, Kansas

City, Missouri, USA).

»  Prélévements sanguins au niveau du sinus rétro-orbital
Cette procédure a été appliquée a des cohortes de souris (les 2 sexes) d’ages croissants (2, 4, 6, 8 mois),
préalablement anesthésiées par voie respiratoire a I'isofluorane dans une chambre d’induction (2L
d’0,, 4% d’isofluorane). La téte de I'animal endormi est maintenue entre le pouce et 'index. Une
compression de la veine jugulaire est mise en place pour générer un meilleur retour veineux. Une
bréche dans le sinus orbital est réalisée grace a un capillaire hépariné (ref 9100260, Hirshmann
laborgerate) inséré au niveau du coin de I'ceil exorbité de la souris (Figure 31) afin de recueillir le sang.

Nous récupérons le plasma a partir du sang centrifugé afin de réaliser des analyses biochimiques.

Récupération du sang total
vein

Ocular angle vein lCenlri.
-Dorsal nasal vein
Récupération du Plasma

!

Analyses biochimiques
Dosage du: - Na+

-cl-

- K+

- Urée

- Créatinine

External jugular vein

Figure 31: lllustration du prélevement rétro-orbital. Annotations de la localisation du sinus et du
positionnement du capillaire (inspirée de Yardeni et al. 2011).

»  Y-maze et frottis vaginaux
Les souris sont stabulées dans la piece d’expérimentation 30 min avant le test sans qu’elles ne puissent
voir le dispositif (phase d’habituation). Nous utilisons un Y-maze Pan lab (76-0079, Harvard Apparatus).
Chacun des 3 bras a été distingué par la présence de motifs différents sur les parois (Figure 32). La
luminosité est fixée a 150 lux dans chaque bras. Au début du test, la souris est toujours déposée dans
le bras A et I'enregistrement dure 8 min. Le bras est considéré comme « visité » lorsque les 4 pattes
de la souris ont passé I'entrée.

Le pourcentage d’alternance est obtenu en appliquant la formule suivante :

nombre de triplets

ourcentage d’alternance = —
p & nombre total de bras visités — 2
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Pour les femelles, la phase du cycle menstruel est vérifiée le jour du test par lavage vaginal. Nous
incorporons I'extrémité d’une pipette plastique contenant 20 pL de PBS1X dans le vagin de la souris.
Par aspiration-reflux, nous récupérons le liquide qui est déposé sur une lame de verre recouverte d’une
lamelle pour permettre une observation sous microscope du prélévement. C'est la présence et la

quantité de certaines cellules qui nous permettent de différencier les 4 stades du cycle (Caligioni 2009).

R
Figure 32 : Le dispositif du Y-maze : Photos de I’environnement autour du Y-maze et des 3 bras, distingués les
uns des autres par des motifs différents.

> Prélevements et dissections

(a) Microdissection des yeux
Apreés I'euthanasie, les souris sont énucléées et les yeux sont immergés dans un milieu Ames (15230-
097, Sigma) suppléé en glucose (0,325 g/L) dans lequel les yeux seront disséqués sous loupe. La cornée
est découpée puis le cristallin est extrait. Ensuite, I'épithélium pigmentaire et la rétine sont séparés.

Les rétines sont congelées a sec dans |'azote liquide.

(b) Découpe des cerveaux
Les cerveaux de femelles de 8M ont été disséqués et découpés transversalement a 2 niveaux pour
générer 3 morceaux en recourant a un moule « brain slicer » (BSMAS001-1, Zivic instruments). Cet
outil a permis de reproduire a I'identique la découpe pour chaque prélévement réalisé a des dates
différentes. Nous avons ainsi généré des tranches de 3mm englobant I'ensemble de I’hippocampe pour
toutes les souris. Pour déterminer la zone de découpe, j'ai utilisé les informations issues de I’Atlas Brain
Allen (https://portal.brain-map.org/) qui fournit les coupes sériées coronales des cerveaux de souris
adultes espacées de 100um chacune. L’hippocampe débute a la coupe n°70 soit a 7mm du bulbe
olfactif et disparait a la coupe n°91 soit 2,7mm d’épaisseur apres. J'ai utilisé un brain slicer permettant
des coupes coronales avec des rainures espacées de Imm. J'ai positionné mes rasoirs aux rainures n°7
et 10 pour obtenir une tranche de 3mm de cerveaux contenant I’hippocampe (Figure 33). Le recours a

ce type de moule m’a permis d’obtenir de maniére reproductible des coupes de cerveaux de plusieurs
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souris différentes. Ces tranches ont été utilisées pour réaliser les expériences de Co-IP, ce qui explique

la nécessité d’avoir des échantillons les plus similaires possibles entre les souris.

Zone

antérieure Cervelet

Tranche
d’hippocampe

Figure 33 : Découpe d’un cerveau de souris. Photos du moule « brain slicer » et des 3 morceaux obtenus.

(c) Perfusion au PFA 4%
Le thorax de la souris endormie, par injection intra-péritonéale d’un mélange d’anesthésiques
Kétamine/Xylazine a dose |étale (respectivement 100 et 10 mg/kg), est ouvert pour permettre I'accés
au coeur. L’aiguille reliée a la pompe péristaltique réglée sur un débit de 0,80 mL/min est insérée dans
le ventricule gauche. L'oreillette droite est dilacérée afin d’ouvrir le systeme circulatoire. Un lavage au
NaCl 0,9% est d’abord réalisé. La décoloration hépatique est le premier indicateur confirmant que la
la perfusion est correcte. Ensuite, la perfusion au PFA 4% se poursuit pendant 10 min. L'ondulation de
queue dans les minutes qui suivent est le 2¢™ indicateur d’une perfusion efficace atteignant les
extrémités. Finalement, les organes sont prélevés et immergés dans les différents fixateurs selon les
expériences envisagées. Pour la réalisation de I'étude histologique avec inclusion en paraffine, les
organes sont immergés dans le PFA 4%. Pour les analyses par microscopie électronique a transmission

(MET), les cerveaux et le pancréas des souris sont immergés dans le fixateur de MET.
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lll. Les méthodes réalisées en collaboration

1. Analyse cérébrale : Yalcin Binnaz (IGBMC, llikirch)
En 2018, une étude portant sur la morphométrie cérébrale de souris de 5M (Vps157°%Q, Crb1R9&/R%) 5
été menée dans le cadre d’une collaboration avec I'’équipe de Yalcin Binnaz (IGBMC, Strasbourg). Le

protocole suivi et standardisé est rapporté dans la publication S. C. Collins et al. 2018.

2. Etude histologique : Cristina Antal (Faculté de médecine, Strasbourg)
Nous avons débuté une étude histologique sur des souris de 5M (n=6 par sexes) dans le cadre d’une
collaboration avec Cristina Antal (Institut d’histologie, Faculté de médecine, Strasbourg). Apres
perfusion de I'animal et immersion des organes dans le PFA 4%, les organes subissent une étape de
déshydratation par immersion dans des bains croissants d’éthanol et immersion finale dans le xyléne
(solvant de la paraffine). Les organes ainsi préparés sont inclus dans des blocs de paraffine (liquide a
60°C, solide a température ambiante) conservés a 4°C. lls sont ensuite découpés avec un microtome a

une épaisseur de 5um (Figure 34).

Bloc de paraffine avec
I'organe inclus

Ruban de coupes

Figure 34 : Découpe au microtome. Photo d’un microtome permettant la découpe des blocs de paraffine dans
lesquels des tissus sont inclus.

Les coupes de paraffine sont montées sur des lames Super Frost Plus (Thermoscientific) grace a un
bain-marie maintenu a 46-48°C. Avant la mise en ceuvre des différents marquages par IHC-P ou des
colorations classiques, les lames subissent une étape de déparaffinage-réhydratation : elles sont
incubées dans un premier bain de xylene suivi de bains décroissants d’éthanol.

Pour la coloration hématoxyline-éosine (H&E), les lames déparaffinées sont immergées 1min30 dans
le bain d’hématoxyline de Groat (1g sulfate d’'ammonium ferrique ; 0,8mL d’acide sulfurique ; 1%
solution alcoolique d’hématoxyline gsp 50mL d’eau distillée), différenciées a I'eau distillée pendant
2min, immergées 1min dans le bain d’érythrosine (a 1% dans I'eau distillée) puis rincées a 'eau
distillée. Elles sont ensuite déshydratées et montées a I’Eukitt (Labonord).

Pour la coloration au trichrome de Gomori, les lames sont immergées 1min30 dans le bain
d’hématoxyline de Groat, différenciées a I'’eau distillée pendant 2min puis immergées pendant 5 min

dans un bain de colorants acides (composé de 0,6g de 2R chromotrope ; de 0,3g de colorant vert ; de
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0,7g d’acide phosphotungstique ; de 1mL d’acide acétique et 100mL d’eau distillée). Elles sont ensuite
rincées abondamment a I'eau distillée, a I'acide acétique et encore a l'eau distillée. Elles sont
déshydratées et montées a I'eukitt.

Concernant I'immunohistochimie (IHC-P), les coupes de tissus déparaffinés subissent une étape de
démasquage de I'antigéne par chauffage au microonde 800W 2x5min avec du buffer citrate 0.1M
(pH®6). Les signaux aspécifiques sont bloqués par incubation dans la solution de blocage (5% sérum
normal de chévre dilué dans le PBS1X-Tween 0,1%). Une étape d’inactivation des peroxydases
endogenes est mise en place en incubant les coupes avec de I'eau oxygénée (3% H,0,, 10min). Les
coupes ont ensuite été incubées toutes la nuit avec I’AC primaire. Le lendemain, les coupes sont
incubées avec les AC secondaires biotinylés. Cette étape est suivie par une incubation de 2h avec le
complexe Avidin-Biotin du kit VECTASTAIN® Elite ABC-HRP Kit Peroxidase (Vector Laboratories). La
révélation est réalisée en recourant au chromogeéne VIP (Vector Laboratories). Les coupes sont
montées avec I'Eukitt pour les observations et les prises de photos au microscope optique. Des
contréles négatifs sont systématiquement réalisés en omettant I’AC primaire lors de I'incubation

nocturne.

3. Microscopie électronique a transmission (MET) : Nadia Messadecq
(IGBMC, lllkirch)

Les organes ont été prélevés sur des souris perfusées au PFA 4% et ils ont immergés dans le fixateur
de MET a base d’un tampon Cacodylate (0.1M, pH 7.4) composé a 2.5% de Glutaraldehyde et a 2.5%
de Paraformaldehyde. La suite du protocole a été réalisée a I'lGBMC par la plateforme de microscopie
électronique.

La post-fixation se déroule a 4°C pendant 1h dans un tampon Cacodylate (0.1M, pH 7.4) contenant 1%
de tétroxide d’osmium. La déshydratation des organes est ensuite réalisée avec des bains croissants
d’alcool (50, 70, 90, 100%) et enfin I'immersion dans I'oxyde de propylene pendant 30 min. Les organes
sont inclus dans une résine Epon™ 812 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA). Les coupes semi-
fines sont réalisées a 2 um d’épaisseur avec un ultra-microtome (Leica Ultracut UCT, Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany) et colorées au bleu de toluidine. Le controle de la coloration se fait sous microscope
optique. Le double contraste des coupes ultrafines de 70 nm d’épaisseur utilise I'acétate d’uracyl et le
citrate de plomb. L'observation se déroule a 70 kV avec un microscope électronique Morgagni 268D.

Les photos sont prises par une camera Mega View Ill camera (Soft Imaging System).

4. Spectrométrie de masse : Philippe Hamann (IBMC, Strasbourg)
La protéine Vps15 et ces partenaires ont été immunoprécipités a partir des extraits protéiques issus
des rétines, des reins, des cerveaux des souris. Nous avons appliqué la méme méthode d’extraction

décrite précédemment pour les expériences de Co-IP suivies de WB. La suite du protocole est réalisée
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al'IBMC et reprend celui déja décrit dans la publication issue de notre laboratoire (Stoetzel et al. 2016).
Les complexes protéiques contenant Vps15 ont été capturés avec un AC anti-Vps15 (NBP1-30463,
Novus biological). La cible et ses interactants ont été purifiés avec des micro-billes de protéine G
(Miltenyi Biotech) puis élués avec du Laemmli buffer 1X. Pour optimiser la reproductibilité des
expériences, elles ont été réalisées en triplicats biologiques avec exactement la méme quantité
protéique pour chaque échantillon (2,5mg pour I'analyse portant sur les cerveaux par exemple). Pour
les controles négatifs, les protéines ont subi I'étape d’'immunoprécipitation sans ajout de I’AC anti-

Vpsl5.

Pour les analyses LC-MS/MS, les protéines éluées ont été précipitées toute la nuit avec 5 volumes
glacés d’acétate d’'ammonium a 0,1M dans du méthanol 100%. Aprés centrifugation a 4°C, a 12000g,
pendant 15min, les culots sont lavés 2 fois avec de I'acétate d’ammonium dans 80% de méthanol et
séchés avec une pompe (Genevac centrifugation concentrator miVac Duo, Fisher Scientific). Les culots
sont resuspendus dans 100puL de bicarbonate d’ammonium (50mM) et soumis a une réduction (5 mM
dithiothreitol, 95°C, 10 min) et une alkylation (10 mM iodoacetamide a température ambiante pendant
20 min). Les protéines sont enfin digérées avec 200ng de trypsine (Promega). Les échantillons sont
analysés soit par un dispositif nanoLC—MS/MS composé du spectrométre TripleTOF 5600 (SCIEX)
couplé au systeme NanolLC-Ultra-2D-Plus (Eksigent) comme décrit dans Chicher et al. 2015, soit par un
dispositif composé du spectrometre Q-Exactive Plus mass (Thermo Fisher Scientific) couplé au
chromatographe EASY-nanoLC-1000 (Thermo Fisher Scientific) comme décrit dans Waltz et al. 2019.
Chaque échantillon a été séparé sur une colonne Acclaim PepMap 100 C18 LC (Thermo Fisher
Scientific) pendant 2h40 avec un gradient 300 nl/min d’acétonitrile. Les données MS sont comparées
a la base de donnée Mus musculus Swissprot database (target database) et a la banque de séquences
leurres (decoy database) (Swissprot release 2019_07; 20432 protein sequences). Les peptides et les
protéines ont été identifiés avec |'algorithme Mascot (Matrix Science). Les données ont été importées
dans Proline (http://proline.profiproteomics.fr/). Les protéines ont été validées pour un score Mascot
=1 et un taux de fausse découverte (FDR) = 1% sur le score PSM et le score Protein Set. Proline a
également été utilisé pour aligner le nombre de spectre identifié pour tous les échantillons en utilisant
I'outil « Compare with SC ». Le nombre total de spectres issus de la fragmentation MS/MS a été utilisé
pour quantifier chaque protéine. Pour I'analyse statistique, les données obtenues a I'issue des triplicats
ont été comparées aux IP- en utilisant un logiciel « maison » comme décrit dans Chicois et al. 2018. Ce
logiciel calcule le niveau d’enrichissement protéique et la p-value ajustée corrigée par la méthode
Benjamini-Hochberg pour chacune des protéines identifiées. Ces données sont ensuite visualisables
sous la forme d’un volcano plot qui représente le -log10 de la p-value ajustée en fonction du log2 de

I’enrichissement. Les annotations d’enrichissement ont été analysées en recourant au logiciel Funrich.
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5. Etudes portant sur les poissons zébres : Uwe Strahle et Christelle
Etard (KIT, Karslruhe)

Nous avons établi une collaboration avec I'équipe de Uwe Strahle pour I'étude des poisson-zebre Igce,
générés en recourant a des morpholinos. Le protocole est décrit dans (Westerfield 2000) . Briévement,
les poissons de la lignée WT AB utilisés ont été maintenus a 28°C avec un cycle alternant 14h de lumiére
et 10h de noir. lls ont été nourris avec de la nourriture commerciale. Le maintien des animaux et les
procédures expérimentales ont été réalisées en accord avec la réglementation de protection animale
allemande (AZ35-9185.81/G-137/10). Un jour avant d’atteindre la maturité sexuelle, les animaux sont
transférés dans la boite d’accouplement ou le méle et la femelle sont maintenus séparés. Le matin de
I'injection, la cloison est otée. La fécondation des ceufs est réalisée dans les minutes qui suivent dans
une solution 1x Instant Ocean salt solution (Aquarium Systems, Inc.). lls sont colléctés et transférés
dans des boites de pétri. Les aiguilles de microinjection sont remplies avec 3 a 6 pL de solution
contenant les morpholinos et I'injection est réalisé au stade « une cellule » ou « 2 cellules ». Pour
verifier que la méme quantité de solution est injectée pour tous les ceufs, 0,1% de rouge phénol est
ajouté pour chaque injection. Les embryons injectés sont ensuite gardés a 28,5°C (ceux non fécondés
ou morts sont retirés). Les embryons de poisson-zébres sont injectés le matin entre 9h et 11h. La
concentration des morpholinos necessaire a I'injection d’un embryon au stade « une cellule » differe
d’un morpholino a I'autre. Dans le cadre du projet 3, les morpholinos ont été générés pour étre dirigé
contre le codon d’initiation de la traduction de Igce. Le morpholino contréle présente 5pb mal-
appariées. Avant d’étre capable d’observer un phenotype spécifique, plusieurs concentrations ont été
testées, les 2 types de morpholinos ont finalement été injectés a une concentration de 0,6pM. Pour
les expériences de « rescue », '’ARNm d’/gce a été clonée dans un plasmide resistant aux morpholinos
synthétisé avec SP6kit (Promega). Pour visualiser le situs inversus, une lignée de poisson-zébre

transgénique exprimant la GFP a été utilisée.
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Ill. Partie 1 Le projet | portant sur IFT27

I Le synopsis
Ce projet publié en 2019 dans Frontiers in genetics, rapporte la résolution d’'une famille BBS pour
laquelle le patient est hétérozygote composite pour 2 mutations ayant déja été rapportées
indépendamment I'une de I'autre dans la littérature. Le patient présente un phénotype typique de BBS
avec déficience intellectuelle, rétinopathie pigmentaire RP, anomalies du septum atrioventriculaire,
polydactylie et obésité. La recherche de mutations réalisée par WES a révélé des mutations (c.104A>G ;
p.Tyr35Cys et c. 349+1G>T) dans le géne IFT27. Considéré comme le 19™ géne BBS depuis la premiére
publication d’Aldahmesh et al. 2014, nous avons rapporté la 4™ famille BBS porteuse de mutations
dans ce gene.
Sanchez-Navarro et al. 2018 a publié le cas d’un patient BBS présentant une déficience intellectuelle,
une RP, une polydactylie, une obésité et une atteinte rénale. Le patient rapporté est hétérozygote
composite pour IFT27, I'un des variants correspond au faux-sens c.104A>G ; p.Tyr35Cys mais la co-
ségrégation familiale n’a pas été validée. Cette mutation est localisée au niveau de I'exon 2 d’IFT27,
dans une région hautement conservée. La Tyrosine 35 se trouve au niveau du domaine « switch 1 » de
la protéine impliqué dans les interactions protéine-protéine et la fonction GTPase. Le changement
d’AA est donc prédit comme pathogene et rend la protéine IFT27 non fonctionnelle. Le second variant
€.349+1G>T a été précédemment rapporté par Quélin et al. 2018 dans le cas d’un feetus présentant de
nombreuses malformations dont une polydactylie et une atteinte rénale. Dans ce cas, la validation
fonctionnelle de la mutation n’a pas pu étre réalisée.
La substitution ¢.349+1G>T est localisée au niveau du site donneur d’épissage de I'exon 5. Méme si la
pathogénicité de ce variant semble évidente, nous avons déterminé son impact et confirmer sa
pathogénicité sur le processus d’épissage en analysant I’ARN. Ce matériel a été extrait a partir d’'une
biopsie de peau et d’un prélevement sanguin du patient. Cette analyse a révélé la présence de
transcrits inexistants chez un controle. La séquence sanger de ces transcrits nous a confirmé soit la
perte des exons 5 et 6 soit la perte des exons 4 a 6.
Finalement, notre étude rapporte le cas d’une famille pour laquelle nous avons mis en place une série
d’expériences (récapitulée dans la Figure 35) afin de déterminer I'impact des 2 mutations identifiées.
Nous avons validé la co-ségrégation familiale des 2 mutations. L'une rend la protéine produite non
fonctionnelle. La seconde impacte |'épissage et crée des transcrits alternatifs. S’ils sont traduits, ils
donneront des protéines non fonctionnelles. S’ils sont dégradés, la quantité de protéine IFT27 issue
du transcrit normal sera fortement réduite. L'absence de la protéine IFT27 ou la présence d’une
protéine non fonctionnelle ont déja été rapportées comme responsables d’un phénotype de BBS

(Eguether et al. 2014a) comme celui observé chez les patients.
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Le projet | portant sur IFT27
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Figure 35: Le logigramme. Résumé des différentes expériences réalisées pour répondre aux objectifs
initialement formulés. Mon travail est identifié en bleu.

Les PCR réalisées dans le cadre de ce projet ont utilisé ’ADNc issu de la rétrotranscription de I’ARN

Les données supplémentaires.

extrait des fibroblastes du patient ou d’un contréle. J’ai également réalisé la méme PCR (Figure 36A)
avec le matériel extrait du sang des individus afin de déterminer si I'impact de la mutation était le
méme dans des tissus différents. Dans les 2 cas, nous avons mis en évidence chez le patient des bandes
surnuméraires de tailles inférieures au fragment attendu F1 (Figure 36B) correspondant a des
transcrits issus d’un épissage alternatif pour lesquels certains exons ne sont pas présents (voir Figure

1D de I'article).

A \‘.l{:l?ﬂx;‘@ c.349+1G>T
(ADNCc) IFT27| exl | ex2 ” ex3 | ex4 ex5 ex6 ex7 |
2 7R
L Y J
Fragment de 537 bp appelé F1
~
&
B &
e
& &
N
NS
~ &S
NN -PourF1:
| exl | ex2 | ex3 | exd | ex5 | ext | ex7 |
F1(537 pb) — > == == E
."" poo:pb - Pour F2 : fragment sans les exons 5 et 6
F2 (~310 pb) — - exl ex2 ex3 ex4d  |-mreeeeees ex7
F3 (~250 pb) —> r 4 ~-300 pb | | | | | i |
--200 pb

- Pour F3 : fragment sans les exons 4, 5 et 6

ex7

Figure 36 : Comparaison des résultats de PCR sur I’ADNc selon le tissu. A. Représentation schématique de
I’ADNc IFT27 avec le positionnement des amorces et des mutations. B. Résultats de la PCR avec le couple
d’amorces 2F-7R, sur ’ADNc issu de I'extraction d’ARN du sang ou des fibroblastes. Représentation schématique
expliquant les fragments obtenus chez le patient. T- : témoin négatif, ex : exon, CTRL : contréle.
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lll. La conclusion et les perspectives.
Avec ce projet, nous avons résolu le cas d’une famille BBS en montrant la pathogénicité de 2 mutations
identifiées dans le géne IFT27/BBS19. Si nous avions voulu poursuivre la caractérisation de la mutation
d’épissage, nous aurions pu déterminer la quantité de chaque transcrit (F2 et F3 vs F1) en créant des
amorces alleles spécifiques et recourant a une qRTPCR dépendante de sondes Tagman. Nous aurions
pu faire des WB sur des extraits protéiques totaux afin de déterminer s’il existe plusieurs protéines
IFT27 produites chez le patient en utilisant un AC dirigé contre la partie N-terminale de la protéine. Si
nous avions voulu poursuivre la caractérisation de la mutation faux-sens, nous aurions pu envisager
de faire un co-marquage de la protéine avec |'alpha-tubuline-acétylée par immunofluorescence sur
des cellules en conditions ciliées afin de déterminer si la localisation d’IFT27 est maintenue dans le cil
malgré la présence de la mutation. La Tyrosine 35 est un AA situé dans un domaine impliqué dans les
interactions protéine-protéine, nous aurions pu envisager une Co-IP anti-IFT25 suivie d’'un WB dirigé
contre IFT27 afin de déterminer si l'interaction connue entre ces 2 protéines est maintenue malgré la

mutation.

IV. L’article
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Bardet-Biedl syndrome (BBS; MIM 209900) is a rare ciliopathy characterized by
retinitis pigmentosa, postaxial polydactyly, obesity, hypogonadism, cognitive impairment
and kidney dysfunction. Mutations in 22 BBS genes have been identified to cause
the disease. We report a family with typical BBS features (retinitis pigmentosa,
postaxial polydactyly, obesity, cognitive impairment, and atrioventricular septal defect)
mutated in IFT27/BBS19. IFT27 is part of the Intraflagellar transport (IFT), a
bidirectional mechanism allowing the protein motility within the cilia. Using whole
exome sequencing, two compound heterozygous mutations were found in the proband
(NM_006860.4:c.[104A > G];[349+1G > T], p.[Tyr85Cys];[?]) consistent with the
expected autosomal recessive inheritance mode. These two mutations have already
been reported but independently in other families and lacking either familial segregation
or functional validation. This is the third report of IFT27 mutations in BBS patients
confirming IFT27 as a BBS gene (BBS19). Mutations in IFT genes (IFT27, IFT172 and
IFT74) confirm the IFT-pathway as a pathomechanism for BBS.

Keywords: Bardet-Biedl syndrome, IFT27 gene, BBS19, ciliopathy, whole exome sequencing

INTRODUCTION

Bardet-Biedl syndrome (BBS; OMIM 209900) is a recessive and genetically heterogeneous
ciliopathy defined by the association of retinitis pigmentosa (RP), postaxial polydactyly, obesity,
hypogonadism, kidney dysfunction and cognitive impairment. Mutations in 22 genes have been
identified of which WDPCP/BBS15, LZTFL1/BBS17, BBIP1/BBS18 IFT27/BBS19, IFT172/BBS20,
C80rf37/BBS21, and IFT74/BBS22 only account for one or a few families (Khan et al., 2016).
Among the last 4 genes identified, 3 (IFT27/BBS19, IFT172/BBS20, and the candidate locus
IFT74/BBS22) are members of the intraflagellar transport machinery (IFT) delineating a possible
novel mechanisms for the BBS (Aldahmesh et al., 2014; Bujakowska et al., 2015; Lindstrand et al.,
2016). The IFT machinery is composed of 2 large protein complexes named IFT-A and IFT-B
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required, respectively, for retrograde and anterograde transport
in the cilia. This machinery is part of an essential process for
the assembly and the maintenance of the cilia (Taschner and
Lorentzen, 2016). Most of the reported mutations in these genes,
and in particular for IFT172, have been identified in patients with
skeletal forms of ciliopathies including the Jeune asphyxiating
thoracic dystrophy (OMIM 208500), Mainzer-Saldino syndrome
(OMIM 266920), the Sensenbrenner syndrome (OMIM 218330).

In this study, we report and validate 2 compound
heterozygous mutations in IFT27 confirming the 19th BBS
locus in a family with a clear BBS phenotype.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Bardet-Biedl syndrome studies have been approved by our
Institutional Review Board “Comité de Protection des Personnes”
(EST IV, N°DC-20142222) and written informed consent for
research and publication was obtained from each participant. We
declare that the present research complies with the declaration of
Helsinki.

Whole-Exome Sequencing

Whole exome sequencing (WES) was performed by the IGBMC
Microarray and Sequencing platform. Genomic DNA (2 pg) was
sheared to obtain a mean fragment size of 150 bp using the
Covaris E210 (KBioscience, Herts, United Kingdom) followed by
library preparation using the Agilent SureSelect XT Human all
exon V6 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States
PN G7530-90000, protocol B4). Sequencing was performed on an
Mumina HiSeq 4000 (Illumina, San Diego, CA, United States) to
generate 100-bp paired-end reads following the manufacturer’s
protocols.

Bioinformatics Analysis

Image analysis and base calling were performed using CASAVA
v1.8.2 (Illumina) and the 109,658,782 reads were mapped to the
reference human genome (GRCh37/hgl9) using BWA v0.7.5a
(Li and Durbin, 2009) leading to 95.89% of the bases covered
at least by 20x. GATK UG v3.2-2 was used to call SNV and
indel variations (DePristo et al., 2011). Annotation and ranking of
SNV and indel were performed by VaRank (Geoffroy et al., 2015)
in combination with the Alamut Batch software (Interactive
Biosoftware, Rouen, France). Very stringent filtering criteria were
applied to filter out non-pathogenic variants (Supplementary
Table S1): (i) variants represented with an allele frequency
of more than 1% in public variation databases including the
1000Genomes (Genomes Project et al., 2015), the gnomAD
database (Lek et al., 2016), the DGV database (MacDonald
et al,, 2014) or our internal exome database, (ii) variants in
5 and 3’ UTR, downstream, upstream or intronic locations
and synonymous without pathogenic prediction of local splice
effect, (iii) variants not in the ciliary genes (Nevers et al., 2017).
Structural variants were predicted using CANOES (Backenroth
et al., 2014) and annotated by AnnotSV (Geoffroy et al,
2018). Our analysis was focused on compound heterozygous

and homozygous variants consistent with a recessive mode of
transmission. The IFT27 nomenclature is based on the RefSeq
accession number NM_006860.4 (O'Leary et al., 2016).

RNA Extraction, cDNA Synthesis, and

Sanger Sequencing

RNA was extracted from the patient's blood using the
PAXgene Blood RNA Kit (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon,
Switzerland). Reverse transcription was performed on 200 ng of
RNA using the BioRad iScript cDNA® Synthesis Kit (BioRad,
Hercules, CA, United States). PCR was performed on the cDNA
using the Mastercycler ep. Gradient S thermocycler (Eppendorf,
Germany). Specific fragment analysis was done by cutting the
agarose gel around the fragment of interest (e.g., F3) and eluted in
Tris-EDTA buffer 10.1 overnight. The elution product (5 wL) was
reamplified by PCR using the same conditions to obtain a unique
fragment. Bidirectional sequencing of the purified PCR products
was performed by the GATC Sequencing Facilities (Konstanz,
Germany). Primers used are summarized in Supplementary
Table S2.

RESULTS

The patient is the only child of an unrelated couple without
personal or familial medical history. The patient was born
at 39 weeks of amenorrhea with the following parameters:
weight at 3210 g, height at 51 ¢cm and head circumference at
35 cm. Mesoaxial polydactyly of the right hand with a Y-shaped
metacarpian and syndactyly between the 5th and the 6th fingers
and postaxial polydactyly of the right foot was noticed at birth.
Partial atrioventricular septal defect was also diagnosed and
operated at 5 weeks old. Mitral insufficiency persisted after
operation and was operated at 2 years old. Renal ultrasound
was normal. At birth, cerebral ultrasound showed isolated thin
corpus callosum, not confirmed on cerebral MRI. Secondarily,
the patient presented with delayed psychomotor development:
he walked at 25-month-old and had delayed language (5 words
at 2 years; 10 words at 3 years and sentences at 5 years).
Audition was normal. The patient received specialized education.
Progressively, he developed obesity: at 2 years old, 16.8 kg
(+ 3SD) for 93 cm (4 2SD) and normal head circumference
(49 cm); at 3 years old, 229 kg (> +3SD) for 101.5 cm
(4 2SD). At 7 years old, his BMI was 25. Initially, ophthalmologic
examination revealed myopia at 2 years old and alternate
divergent strabismus at 3 years old. Myopia was scalable was
noticed at 4 years old. A cone-rod dystrophy was diagnosed at
7 years old.

Several diagnostic hypotheses led to the non-conclusive
exploration of GLI3 (Pallister-Hall), OFDI (Orofaciodigital
syndrome I) and the known BBS genes at that time (BBSI-
BBS18) using Sanger and targeted exome sequencing (Muller
et al,, 2010; Redin et al., 2012). This also included array-CGH
screening. Finally, WES was performed on the index case and
led to the identification of 2 already reported variations in the
IFT27/BBS19 gene co-segregating in the family (Figure 1A). The
first variation, c.104A > G (p.Tyr35Cys), is affecting a highly
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FIGURE 1 | Identification of two mutations in /FT27. (A) Pedigree of the reported family with one affected

7) and cut and eluted F3 band in individual II.1 demonstrating the absence of exons 4 to 6 (right side).

mutations. Example of Sanger sequencing profiles for the heterozygous individuals. (B) PCR ampilification was performed on RNA extracted from blood of individual
1.1 and a healthy unrelated control amplified between exon 2 and exon 7. (C) IFT27 cDNA scheme representing the obtained fragments with size and expected
composition. PCR primers are positioned. (D) Sanger sequencing of normal F1 in a healthy unrelated control (left side showing each exon boundaries from exon 3 to

individual and segregation analysis of the two IFT27

FIGURE 2 | IFT27 gene and protein. (A) Schematic of the IFT27 locus and (B) IFT27 protein and the posi

2011). The mutation Tyr35 is highlighted using a black “*” and the Switch | region is shown using a black

Chlamydomonas reinhardltii.
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given according to the following RefSeq identifiers: NM_006860.4 and NP_006851.1. (C) Multiple sequence alignment of IFT27 proteins from different species and
of the human RAB8a and RAB10 proteins. The secondary structures derived from the IFT27 structure are shown in black above the sequences (Bhogaraju et al.,
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conserved position in the protein localized in the switch I region
of this Rab-like GTPase (Figures 2A,B). The variation is absent
from the variation databases (i.e., 1000 genomes and gnomAD)

Table S3). Give

and predicted as affecting the protein function (Supplementary

n its relatively close position toward the end

of exon 2 (Figure 2A), a possible splice effect was assessed on
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the patient’s RNA extracted from blood and failed to reveal any
alteration (Supplementary Figure S1).

Given its localization, the second variation, ¢.349 + 1G > T, is
predicted to abolish the donor splice site of exon 5 (Figure 2A and
Supplementary Table S3). It is already described in gnomAD with
21 heterozygous alleles in the European (Non-Finnish) cohort
leading to an allele frequency of 0.0085% compatible with the
BBS rare condition. Analysis of the patient'’s RNA extracted from
blood revealed a mix of alternatively spliced isoforms not found
in controls (Figures 1B-D). This includes removal of exons 5 + 6
or 4 4+ 5 + 6 that are predicted to cause an in frame deletion of
a significant part of the protein (76 or 96aa out of 185aa).

DISCUSSION

Bardet-Biedl syndrome is an emblematic ciliopathy characterized
by a clinical and genetic heterogeneity. Twenty-two BBS genes
have been identified so far and mutations are found in about
80% of the known BBS patients (Redin et al., 2012; Khan et al,,
2016). The last genes identified account only for a small fraction
of the mutation load, emphasizing the importance to screen more
families and increase our knowledge for these genes (e.g., type of
mutations and clinical manifestations).

In our study, we identified two compound heterozygous
mutations in IFT27 (NM_006860.4: c.[l04A > GJ;[349 +
1G > T]) by WES in a child presenting with the classical BBS
signs. IFT27 is part of the RAb like GTPAse that is predicted
to have low GTPAse activity. The gene is composed of 7 exons
coding for a 186 aa protein.

Our first identified mutation, the c.104A > G is located in
exon 2 leading to the drastic change of a tyrosine to a cysteine
(p.Tyr35Cys). Localized in the connecting region between a-helix
1 and B-sheet 2 in the so called “switch I” region (Figure 2C),
a highly flexible region upon nucleotide binding pocket not
crystallized (Bhogaraju et al.,, 2011) with an important role in
GDP/GTP exchange and with interacting partners (Pylypenko
et al,, 2018), the missense is highly susceptible to affect the
function of IFT27. The second mutation, ¢.349 + 1G > T, located
in the donor splice site of exon 5 was predicted to affect the
splicing of IFT27 that we have demonstrated with a skipping
of several exons of the gene. This mutation has been already
reported in a fetus with a severe phenotype but the effect could
not be assessed at that time (Quelin et al., 2018).

Initially the first identified mutations in IFT27 were reported
in a consanguineous BBS family presenting with RP, obesity,
polydactyly of all extremities, mild intellectual disability, renal
failure and hypogenitalism. The patients carried a homozygous
missense (c.296G > A, p.Cys99Tyr) predicted to affect the
stability of the protein (Aldahmesh et al., 2014).

Very recently, another BBS case with RP (cone rod dystrophy),
obesity, polydactyly, maturation and learning delay and chronic
renal failure has been reported but they could not to assess
the segregation and the effect on the protein (c.[104A> G(;)350-
2A>G], p.[Tyr35(;)?]) (Sanchez-Navarro et al., 2018).

Lastly, 2 loss of function mutations (c.[115_122del];[349+
1G > TJ, p.[Thr39Glyfs*11];[?]) have been reported in a fetus

presenting with a severe ciliopathy with short ribs polydactyly
type II (SRPII or Majewski syndrome) and/or Pallister-Hall
syndrome (Quelin et al, 2018). Interestingly, Pallister-Hall
syndrome was also evocated for our patient given the association
of cardiopathy and polydactyly with Y-Shaped metacarpian. The
authors made the hypothesis that the loss of function mutations
could explain the severe phenotype.

Comparing the reported patients including the fetus
(Supplementary Table S4), all had postaxial polydactyly.
All living patients had RP, learning difficulties and obesity.
Moreover, one patient of the initial BBS family has deafness
and hypogenitalism. The same family and the fetus have renal
anomalies (renal hypoplasia to renal agenesis) contrasting with
our patient who has no renal involvement. Finally, our patient
and one patient of the initial family presented with a cardiopathy,
and unexpectedly not found in the more severe fetal form.
Interestingly some patients have unusual clinical presentation
including mesoaxial polydactyly with Y-shaped metacarpian
associated with postaxial polydactyly (our patient) or preaxial
(fetus). The Y-shaped metacarpian has been already correlated
with mutation in BBS17/LZTFL1 (Schaefer et al., 2014) that is
now extended to IFT27. One can notice also that 2 patients had
cone-rod dystrophy (our patient and family 2), a rare condition
already described in BBS (Scheidecker et al., 2015). These features
show the clinical variability associated to IFT27 mutations from
severe lethal forms to classical BBS that might be revised when
new patients will be described in the future.

Mutations in IFT genes were recently reported in several BBS
patients (Bujakowska et al., 2015; Lindstrand et al., 2016; Schaefer
et al., 2016). IFT27, IFT74, and IFT172 encode components
of the IFT-B complex required for anterograde transport of
ciliary proteins (Taschner and Lorentzen, 2016). Mutations in
IFT genes are implicated in different ciliopathies, principally
in skeletal ciliopathies (Jeune asphyxiating thoracic dystrophy,
Sensenbrenner syndrome and Mainzer-Saldino syndrome) but
also in isolated RP and Senior-Lgken syndrome (associating RP
to nephronopthisis). This report confirms the IFT-pathway as a
new pathomechanism for BBS.

CONCLUSION

We identified the third BBS family mutated in IFT27. We
confirmed IFT27 as the 19th BBS gene delineating the typical and
complete BBS phenotype for those rarely mutated patients and
the implication of IFT-pathway in the BBS pathogenesis. This
report illustrated the usefulness of WES sequencing to identify
mutations in highly heterogeneous genetic disorders. Finally, our
observation is a good illustration of the clinical and molecular
continuum between the different ciliopathies.
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SUPPLEMENTARY DATA

SNV indel SV
Total number of variants 92351 14676 12
After exclusion of variants with an allele frequency >1% (gnomAD, 1847 284 6
1000G, internal exome database or DGV) (1-3)
After exclusion of SNV/indel found at the homozygous state in
. . 1531 255 6
gnomAD and in our internal exome database
After exclusion of SNV/indel in 5' and 3'UTR, downstream, upstream,
. . . ) o 559 84 6
intron and synonymous locations without local splice effect prediction
After exclusion of missense without SIFT, PPH2 or PhastCons
. 500 84 6
deleterious effect
After exclusion of variants absent from ciliary gene list (4) 84 8 0

After selection of variants consistent with recessive transmission

17 compounds heterozygous in: ACADM, BOLA3,
DAWI1, DIMTI, DNAHS, EPB41L1, IFT27, KDM4B,

(compound heterozygous, homozygous variants) KNTCI1, LRRC56, LRTOMT, PPP3CC, SEC63,
SMARCAS5, SYNE2, TCTNI and USP25

Supplementary Table 1. Summary of the whole exome sequencing results. SNV: single nucleotide
variation, indel: gain or loss of up to 50 nucleotides at a single locus, SV: structural variation. Exclusion
of SV with a DGV frequency >1% is done only with studies of more than 1000 individuals.

Application Exon Forward (5'-3") Reverse (5'-3") Size
DNA 2 CATAGGGCGTGTTTCAGTGGAAGA CCAAGTTGCTTGTGGCCATTCTG 600 bp
5 TCTACCGAGTTGGGAGGTTTCACA TCCCTGGGGTTAGCTTTCTGGAAT 710 bp
cDNA 2to7 CAGATCTTCCGCAGTGATGG TCTGTCTTCTCCGGTTGTGC 537 bp
1to3 4 CCATGGTGAAGCTGGCAG GTTCCACACTGTCTCCCGT 177 bp

Supplementary Table 2. List of primers used in this study (/F'727: NM_006860.4).

Exon MaxEntScan NNSplice SSF Align-GVGD PolyPhen-2 SIFT
Deleterious  Probably damaging  Affect protein
¢.104A>G, p.Y35C 2 (Class 65) (1.000) function (0.00)
¢.349+1 5 -100% -100% -100%

Supplementary Table 3. Prediction of the effect of the two variations on the protein function. Variant
effect on the nearest splice site was predicted using MaxEntScan (5), NNSplice (6) and Splice Site
Finder (7) by calculating score change between the wild type and the mutated sequences expressed as a
percent differences. Missense effect was assessed by Align-GVGD (8), PolyPhen-2 (9) and SIFT (10).
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Supplementary Table 4. Genotype and phenotype summary of the reported /F727 patients. RP: retinitis pigmentosa, CI: cognitive impairment, “this case is a
fetus, "cone-rod dystrophy, “mesoaxial.
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Supplementary Figure 1. Cys35Tyr possible splice effect assessment. PCR amplification was
performed on RNA extracted from blood of individual II.1 and a healthy unrelated control amplified
between exon 1 and exon 3/4.
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Ill. Partie 1 Le projet Il portant sur BBS1

I Les rétrotransposons.
Parmi les 3.10° pb du génome humain, 2/3 des séquences correspondent a des séquences d’éléments
mobiles insérés (MEI) qui peuvent étre de 2 types: les transposons et les rétrotransposons. Les
transposons sont des séquences d’ADNg qui sont capables de s’extraire d’un locus pour s’insérer
ailleurs dans le génome : on parle d’un processus de « couper-coller » (Medina et Perron 2017). Les
rétrotransposons sont des séquences d’ADNg issues d’ADNc insérées dans le génome humain. Celles-
ci sont transcrites en ARN, qui subit une rétrotransposition en ADNc, qui est intégré ailleurs dans le
génome (Martin 2018). Pour les rétrotransposons, on parle d’un processus de « copier-coller ».
Parmi les rétrotransposons, certains codent pour leur propre machinerie : LINE-1 (Long INterspersted
Element 1) par exemple, est considéré comme une classe de rétrotransposons autonomes de grande
taille (plusieurs kilobases). En comparaison, les SVA (SINE-VNTR-Alu) et les Alu dépendent de la
machinerie LINE-1 pour se propager dans le génome : ce sont des rétrotransposons non autonomes
(Hancks et Kazazian 2016). Contrairement aux SVA, les séquences Alu font parties des SINE (Short
INterspersted Element) : des rétrotransposons caractérisés par des séquences inférieures a 500pb. Les
Alu proviennent de la dimérisation d’ARN 7SL apreés la délétion de sa séquence centrale. L'ARN 7SL est
un ARN non codant qui appartient au complexe « particule de reconnaissance du signal » impliqué
dans la synthése des protéines par le ribosome. LINE-1, SVA et Alu sont les 3 classes de
rétrotransposons encore actives dans le génome.
LINE-1 est responsable des insertions de novo identifiées dans le génome. La séquence LINE-1 est
transcrite par I’ARN polymérase Il, le transcrit est bi-cistronique et code pour ORF1p (une protéine de
liaison au ARNm, RNP) et ORF2p (une rétro-transposase (RT) et une endonucléase (EN)). Cette enzyme
reconnait le motif 5" TTTT-AA 3’ (site consensus de reconnaissance) et insére la séquence d’intérét a
cet endroit. Une fois insérée, la séquence est flanquée par un TSD (Target Site Duplication) spécifique
de chaque insertion. ORF1p et ORF2p forment un complexe RNP ribonucléoprotéique en se liant a
I’ARN LINE-1 (action en cis) ou bien aux ARN SVA ou Alu (action en trans) (Burns 2020) (Figure 37).
Les rétrotransposons occupent, au total, 40% du génome humain. Au sein de ce groupe d’éléments
mobiles, 85% (+/-2%) correspondent a des séquences Alu dont le taux d’insertion atteint 1 pour 20
naissances, 12% (+/- 2%) sont des LINE-1 dont le taux d’insertion s’éléve a 1 pour 270 naissances et
2,5% (+/-1%) sont des SVA dont le taux d’insertion est plus bas : 1 pour 916 naissances (C. Stewart et
al. 2011; Bragg et al. 2017; Buckley et al. 2017).
Les insertions se font dans les parties non codantes du génome humain pour la plupart (98,5% du
génome) et ont donc peu d’impact sur les fonctions des cellules. Néanmoins, lorsque l'insertion se
produit dans/a proximité d’un géne, elle peut avoir un impact sur la fonction du géne (niveau

d’expression, interruption de la séquence codante...) et donc étre associée a un phénotype. Depuis

86



Ill. Partie 1 Le projet Il portant sur BBS1

1988, on dénombre dans la littérature 124 insertions (LINE 1, Alu, SVA confondus) impliquées dans des
pathologies humaines. La premiere décrit I'insertion d’un LINE-1 dans le gene codant pour le facteur
de coagulation 8 qui provoque une Hémophilie A (Kazazian et al. 1988a).

Les SVA sont les rétrotransposons les plus jeunes d’un point de vue évolutif, ils sont exclusivement
retrouvés dans le génome des hominidés. Il existe 6 familles de SVA répertoriées (notées de A a F) en
plus du SVA-F1. Chez 'Homme, on retrouve spécifiqguement les types E et F (H. Wang et al. 2005).
Globalement, environ 3600 copies de SVA ont été identifiées dans le génome humain de référence.
Dans 1/3 des cas, un SVA s’insére au niveau d’une région génique : 16 insertions de SVA ont été
associées a des maladies (Bragg et al. 2017; Kherraf et al. 2018; Tavares et al. 2019a; Torene et al.
2020). Selon les cas, l'insertion d’'un SVA peut provoquer la délétion d’'une partie du gene concerné
(Vogt et al. 2014; Takasu et al. 2007), perturber le processus d’épissage (Conley et al. 2005; Hassoun
et al. 1994) ou entrainer une exonisation : incorporation d’une partie de la séquence du SVA (non
codante) dans la séquence codante du géne d’intérét (Kobayashi et al. 1998; Wilund et al. 2002; Akman
et al. 2010a).

Les SVA-F mesurent en moyenne 1,7 kb et se composent de 5 domaines. Ils sont flanqués a chaque
extrémité d’une séquence TSD (<20 pb). lls sont composés en 5’ d’'une séquence répétée d’hexameres
(CCCTCT)n. Une séquence Alu-like précede une séquence hautement répétée appelée VNTR (Variable
number of tandem repeat) dont la taille varie en fonction du nombre de répétitions des motifs de 40
pb, riches en GC. Enfin, un domaine SINE-R (le R indique I'origine rétrovirale du SINE) est suivi d’'une
gueue polyA (~200pb) (Figure 37). La majorité des SVA insérés présente I'ensemble de 5 domaines
mais il est possible qu’ils perdent une partie de leurs extrémités 5’ ou 3’ lors de I'insertion (Ostertag et
al. 2003a). Leur richesse en répétitions présage des potentielles variations au sein d’un méme type de
SVA. D’ailleurs, il a été montré dans le cas d’'un SVA inséré dans le gene TAF1 que le nombre de
répétitions du domaine (CCCTCT), impacte la sévérité du phénotype observé : plus le nombre de
répétitions augmente plus les premiers symptoémes se déclarent tot. Cet événement mutationnel est

responsable d’une dystonie-parkinson liées a I’X (Burns 2020).

Notre laboratoire a déja montré que l'insertion d’'une séquence Alu dans le géne BBS12 pouvait étre
responsable d’un BBS (Redin et al. 2012a). Ce projet s’intéresse a la mise en évidence d’un nouvel
évenement mutationnel fréquent dans le géne BBS1 avec la mise en évidence de I'insertion d’'un SVA

de type F.
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Figure 37 : La rétrotransposition dépendante de LINE-1. Représentation du mécanisme de rétrotransposition
dépendante de LINE-1 dans le cas d’un SVA.

Il. Lesynopsis

Il s’agit d’un projet débuté au cours de mon stage de M1 au laboratoire et poursuivi durant ma these.
Le patient index présentant un phénotype typique de BBS est issu d’'une famille caucasienne non
consanguine. La recherche de mutation a d’abord permis la mise en évidence de la mutation
récurrente du gene BBS1 ¢.1169T>G, p.M390R a I'état hétérozygote. Au début du projet, il existait dans
la cohorte strasbourgeoise, un exces de patients BBS hétérozygotes pour la M390R pour lesquels la
seconde mutation était manquante. A l'issu du projet, nous avons résolu I’'ensemble de ces cas. Pour
une famille, la seconde mutation correspond a une large délétion des exons 4 a 11 de BBS1. Pour les
autres patients, la seconde mutation correspond a l'insertion d’un rétrotransposon de type SVA-F au
niveau de I'exon 13 du gene BBS1.

L'identification de cette mutation a été complexe. Nous n’avions pas appliquer d’outils
bioinformatiques dédiés a la détéction des MEl lors de la premiére analyse par séquencage haut débit
car ils étaient peu developpés a I'époque. Seul un séquencage a tres haute profondeur (1000x) a
permis de détecter ce que I'on croyait étre une délétion/insertion de quelques bases alors qu'’il
s’agissait finalement d’une partie du SVA F mal alignée. Comme |'explique la Figure 38, lors d’un
séquencgage lllumina en paired-end, la distance séparant la lecture 1 en 5 et la lecture 2 en 3’
correspond normalement a 400 pb : I'ensemble forme un read. Dans le cas ou la région séquencée ne
contient pas la séquence du rétrotransposon : les reads générés sont correctement alignés sur le
génome de référence. Dans le cas oU le read généré a une séquence correspondant dans sa totalité a

la séquence de l'insertion alors il est aligné sur de nombreuses séquences de rétrotransposons
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existants dans le génome de référence. Par contre, dans le cas oU le read contient une partie de la
séquence de référence et une partie de la séquence du rétrotransposon, lors de I'alignement, une
partie du read est alignée correctement alors que la partie correspondant au rétrotransposon est mal
alignée ou alignée ailleurs. La partie mal alignée est alors étiquetée comme de mauvaise qualité et le
read complet est « soft clippé » car considéré comme non conforme a la référence (ces reads sont

cachés par défaut dans le logiciel de visualisation). C’est en faisant apparaitre les reads « soft clippés »

A. Le Séquencgage lllumina, paired-end
Génome du patient
5 3
Lecture 1 —
(150 pb)

-———»p
FragmentdADN de la librairie
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du cas index dans le logiciel IGV que I'insertion a été mise en évidence.

Figure 38 : Les « soft clips ». A. Explication de la génération des read « soft clippés » dans le cas ou le patient est
porteur d’une insertion dans son génome. B. Visualisations dans IGV (Integrative Genomic Viewer) des reads du
patient sans/avec ceux « soft clippés ».
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L’objectif principal de ce projet consistait a déterminer la taille, la séquence et I'impact fonctionnel de
cette insertion. De plus, en raison des difficultés rencontrées lors de la détection, il était possible que
d’autres patients soient porteurs de cette insertion. Il fallait donc évaluer sa fréquence. En fonction de
celle-ci et du contexte génomique, il s’agissait également de déterminer si cet évenement pouvait se
reproduire ou si cela restait un événement isolé.

Une séquence de 99 pb avait été extraite des reads « soft clippés » et un alignement en utilisant le
logiciel « Repeat masker » avait permis d’identifier un SVA (SINE R-VNTR-Alu) ayant une séquence 5’

tronquée (Figure 39).

SVA de référence | 700-4000 bp

I/ -
| (ccetem), | A [ /) (vNTR), | SINER [] Polya |
Potoh el TES g a |

SVA inséré dans BBS1 |

331 pb manguant - Séquence a déterminer

Figure 39 : Composition des SVA-F de référence. Les SVA-F sont normalement composés de 6 domaines. Pour le
SVA-F inséré dans BBS1, 'extrémité 5’ est manquante et la majeure partie de I'extrémité 3’ doit étre déterminée.
TSD : Target Site Duplication, ALU : Alu like domain, VNTR : Variable number tandem repeat, SINE-R : Short
interspersed nucleotide Element

Le logigramme d’expérience de la Figure 40 montre la démarche scientifique que nous avons mise en
place pour répondre aux problématiques. J'ai toujours travaillé sur le matériel biologique extrait des

cellules en culture du cas index.

Parallelement a mon travail de caractérisation moléculaire, un travail bioinformatique de
reconstitution de séquences a partir des lectures extraites du TES/WGS a été mis en ceuvre par un
stagiaire M2, Samuel Nicaise. Il est parvenu a étendre la séquence initiale de 99 a 350 pb.

A partir de ces séquences et de la séquence consensus du SVA de Kwon et al. 2013, j’ai « marché » sur
le génome du patient et déterminé la séquence complete du rétrotransposon (2435 pb) qui est
disponible en Figure 41. La difficulté de cette région (a savoir la richesse en GC, la présence de
nombreuses répétitions et la queue polyA) a demandé de nombreuses optimisations des protocoles
PCR. J'ai identifié 4 des 5 domaines connus ainsi que le site consensus de reconnaissance de la
transposase LINE-1. J’ai confirmé I'impact fonctionnel de cette insertion sur I'expression du gene par
gRTPCR et WB. Un ARNm porteur de I'insertion est exprimé chez le patient. Le niveau d’expression de
BBS1 est réduit de moitié chez le patient : la quasi-totalité des ARNm sont porteurs de la M390R. Au
niveau protéique, j'ai montré qu’il n’existait pas de protéine plus courte porteuse de l'insertion et j'ai

confirmé que la quantité protéique de BBS1 du patient est réduite de moitié par rapport aux contréles.
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Figure 40 : Logigramme. Résumé des expériences mises en ceuvre pour répondre aux questions posées et aux objectifs du projet. Mon travail est identifié en bleu.
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Figure 41 : La séquence Sanger totale du SVA-F.
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IV. La conclusion et les perspectives.
Ce projet de caractérisation moléculaire nous a permis de conclure plus précisément sur la nature du
SVA-F inséré dans BBS1 et sur son impact fonctionnel. La mise au point d’'une PCR duplex pour détecter
rapidement cet événement nous a permis d’explorer la cohorte de patients négatifs de Strasbourg.
Nous avons finalement résolu le cas de 6 familles au total. Les patients présentent le méme génotype
avec exactement le méme point d’insertion.
Pour le cas index, nous avons déterminé la taille totale de 2435 pb de l'insertion et identifié 4 des 5
domaines canoniques composant ce type de rétrotransposons. Nous avons montré qu’'un ARNm
porteur de l'insertion est exprimé mais aucune protéine porteuse de l'insertion n’a été mise en
évidence par WB. Le NMD (Nonsense mediated mRNA decay) est un mécanisme cellulaire qui empéche
la traduction de protéines tronquées en captant et dégradant les ARNm porteurs de codons stops
prématurés. L'insertion du SVA-F cause I'apparition d’'un codon stop prématuré, la protéine résultante
serait tronquée de son extrémité C-terminale. Dans ce cas, il serait intéressant de bloquer ce systéme
de dégradation en utilisant un inhibiteur comme I'émétine par exemple. Une fois le NMD bloqué, il
faudrait refaire le WB afin de déterminer si une protéine tronquée porteuse de l'insertion est
synthétisée chez le patient, dans cet état. Une hypothése post transcriptionnelle impliquant une
dégradation via le protéasome de la protéine ne peut pas non plus étre écartée.
Ce projet a également été propice pour la mise en place de collaborations avec d’autres équipe de
recherche. Par exemple, la collaboration établie avec Erica Davis a révélé qu’il existe, dans leur cohorte,
2 familles de patients BBS résolus (porteurs de 2 alleles mutés dans un premier gene BBS) qui sont
également porteurs d’un 3™ alléle correspondant a I'insertion du SVA-F dans BBS1. Badano et al. 2003
a montré 'implication de BBS1 dans I'hérédité tri-allélique en rapportant une mutation sur un seul
alléle associée avec 2 mutations dans BBS2 ou BBS7. Dans ce cas, lorsque I'apparition du phénotype
est associée a des mutations dans plus de 2 génes, on parle d’'un mode de transmission oligogénique.
Ce 3°™ alléle exercerait un effet modificateur qui permettrait d’expliquer les variabilités inter et intra-
familles mises en évidence lors des évaluations phénotypiques. Ce 3°™ alléle modifierait la sévérité ou
I’age d’apparition des premiers signes cliniques. Dans le cadre de ce projet, nous voudrions confirmer
et comprendre précisément I'effet d’un tel alléle. L'identification de familles supplémentaires est
nécessaire. Il serait donc intéressant d’explorer la cohorte de BBS résolus de Strasbourg pour identifier
d’autres patients présentant le méme génotype. Ensuite, il serait intéressant de comparer le
phénotype des patients résolus porteurs de ce 3™ alléle a celui des patients n’ayant pas cet alléle
pour déterminer si effectivement il module le phénotype.
Le test par PCR duplex présenté dans le manuscrit est maintenant appliqué systématiquement au

laboratoire de diagnostic génétique (HUS) face a de nouveaux cas BBS irrésolus. Un protocole
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bioinformatique de détection des insertions d’éléments répétés au sein du génome, basé sur le logiciel
Mobster, a également été implémenté. Cet ajout s’inscrit dans la continuité de 2 études récentes ayant
rapporté plusieurs identifications d’insertion d’éléments mobiles (MEI) dans les exomes de patients
(Gardner et al. 2019; Torene et al. 2020). Un bon de 0,15% du taux de diagnostic dans le cas de la 2¢™®
étude citée a été observé et confirme la nécessité de mettre en place des systémes de détection des
MEI dans le cadre du diagnostic génétique.

Parmi les 6 familles, 5 sont originaires de Bretagne et une seule est issue des pays scandinaves. En
prenant en considération |'origine commune des familles, nous avions émis |’hypothese que
I"apparition de cette mutation soit liée a un effet fondateur. Les résultats des puces a ADN (SNP arrays)
ont confirmé cette hypothése. Nous avons défini 2 haplotypes et sommes parvenus a dater I'apparition
de la mutation M390R et de I'insertion SVA-F en collaborant I'’équipe d’Emmanuelle Genin, de Brest.
Le premier haplotype est de grande taille (>1,6Mb). Il est commun aux patients porteurs de la mutation
M390R, a I'état homozygote. Cette mutation serait apparue entreil y a 2325 ans [1225;4575]. Le
deuxieme haplotype est de plus petite taille (>56kb). Il correspond au plus petit haplotype commun
entre les patients porteurs de l'insertion. Cette mutation serait apparue il y a 1850 ans [825;4750].
L'insertion du SVA-F est apparue plus récemment que la mutation M390R.

Ces résultats sont récapitulés dans un article qui a été soumis dans le journal Human genetics le

20/07/20 et est actuellement en révision.
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V. Le manuscrit

An SVA F retrotransposon insertion is a frequent cause of BBS1 mutation.
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ABSTRACT

Bardet-Biedl syndrome (BBS) is an emblematic ciliopathy characterized by retinitis pigmentosa, obesity,
polydactyly, cognitive impairment and renal failure. Mutations in 24 genes account for the molecular basis of
>80% of cases. Toward saturated discovery of the mutational basis of the disorder, we applied targeted exome
sequencing and mobile element insertion detection to 217 BBS samples. We identified a recurrent hominid-
specific SINE-R/VNTR/Alu type F (SVA F) insertion in exon 13 of BBS1 in 3 families. Coincidentally, these three
pedigrees all carry the common ¢.1169T>G, p.M390R variant in trans, unmasking BBS1 as their recessive locus.
Whole genome sequencing, de novo assembly and SNP array analysis were performed to characterize the
genomic event. This insertion is extremely rare in the general population (>1,300 samples screened and >10,800
individuals from gnomAD-SV) and due to a founder effect. Its 2,435 bp sequence contains hallmarks of LINE1
mediated retrotransposition. Functional studies with patient-derived cell lines confirmed that the BBS1 SVA-F is
deleterious as evidenced by a significant depletion of both mRNA and protein levels. Next, we performed PCR-
based screening of two additional BBS cohorts: (1) 192 cases pre-selected to not have the common BBS1 or BBS10
mutations in homozygosity; or (2) 126 cases with no pre-selection bias. Together, we describe 8 new families
with the SVA F insertion in BBS1, some of which are primary causal alleles (n=6), and some are oligogenic sites in
addition to other recessive BBS loci (n=2). Such findings highlight the importance of dedicated bioinformatics
pipelines to identify all types of variation.

Keywords: Bardet-Biedl syndrome, BBS1, Mobile element insertion, SVA F, Founder effect.
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INTRODUCTION

Bardet-Biedl syndrome (BBS, MIM# 209900) is an increasingly well-characterized ciliopathy with clinical
diagnostic features including retinitis pigmentosa, postaxial polydactyly, obesity, cognitive impairment and renal
dysfunction. BBS is a rare autosomal recessive condition affecting 1/160,000 live births in populations of northern
European origin (Waters et Beales 2011). The disease prevalence is higher (1/13,500 to 1/43,500) in
consanguineous populations or in isolated geographic regions (Farag et Teebi 1989; Gouronc et al. 2020). Recent
studies have delineated the antenatal and postnatal presentation of BBS patients (Mary et al. 2019; Niederlova
et al. 2019) with mutations in 24 genes accounting for the molecular basis of a majority of cases (Shamseldin et
al. 2020a). Diagnostic yield in BBS can be high, ranging from 65% to 100% depending on the cohort, the inclusion
criteria and the molecular test used (Mary et al. 2019; Shamseldin et al. 2020a). These diagnostic approaches
include direct sequencing of the predominant BBS1 and BBS10 founder variants (Mykytyn et al. 2002b; Stoetzel
et al. 2006, 10), large panel sequencing or whole exome (WES) and genome (WGS) sequencing (Redin et al.
2012b; Shaheen et al. 2016; Shamseldin et al. 2020a). Most of the causal genes reported since BBS13/MKS1 have
been described in few cases or even a single family (Yildiz Boliikbasi et al. 2018; Wormser et al. 2019), suggesting
that the causal loci yet to be discovered will be rare in BBS populations, and/or that pathogenic variation may be
intractable to standard sequencing paradigms.

Among the genetic events arising in the human genome, mobile element insertions (MEI), although rarely
described in the literature, occur ~1,000 times per genome according to the 1,000 Genomes project (Auton et al.
2015). These mutations may implicate diverse classes of elements (SINE, LINE, retrovirus and processed
pseudogenes), with a small fraction of such elements that are still active (0.05%) in the human genome (Mills et
al. 2007). They can move using several mechanisms and integrate at a different locus than initially identified (Ha,
Loh, et Xing 2016). Integration can result in no functional consequences (Chatron et al. 2019) but several MEI
have been reported to cause pathology (van der Klift et al. 2012; Nakamura et al. 2015; Taniguchi-lkeda et al.
2011; Akman et al. 2010b; Kazazian et al. 1988b; J.-M. Chen et al. 2008; Miki et al. 1996; Redin et al. 2012b). With
only ~2,700 copies found in the human genome (Hancks et Kazazian 2012), SINE-R/VNTR/Alu (SVA) is the
youngest family of retrotransposons. Composed of 6 types (A to F), SVA E and F are specific to the human lineage
(H. Wang et al. 2005). SVA are non-autonomous retrotransposons requiring the L1 machinery to move and
integrate into another location (Raiz et al. 2012a). To date, 16 SVA insertions have been associated with human
diseases (Hancks et Kazazian 2016; Brett et al. 2017, 1; Kherraf et al. 2018, 66; Tavares et al. 2019b; Torene et al.
2020).

Among the known BBS genes, BBS1 contributes the highest fraction of pathogenic alleles to BBS patients with
pathogenic variants in ~20% of all cases (Khan et al. 2016). In particular, this observation is largely due to a
pathogenic founder variant (c.1169T>G, p.M390R) (Mykytyn et al. 2003). Among the unresolved cases in our
cohort, several patients were heterozygous carriers of this specific missense change suggesting two different
possibilities: (1) a missed second primary driver allele in BBS1; or (2) participation of this variant as a second-site
modifier in the presence of a different primary BBS driver locus (Philip L. Beales et al. 2003; Stoetzel et al. 2006).
Notably, due to the high frequency of this variant in the general population (0.27% in non-Finnish Europeans;
gnomAD) this variant could be detected coincidently.

In this study, we report the identification of a MEI of SVA F type in 8 families, a portion of which are in trans to
the recurrent c.1169T>G (p.Met390Arg) pathogenic variant in BBS1 (n=6), and a subset as secondary sites in
addition to a known recessive BBS locus (n=2). Already described once in 2019 (Tavares et al. 2019b), here we
estimate the frequency of this variant in BBS (131 families) identifying this variant as the second most common
pathogenic variant in BBS1. We also determined its full-length sequence using WGS and performed functional
analysis to understand its consequences. In our cohorts, the insertion always occurs at the same insertion
location and its recurrence in BBS populations is the result of a founder effect.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

Written informed consent was obtained from each participant and/or parent or legal guardian. The study
protocols were approved by local Institutional Review Boards (IRB): “Comité de Protection des Personnes” (EST
IV, N°DC-20142222), or the Lurie Children’s Hospital IRB (IRB 2019-3057 or IRB 2019-2950). Our research
complies with the Declaration of Helsinki. All patients were diagnosed with Bardet-Biedl syndrome according to
Beales’ clinical diagnostic criteria (P. L. Beales et al. 1999b) (Supplementary Table 1). Genomic DNA was extracted
from peripheral blood leukocytes using QlAamp DNA mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. Two cohorts (cohort 1: n=217 unrelated cases; and cohort 2; 213 cases from 192
families) were pre-selected to exclude individuals who harbor homozygous recurrent pathogenic mutations in
BBS1 and BBS10 (c.1169T>G and c.271dupT, respectively). Cohort 1 has also been explored using Targeted Exome
Sequencing (see below). A third cohort (cohort 3; 134 cases from 126 families) excluded families with recessive
BBS1 mutations, but was otherwise not subjected to pre-selection based on mutational status. The last cohort is
composed of BBS1 positive cases (e.g. carrier of two pathogenic variants) of European ancestry (cohort 4: n=131
unrelated cases).

Targeted Exome Sequencing

Following the French diagnostic recommendations (https://anpgm.fr) and the recent updates (Muller et al.
2010b; Mary et al. 2019; Gouronc et al. 2020), targeted exome sequencing (TES) was performed after negative
screening of the recurrent pathogenic variants in BBS1 and BBS10 (cohort 1). TES of genes related to BBS included
either 31 genes as described previously (Redin et al. 2012b) or an updated version of 58 genes (Supplementary
Table 2). Exon regions of DNA samples were captured with in-solution enrichment methodology (Agilent QXT
SureSelect custom panel) and sequenced with an Illumina NextSeq 550 instrument (paired-end sequencing,
2x150 bases, 48 libraries per lane). Following alignment to the reference human genome (GRCh37/hg19) using
BWA v0.7.5a (H. Li et Durbin 2009), SNVs and indels were called with the Genome Analysis Toolkit v.3.4.46
(DePristo et al. 2011) using our in house pipeline (STARK) and following GATK best practices. Annotation and
ranking was performed by VaRank (Geoffroy et al. 2015) configured using Alamut Batch standalone version
(Interactive Biosoftware, Rouen). Structural variations were called using either CANOES (Backenroth et al. 2014)
or Mobster (Thung et al. 2014) and annotated using AnnotSV 1.0 (Geoffroy, Herenger, et al. 2018). Dedicated
SVA read analysis was performed using RepeatMasker (Smit, Hubley, et Green 2013) and BLAT (Kent 2002).

Whole genome sequencing

Sequencing libraries were prepared from 1 pg of DNA using the TruSeq PCR-free DNA sample preparation kit
(cat#FC-121-3001/3002, Illumina) targeting an insert size of 350 bp. The library was performed according to the
manufacturer’s instructions (guide#15036187, revC). Sequencing was performed on a HiSegX using V2
sequencing chemistry on 3 lanes. Bioinformatics analysis was performed according to the piper 1.2.0 framework
(www.github.com/NationalGenomicsInfrastructure/piper). A mean coverage of 28.44X was obtained from the
mapping of the 608,447,810 reads (paired-end sequencing, 2x150 bases) onto the reference human genome
(GRCh37/hg19) using BWA v0.7.5a. The raw alignments were de duplicated, recalibrated and cleaned using GATK
3.3.0 and samtools 0.1.19 (H. Li 2011). Quality control information was obtained using Qualimap 2.0
(Okonechnikov, Conesa, et Garcia-Alcalde 2015).

WGS using Linked-reads technology (Chromium)

Libraries were prepared using the Chromium Gel Bead and Library Kit (10X Genomics, USA) and the Chromium
instrument (10X Genomics), according to the manufacturer's instructions. For both strategies, libraries were
sequenced on the lllumina HiSeq X5 system. Sequencing data were analyzed with LongRanger (v2.1.4) using
default parameters. The algorithm performed alignment (GRCh37/hg19), haplotyping, and SV detection. The
Loupe program (v2.1.1) from 10X Genomics was used to visualize the results as well as IGV (Thorvaldsdottir,
Robinson, et Mesirov 2013). A mean depth of coverage of 69.6X was obtained from the mapping of the
1,616,790,902 reads (paired-end sequencing, 2x150 bases) onto the reference human genome (GRCh37/hg19).
This represented 95.95% of mapped reads. 68.7% of the analyzed molecules where of length >20kb.

Characterizing the SVA F sequence using WGS

Split reads carrying the SVA sequence were extracted from the alignment using their position and Concise
Idiosyncratic Gapped Alignment Report (CIGAR) field. All reads from discordant pairs in a +/- 400 bp (insert size)
window around the SVA insertion were queried. All mate reads were extracted from the alignment for both split
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reads and reads from discordant pairs. Reads from 5' and 3' ends of the insertion were assembled separately
using Velvet 1.2.10 (Zerbino et Birney 2008) with the maximum possible k-mer size (31), automatic expected
coverage settings and minimal values of coverage cutoff (-cov_cutoff 2 with WGS data).

Genomic DNA amplification and sequencing

Amplification was performed with a Mastercycler ep. Gradient S (Eppendorf, Germany) on SVA F carrier gDNA
with several primers distributed inside the insertion to reconstitute it by overlapping amplicons. The SVA F
reference sequence of Kwon et al (2013) was used for primer design. DMSO and Betaine were added to the PCR
mix to optimize amplification for this difficult fragment (repeated and GC rich sequence), and a touchdown
cycling protocol was applied. The duplex PCR was performed using 3 primers (1F, 1R, 2R) with normal PCR
conditions. Sequencing of PCR products was performed by the GATC Sequencing Facilities (Konstanz, Germany)
using BigDye Terminator sequencing chemistry. Primers used are summarized in Supplementary Table 3.

qPCR

Absolute quantification was performed using the SyberGreen Mastermix Quantitect (Qiagen, Hilden, Germany)
measured on the LightCycler 480 (Roche, Madison, WI, USA). Amplicons were designed in exons 8 and 9 of BBS1
and compared to two reference genes (RPPH1 and GAPDH). Each sample was analyzed in duplicate and standard
deviation between technical replicates was <0.2. Standard curves were established using five different DNA
quantities (50, 25, 10, 5 and 1 ng) and PCR efficiency was assessed for each amplicon (1.9<PCRefficiency<2.0).
The ratio between the mean concentrations from the amplicon of interest compared with reference genes was
calculated. The mean values for both control genes were calculated for each patient and plotted. Primers used
are summarized in Supplementary Table 3.

Cell culture

Primary dermal fibroblasts from a BBS case (A.ll-3) and control individuals were obtained by skin biopsy as
described (Scheidecker et al. 2014). The skin fibroblasts from A.lI-3 and sex-matched healthy control were grown
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 1% penicillin—
streptomycin—glutamine (PSG). To induce ciliation, cells were serum deprived for 24 hours in DMEM with 1% PSG
but only 0.1% FCS.

RNA analysis and RT-qPCR

Total RNA was extracted from fibroblast cultures using a QlAshredder Kit (Qiagen Ref 79654) and RNeasy Kit
(Qiagen Ref 74104). A DNAse treatment was performed with TURBO DNA-free™. RNA integrity was confirmed
by gel electrophoresis and RNA concentration was determined using the spectrophotometer/fluorometer
DenoVIXR (DS-11 FX). Reverse transcription was performed on 1 pg of RNA using the BioRad iScript™ cDNA
Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA). qPCR was performed with a BioRad CFX96™ Real-Time System with the iQ™
SYBR® Green Supermix. Primers used are summarized in Supplementary Table 3. The fold expression of the target
gene was calculated using the relative quantification method by normalizing to both GAPDH and HPRT reference
gene expression, using the CFX Manager Software Version 1.5 and calculation in Microsoft Excel.

Protein extraction and Western Blot

Total proteins were extracted from cell pellets using a RIPA protocol and quantification was performed by
Bradford method with an Eppendorf BioPhotometer Plus spectrophotometer. 40 ng of protein per well was
migrated on a 10% acrylamide gel (Mini-PROTEAN® TGX™ Gels cat.#456-1034, Biorad). Blotting transfer to a
PVDF membrane (Trans-Blot® Turbo™ Transfer pack, cat.#170-4156, Biorad) was performed using the Transblot®
Turbo™ Transfer System (Biorad). Blocking was conducted with TBST-milk before overnight incubation at 4°C
with mouse polyclonal BBS1 primary antibody (1:500 dilution, ref: HO0000582-A01, Abnova) or mouse
monoclonal B-tubulin primary antibody (1:2500 dilution, ref: TUB-2A2, Euromedex). Secondary antibodies were
horse anti-mouse HRP linked (1:2000 dilution, ref: 7076, Cell Signaling) and donkey anti-rabbit HRP linked
(1:2000, ref: 7074, Cell signaling). Chemiluminescent detection was performed using a Chemidoc™ MP Imaging
System (Biorad) with SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (prod #34095, Thermoscientific)
or Pierce™ ECL Western (ref 32209, Thermoscientific). Stripping was done using the Restore™ Western Blot
Stripping Buffer™ (prod #21059). The B-tubulin immunoblotting was used as reference and normalization was
performed using Image Lab software 6.0.1 (Biorad).
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SNP arrays

Nine samples, including families A to D (A.I-1, A.ll-3, B.ll-1, C.1I-3, D.I-1 and D.lI-2) and 3 controls (homozygous
for the c.1169T>G, p.Met390Arg) were processed on lllumina OmniExpress-24 v1 arrays using the Infinium assay
as described (Steemers et al. 2006), and results were analyzed using Illumina GenomeStudio software
(Supplementary Table 4). Reference standards were set with the lllumina Genetrain 2.0 algorithm using the 96
samples processed during the same run. Regions of homozygosity were called with the Illumina cnvPartition 3.1.6
algorithm, with a minimal region size of 1 Mb.

Principal Component Analysis (PCA) of SNP array genotype data

The four SVA F carriers were compared to European non-Finnish individuals from the 1000 Genomes project
(Auton et al. 2015) and French controls from the FranceGenRef panel. For that purpose, we selected SNPs that
were present in all three panels, merged the three datasets and performed PCA analysis on the observed
genotypes at 118,577 SNPs (these were the SNPs remaining after LD-pruning using plink1.9 --indep-pairwise 50
50.2) (Chang et al. 2015).

Haplotype reconstruction

Haplotypes of the 4 SVA-F carriers, their parents and three BBS1-M390R homozygous carriers were reconstructed
for the entire chromosome 11. For that purpose, the software Hapi-UR (Williams et al. 2012) was used with a
window size of 100. Five runs were done and the consensus was obtained by using the best vote rule as suggested
by the authors and implemented in the package.

Estimation of the age of the Most Recent Common Ancestor (MRCA) of SVA F carriers

The age of the MRCA of the SVA-F carriers was estimated by using the maximum likelihood method implemented
in Estiage (Genin et al. 2004). Haplotypes shared by the four SVA F carriers were compared to find the position
where recombination events are likely to have happened. Following Mathieson | & McVean G (Mathieson et
McVean 2014), we scanned on the left and right side along the genome of each individual on each side of the
mutation, until we reach a point where individuals have inconsistent homozygous genotypes. This method gives
an estimate of the distance to the first recombination breaking the ancestral haplotype.

BBS1 genomic context

The genes and their corresponding sequences were extracted from the UCSC Table browser (Group: “Gene and
gene predictions”, Track: “NCBI RefSeq”, Table: “UCSC RefSeq (refGene)”) (Lee et al. 2019). The longest coding
RefSeq transcript for each gene (O’Leary et al. 2015) was selected defining its genomic region on the human
genome (GRCh37). Based on these coordinates, GC content was computed for each gene. Similarly, the mobile
elements map has been downloaded from the UCSC Table browser (Group: “Repeats”, Track: “RepeatMasker”
(Smit, Hubley, et Green 2013)) and an overlap with a minimum of 1 bp was used to define the landscape of Alu
and L1 insertions. Based on this, a density of L1 and Alu elements is defined for each gene.
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RESULTS

Identification of an SVA F insertion in BBS1

According to our tiered diagnostic paradigm, we performed initial screening of recurrent BBS gene variants (BBS1
p.M390R and BBS10 p.C91Lfs*5) in a first cohort of BBS cases with mixed ethnic origin. 217 individuals did not
harbor homozygous variants at either mutation site (cohort 1) and advanced for targeted exome sequencing
(TES). We identified seven individuals who carry heterozygous p.M390R changes, all of which were confirmed by
TES and were without a second pathogenic BBS1 variant identified in trans. We and others have shown previously
that copy number variants can unmask a missing recessive allele in trans with the recurrent p.M390R variant,
and hypothesized that structural variation might contribute to the disease in this cohort (Lindstrand et al. 2016;
Tavares et al. 2019b). Accordingly, in family I, we identified a novel heterozygous deletion encompassing exons
4to 11 (NM_024649.4(BBS1): c.160-?_1110+7?del), p.(Leu54_Pro370del)) (Supplementary Figure 1). This variant
has not been observed in any of the following publicly available datasets: the Deciphering Developmental
Disorders (DDD) project (845 individuals), the 1,000 genomes (2,504 individuals) or the Genome Aggregation
Database (gnomAD SV) (10,847 individuals) (Firth et al. 2009; Sudmant et al. 2015; R. L. Collins et al. 2020).
Predicted to remove more than 300 AA from the BBS1 protein, it can be classified as pathogenic according to the
ACMG criteria (PVS1, PM2, PM3, PM4) (Q. Li et Wang 2017).

Among the remaining six p.M390R mutation-bearing cases, we leveraged a high depth of coverage to identify
another putative pathogenic variant in exon 13 of BBS1 with the deletion/insertion of 2 bases,
c.1215_1216delinsT (p.(Ala406GInfs*4)) in family A.II-3 (Supplementary Figure 2A). The variant was found in only
216 out of the 1108 reads at this position (19%). Careful analysis of the genomic region using the Integrative
Genomics Viewer (IGV) software (Thorvaldsdottir, Robinson, et Mesirov 2013) revealed a more complicated
event leading to incorrect variant calling (Supplementary Figure 2B). Indeed, soft clipped reads part (82 bp)
revealed the insertion of an SVA F retrotransposon according to RepeatMasker with a possible truncation of 311
bases 5’ of the consensus sequence (Supplementary Figure 2C). To assess the allelic status of both variants, we
designed a duplex PCR with an amplicon specific to the SVA insertion (see Methods and Supplementary Figure
3). Co-segregation analysis in family A confirmed compound heterozygosity of both variants (Figure 1A) and the
exact insertion point (Figure 1B).

Determination of the full length SVA F insertion using WGS data and genome walking

The SVA F insertion is composed of 6 domains including: (1) hexameric CCCTCT repeats (Figure 1C), (2) followed
by an Alu-like domain, (3) a Variable Number Tandem Repeats (VNTR) region, (4) a SINE-R corresponding to a
retrotransposon coming from retroviral origin, (5) a poly(A) tail and (6) a target site duplication (TSD) on both
extremities. The size of a typical SVA F full length sequence is reported to range from 700 bp to 4,000 bp (Kwon
et al. 2013b; Hancks et Kazazian 2010; H. Wang et al. 2005; Ostertag et al. 2003b). The insertion site based on a
consensus recognition motif or target site (5’-TTTT/AA-3’) results in this TSD. To understand the consequences
of this insertion, we determined the full-length sequence of this SVA F. For this, we first applied WGS coupled
with a bioinformatics protocol and second, Sanger sequencing based on our data and previous reports.

Given the repeated sequence of the SVA F MEI, alignment of short reads onto the reference human genome will
generate artifacts (multimapped reads, split reads, discordant read pairs) that can be rescued using a dedicated
bioinformatics pipeline. The initial TES aligned reads allowed us to identify 99 bp from the SVA F (Figure 2 and
Supplementary Figure 2). We generated WGS data from individual A.1I-3 and assembled a 387 bp contig using 14
reads in 5’ of the SVA F composed of BBS1 (38 bp before the breakpoint in exon 13), a TSD (17 bp) and 330 bp
that matched the SVA F consensus sequence according to RepeatMasker (5.5% divergence). We found that the
BBS1 SVA F sequence is missing the first 311 bases of the consensus indicating a truncation during the insertion
process. Reads in the 3' end of the SVA F could not be assembled through to the poly(A) region (Figure 2). We
attempted to lengthen the 5’ sequence by performing a strict realignment (bwa_mem with high mismatch, gap
opening and extension penalties) of all reads using the 330 bp SVA sequence as a reference. Although the
alignment step could catch more reads, the assembled sequence was only lengthened on the BBS1 side and did
not allow extension of the SVA F sequence further. Performing the same steps using the TES data from the same
individual (A.ll-3) confirmed the results based on the WGS but did not allow extension of the SVA F sequence
either, potentially because of a shorter read length compared to the WGS (100 bp vs 150 bp). In conclusion, WGS
data enabled accurate characterization of an additional 250 bp SVA F sequence (Figure 2).

Despite several long-range PCR attempts in various conditions, we determined the full sequence of the SVA F
using multiple overlapping Sanger sequencing amplicons with optimized PCR protocols drafted to cross GC rich,
repeated and poly(A) regions (Figure 2). Primers were designed based on the assembled patients sequences and
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the published consensus SVA F sequence (Kwon et al. 2013b). Amplified fragments sequenced from both side
and overlapping regions were assembled to reveal a final inserted sequence of 2,435 bp (Supplementary Figure
4). We identified hallmarks of L1 mediated retrotransposition including: (1) a target site similar at consensus
recognition site (TCTT/GA) (Supplementary Figure 5), (2) the 17 bp TSD flanking each extremities of the insertion,
(3) a VNTR domain (1,755 bp), (4) a SINE-R region (501 bp) and (5) a polyadenylation signal (AATAA) followed by
a poly(A) tail of ~100 nt. The main difference compared to the consensus SVA F sequence, is the missing 311
bases in the 5’ part. The variant can now be described as c.1214 1215ins[MT113356], p.(Ala406GInfs*47).

Functional impact of the SVA F insertion on BBS1

Next, we investigated the functional impact of the BBS1 SVA F insertion using primary cells from BBS individual
A.lI-3. The allele carrying the SVA F insertion is predicted to create a premature stop codon 47 codons after the
insertion site leading potentially to a shorter version of the BBS1 protein (452 vs 593 AA) or to a reduced or
absent mRNA due to nonsense-mediated decay (NMD). We extracted total RNA from BBS case and sex-matched
control fibroblasts, and we tested the expression of the corresponding BBS1 alleles. gqRT-PCR data demonstrated
significantly reduced expression of BBS1 corresponding a priori to the loss of the SVA F allele (Figure 3A). By
comparison, patients homozygous for the c.1169T>G variant have, as expected, a normal or slightly reduced level
of BBS1 mRNA (Figure 3A). However, using a combination of primers, we demonstrated the expression of a
transcript carrying the SVA allele (Supplementary Figure 6). We hypothesize that the expression level of this allele
is minor compared to the one carrying the p.M390R.

To quantify mutant BBS1 protein, we carried out western blot analysis on protein extracted from patient A.ll-3
primary fibroblasts and the matched control using an antibody targeting the BBS1 N-terminal region (amino acid
187 to 295 from Abnova). Only a single band corresponding to the length of the normal BBS protein could be
observed around 50 kDa (Figure 3B). No other band corresponding to a smaller molecular weight (<50 kDa) was
detected on the blot demonstrating the absence of a putative BBS1 polypeptide carrying the SVA F. This is also
corroborated by the 50% reduced level of BBS1 protein compared to control. As expected, protein from the
homozygous p.M390R cells has the same molecular weight and protein quantity compared to wild type.

Screening in a large cohort of BBS patients

We reanalyzed available TES data from cohort 1 with emphasis on BBS1 exon 13. For this, we used an upgraded
bioinformatics pipeline including Mobster to detect mobile element insertion (MEI) (Thung et al. 2014). Among
the 217 samples already sequenced (TES), the pipeline detected on average 0.6 MEI per patient of which the Alu
elements were the predominant category (50%) among the other MEI (L1 or SVA). Manual assessment of those
events using IGV revealed multiple false positives mainly due to repeated regions either within targeted intronic
genes or due to off target reads. Mobster could (re)detect the BBS1 SVA F in family A as a control but also in 2
other samples (B.ll-1 and C.lI-1). Analysis of the sequencing data revealed the exact same insertion point and a
lower ratio of alternate read sequencing data respectively 9% (11/121) and 13% (81/639) compared to family A
(Supplementary Figure 7).

To screen additional patients not yet available by TES (cohort 2; 213 cases from 192 families), or an independent
group with no pre-selection bias for BBS mutation other than exclusion of BBS1 recessive cases (cohort 3; 134
cases from 126 families), we used the duplex PCR including the SVA insertion point (Supplementary Figure 1).
This led to the identification of 5 additional cases (family D to G). Co-segregation analysis and Sanger sequencing
confirmed the biallelic status of the variants from 3 individuals in cohort 2 (coincidentally, all in trans to the
c.1169T>G, p.M390R change). Additionally, we detected heterozygous BBS1 SVA F insertions in 2 families of
European descent with known primary recessive BBS loci: one pedigree with compound heterozygous BBS10
mutations p.Cys91Leufs*5 and p.Arg49Trp (Stoetzel et al. 2006, 10), and another family with recessive BBS2
changes p.GIn59* and p.Tyr24* plus a secondary site variant in MKKS/BBS6, p.GIn148* (Katsanis et al. 2001a).
For all additional families Sanger sequencing revealed the exact same insertion point (Figure 4). Together, we
identified 8 families who harbor the SVA F insertion.

To estimate the overall incidence of the SVA F as a contributor of the BBS1 mutational burden, we performed a
retrospective analysis of BBS1 positive cases (e.g. carrier of two pathogenic variants, cohort 4). Data from 131
unrelated cases of European ancestry corresponding to 262 alleles in total could be identified and account for 44
different pathogenic variations. Among those, the ¢.1169T>G represents 72.1% (189 alleles) while the second
most frequent variant is the SVA F with a frequency of 2.3% (6 alleles).
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Founder effect or recurrent mechanism?

Given the multiple carriers of this insertion in our combined cohorts (8 families), we wondered whether this MEI
occurred as an independent (recurrent) mechanism or as the same mutational event derived from common
ancestry thus suggesting a founder effect. To estimate the occurrence of such an ultra-rare type of variation, we
screened healthy individuals from the general population (European ancestry). Using the duplex PCR described
above, 437 control samples were genotyped but no SVA F carrier was identified. Second, we screened WGS data
from a French cohort of 862 healthy individuals (FranceGenRef consortium dataset), for which visual inspections
of the bam files (IGV batch scripting) did not reveal any SVA F alleles. These data are consistent with a previous
report in which the BBS1 SVA F was shown to be absent from 2,504 controls from 1,000 Genomes (Tavares et al.
2019b) and it is also absent from the recently published gnomAD SV 2.1 dataset comprising 14,891 controls from
various origins (R. L. Collins et al. 2020).

Then, we compared the haplotype at the BBS1 locus from the different patients for which we performed SNP
arrays. We analyzed 4 SVA F haplotypes originating from 4 different families, along with 3 patients carrying the
€.1169T>G change in the homozygous state (Supplementary Table 4). PCA analysis confirmed the geographical
distribution of the patients compared to the 1000 Genomes and the FranceGenRef dataset with central European
ancestry (Family A, B and D) and one of Sweden/Denmark ancestry (Family D) (Supplementary Figure 8). We
observed the large known common haplotype in patients bearing the homozygous c.1169T>G pathogenic variant
(~1.614 Mb). Interestingly, we also identified a common haplotype for patients sharing the SVA F variant but of
a much smaller size (~56.6kb) (Supplementary Table 4). Haplotypes shared by the four SVA F carriers were
compared to find the position where recombination events are likely to have happened. The estimation of the
most recent common ancestor age was 74 generations 95% Cl [33;190]. If we assume that one generation lasts
25 years, this will indicate an age of 1850 years with a 95% confidence interval ranging from 825 to 4750 years.
Following this, we took the opportunity to estimate the age of the “M390R” haplotype. Taking into account the
M390R carriers from family A, B and D together with the 3 homozygous (M390R) controls, we could estimate the
age of the most recent common ancestor to 93 generations 95% Cl [49;183]. If we assume that one generation
lasts 25 years, this will indicate an age of 2325 years with a 95% confidence interval ranging from 1225 to 4575
years. Overall, these data suggest that this MEl is an ultra-rare event that arose from a common ancestor on one
of the most common haplotypes at this locus and more recently than the M390R haplotype.
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DISCUSSION

Although the diagnostic yield in BBS is relatively high, (ranging from 60% to 100%), a substantial proportion of
cases remain unresolved (Shaheen et al. 2016; Mary et al. 2019; Shamseldin et al. 2020a). This could be related
to the attributes of the cohort (sample size and geographic/ethnic origin), the clinical inclusion criteria (strict or
more inclusive) or the genetic test used (panel, WES, WGS). Several additional diagnostic challenges are linked
to such heterogeneous diseases. Indeed, the ciliopathies exemplify genetic and allelic heterogeneity combined
with phenotypic variability (Zaghloul et Katsanis 2010; Mitchison et Valente 2017b). Other specific situations
explaining differences might include phenocopy due to multiple implicated genes as demonstrated by us and
others (Karaca et al. 2018; Estrada-Cuzcano et al. 2020a). Thus, broad genetic screening approaches such as WES
and WGS are especially indicated for diagnosis of ciliopathies. Nonetheless, certain types of variants are not
easily detected depending on the test used. Indeed, WES can miss structural variations such as tandem
duplications in specific regions of the genomes (GC rich) (Geoffroy, Stoetzel, Scheidecker, Schaefer, Perrault, Bar,
Kroll, Delbarre, Antin, Leuvrey, Henry, Blanché, Decker, Kloth, Klaus, Mache, Martin-Coignard, et al. 2018, 140)
and WGS will require further studies to interpret deep intronic or regulatory variation (Kremer et al. 2017;
Cummings et al. 2017).

In addition to the first case of Mobile Element Insertion (MEI) reported in BBS patients by our group in 2012
(Redin et al. 2012b) and the recent SVA F report in 2019 (Tavares et al. 2019b), here we report 8 additional
families with such type of pathogenic variant. Although rarely described or even detected with dedicated
screening, a number of MEI cases (>100) have been reported in various rare diseases (Taskesen et al. 2012) or in
cancer (Hayano et al. 2015; Crivelli et al. 2017; Hancks et Kazazian 2012). The majority of the cases are Alu
insertions (Hancks et Kazazian 2012) and only a few SVA (16). Recently, large studies have evaluated the impact
of detecting MEI in patients’ genomic data. The Deciphering Developmental Disorders (DDD) project has
identified 9 de novo MEI (0.04%) from 9,738 trios WES (Gardner et al. 2019). Another report involving >38,871
cases corresponding to 89,874 exomes revealed an increased diagnostic yield of 0.15% (13 verified cases) (Torene
et al. 2020) demonstrating at a large scale the necessity to specifically detect those events. Several MEI detection
tools have been reported (for review see (Goerner-Potvin et Bourque 2018) and (Torene et al. 2020)). Many false
positive calls exist and visual inspection of the sequencing data using IGV (by activating the visualization of the
soft clipped reads) is required. Automatic analysis can be done using SV annotation tools such as AnnotSV and
requires the integration of specific resources such as polymorphic databases (C. Stewart et al. 2011; J. Wang et
al. 2006). As in our case, variant callers can incorrectly detect those events as indels at the insertion point and
the same recommendations apply using IGV. Focusing on SVA, only 16 cases have been reported so far with an
implication in rare genetic diseases (Hancks et Kazazian 2016; Brett et al. 2017, 1; Kherraf et al. 2018, 66; Tavares
et al. 2019b; Torene et al. 2020).

To determine the size, structure and the sequence of the inserted SVA F, we combined bioinformatics analysis
with molecular biology experiments. Given the nature of the SVA F sequence, which contains highly repeated
elements, GC rich content and a poly(A) tail, complete amplification was not easily performed. We thus used the
breakpoints identified by the TES and WGS to walk across the patient’s genome and determine a 2,435bp
insertion in exon 13 of BBS1. This insertion sequence is identical to the one already described by Tavares et al
(Tavares et al. 2019b). Unlike most of the SVA elements in the human genome (63%) (H. Wang et al. 2005), this
inserted SVA Fisincomplete lacking 311 bases in 5’ and possibly as almost all SVA it is inactive (Hancks et Kazazian
2012). Notably, beside short read standard WGS we also performed linked-read sequencing (10x genomics) to
see whether this technology could overcome any of the technical challenges encountered through WGS and
analysis (Supplementary Figure 9). Consistent with other reports, we did not find any significant advantage
(Uguen et al. 2020).

Interestingly sequencing of the insertion point revealed the exact same sequence for all patients and the
genotyping of some individuals revealed a common shared haplotype. The 8 families carrying the SVA F are all of
European ancestry and for the 6 for which more details were available, 4 originated from the western part of
France (family A, C, E and F), one from the northern part of France (family B) and a last one (family D) originated
from Denmark and Sweden. These observations were highly suggestive of a single founder genomic event that
we could confirm and estimate the age of the last common ancestor close to 1850 years.

BBS1 is often the target of structural variations as demonstrated by the frequent reports of copy number variants
(Redin et al. 2012b; Lindstrand et al. 2014; 2016; Shaheen et al. 2016; Tavares et al. 2019b; Mary et al. 2019). It
is already known, that SVA F are an L1 machinery dependent retrotransposon (Raiz et al. 2012a). Young
retrotransposon insertions preferentially occur at “AT” rich genomic regions lacking genes at L1 sequence
consensus sites (Gasior et al. 2007). Older retrotransposons are maintained and accumulate in GC rich genomic
regions close to genes. Gene deserts host recombination events and insertions will disappear whereas gene rich
regions are less affected by these events (Medstrand, Lagemaat, et Mager 2002). BBS1 is part of the 25% of all
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human genes with a high Alu and L1 insertion rate (Supplementary Figure 10) and with a higher GC rate (49.9%)
compared to the rest of the genome (41%) (Byeon et Kovalchuk 2016). We also identified an L1 recognition site
near the TSD sequence with some differences compared to the known consensus (Gasior et al. 2007). These
elements might explain the increased number of structural variations at the BBS1 locus.

In conclusion, we identified the recurrence of a specific SVA F element in exon 13 of BBS1 in multiple BBS families
highlighting the importance of detecting such genetic events. We determined the exact full length sequence of
the inserted SVA F, show its pathogenicity and demonstrated the founder effect. This rare allele is the second
most frequent cause of BBS1 after the predominant BBS1 pathogenic allele, c.1169T>G (p.Met390Arg). We have
also developed a duplex PCR surrounding the SVA insertion point, offering a simple and inexpensive way to detect
this variant. Taking this into account we have now modified our BBS diagnostic strategy (Supplementary Figure
11).
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Figure 1. Pedigree of family A and variant analysis

(A) Pedigree of family A. Individual 11-3 carries biallelic pathogenic variants: ¢.1169T>G, p.M390R (M1) and the
insertion of an SVA F (M2). Circles, females; squares, males; unfilled shapes, unaffected individuals; filled shape,
affected individual; diagonal line, deceased; [=], wild type.

(B) Segregation analysis was performed for all members of the family. Example Sanger sequencing chromatogram
for M1 (top) and M2 (bottom).

(C) Schematic of a typical SVA F (top) and variant SVA F in BBS1 (bottom). A typical SVA F is composed of 6 parts
including: (1) hexameric CCCTCT repeats followed by (2) an Alu-like domain, (3) a Variable Number Tandem
Repeats (VNTR) domain, (4) a Short Interspersed Nucleotide Elements (SINE-R) domain, (5) a poly(A) tail and (6)
the target site duplication (TSD) at both extremities,.
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Figure 2. Schematic of the inserted SVA F element in exon 13 of BBS1. Primer locations and amplification
products show how each experiment contributed to the resolution of the full length sequence.
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Figure 3. Quantification of BBS1 mRNA and protein levels in the context of the BBS1 SVA F.

(A) Analysis of BBSI mRNA expression by RT-qPCR. The BBS1 expression level is significantly reduced in patient
A.lI-3 compared to control or homozygous p.M390R patient. The major fraction of BBSI1 expression likely
corresponds to the p.M390R allele. Normalization was performed using both GAPDH and HPRT as reference
genes. Mean of both results are shown. Controls are in gray (n=3), homozygous p.M390R in black (n=2), and
patient A.lI-3 (p.M390R and SVA F) in white (n=2). Bars show the mean of 2 independent experiments +/- SEM
(n=2, t-test *: p<0.05, ns: not significant).

(B) Analysis of the BBS1 protein level by western blot (n=3 replicates). No truncated version of BBS1 could be
detected. The BBS1 protein detected in fibroblast cells from A.1I-3 is half of the quantity compared to control.
Bars show mean of 3 independent experiments +/- SEM (n=3, t-test *: p<0.05, ns: not significant). M: molecular
weight ladder (kDa).
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Figure 4. Pedigrees of families with affected individuals carrying the SVA F in BBS1. M1: BBS1:c.1169T>G
(p.M390R), M2: BBS1:c.1214 1215ins[MT113356] (p.(Ala406GInfs*47), insertion of SVA F), M3:
BBS10:c.271dupT (p.Cys91lLeufs*5), M4: BBS10:c.145C>T, (p.Argd9Trp), M5:BBS2:c.72C>T (p.Tyr24%*), M6
BBS2:c.175C>T (p.GIn59*), M7: MKKS/BBS6:c.442C>T, (p.GIn148%*). Circles, females; squares, males; unfilled
shapes, unaffected individuals; filled shape, affected individual; diagonal line, deceased; [=], wild type.
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SUPPLEMENTARY DATA

Family [ A ] B | C | D e ] F | G [ v ] |
Patient [ A3 ] Ba-L B.II-3 B.II-4 | ClI-1 ci2 | D.II-2 | en3 ] FI-1 | Gu-3 G4 [HIL[ i
Sensorineural features
Retinal dystrophy Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Nystagmus Y Y Y Y
Abnormalities of the hands and feet
Postaxial polydactyly Y Y Y Y Y Y Y Y N Y Y
-Hands Y Y Y Y
-Feet Y Y Y Y Y
Brachydactyly Y Y Y Y
Clinodactyly Y
Body mass index
Obesity (BMI) Y (47.3) Y (31.1) Y(433) Y Y Y (29.3) Y Y (38.5) Y Y Y Y
Development psychomotor
Intellectual disability mild mild mild Y Y Y N Moderate
Learning difficulty Y \ Y Y \ N Y
Speech delay Y N Severe
Slow ideation Y Y Y Y N Y
Motor development delay Y Y Y Y N Y
Renal and genital abnormalities
Micropenis Y Y Y Y
Cryptorchidism Y N
Urogenital anomalies Y Y Y Y Ptzisciji‘rei\g/ht

Other clinical features

Facial Hepatic steatosis, Asthma,

dysmorphism Cervical/rectal lumbar stenosis, hypothyroidism, Macrocephaly Right pes
: cancer . L murmur L cavus
(little mouth) iron deficiency scoliosis

T2D, heart

Supplementary Table 1. Clinical data from BBS patients with pathogenic variants. Genotypes: families A to F are BBS1:¢c.[1169T>G];[1214_1215ins[MT113356]]
p.[Met390Arg];[Alad06GInfs*47] while family G and H carrying in addition to the BBS1:c. 1214_1215ins[MT113356] p.Ala406GInfs*47 respectively BBS10
pathogenic variants c.[271dupT];[145C>T], p.[Cys91Leufs*5;];[Argd9Trp] or BBS2:c.[72C>T];[175C>T], p.[Tyr24*];[GIn59*] and MKKS/BBS6:c.442C>T,
p.GIn148*. Family | carries BBS1:c.[1169T>G];[160-?_1110+?del], p.[M390R];[(Leu54_Pro370del)]. T2D: Type 2 diabetes. Y, yes; N, No, a blank indicates data
not recorded.
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Gene name
(HGNC)

BBS1
BBS2
ARL6
BBS4
BBS5
MKKS
BBS7
TTC8
BBS9
BBS10
TRIM32
BBS12
MKS1
CEP290
WDPCP
SDCCAGS
LZTFL1
BBIP1
IFT27
IFT172
ALMS1
NPHP1
INVS
NPHP3
NPHP4
1QCB1
GLIS2
RPGRIP1L
NEK8

TMEM67

BBS

BBS1

BBS2

BBS3

BBS4

BBS5

BBS6

BBS7

BBS8

BBS9

BBS10

BBS11

BBS12

BBS13

BBS14

BBS15

BBS16

BBS17

BBS18

BBS19

BBS20

NPHP

NPHP6

NPHP10

NPHP17

NPHP1

NPHP2

NPHP3

NPHP4

NPHP5

NPHP7

NPHPS8

NPHP9

NPHP11

MKS Joubert

MKS1 JBTS27

MKS4 JBTS5
JBTS4

MKS7

MKS5 JBTS7

MKS3 JBTS6
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SLSN6

SLSN7

ALMS1

SLSN1

SLSN3
SLSN4

SLSN5
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TTC21B NPHP12 JBTS11
TMEM216 MKS2 JBTS2
AHI1 JBTS3
CCDC28B
CC2D2A MKS6 JBTS9
TCTN2 MKS8
B9D1 MKS9 JBTS27
B9D2 MKS10
TMEM231 MKS11 JBTS20
XPNPEP3 NPHPL1
ZNF423 NPHP14 JBTS19
WDR19 NPHP13
CEP164 NPHP15 SLSN8?
ANKS6 NPHP16
INPP5E JBTS1
ARL13B JBTS8
OFD1 JBTS10
KIF7 JBTS12
TCTN1 JBTS13
TMEM237 JBTS14
CEP41 JBTS15
TMEM238 JBTS16
Chorf42 JBTS17
TCTN3 JBTS18
CSPP1 JBTS21
PDE6D JBTS22
DCDC2 NPHP19
CCDC41 NPHP18

Supplementary Table 2. Official genes names (and aliases) covered by the updated set of 58 BBS-
related genes screened by targeted exome sequencing. BBS: Bardet-Biedl syndrome, NPHP:
Nephronophthisis, MKS: Meckel syndrome, JBTS: Joubert syndrome
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Application Gene Name Exon Forward (5’-3) Name Exon Reverse (5’-3") Size (bp)
Primers for Sanger on gDNA
1R SVA_F CAGCCTGGGCACCATTGA 270
2;2'2’;:;;2‘: BBS1 1F Int12 | CACAGTACTCCACAAATAACTGCT - e PRy 0
M390R BBS1 A Int11 CCATCCCCTGTCTTGCTTTC B Int12 CATGCTTCATTTCCACCTCC 189
FO TSD CATCAAGATCCTGAAGCGTACTC R3 SINE-R TCTTGGGTGTTTCTCGCAGA ~2300
- F4 VNTR CTCTGCGAGAAACACCCAAG ~250
Sc\‘/eAteF”Snei?‘::r;? 8851 F9 SINE-R AGTACCCAGGGACAAACACT R B3 GTCTTTCGGGGCACATIGAG ~350
F6 SINE-R CAGCAGCCACCCCATCTG R2 SINE-R GCACCGCCCTTAATCCATTT
Primers for Sanger on cDNA
M390R BBS1 F10-11 10-11 CCCACAAGGGGAAGAAGC R 1 TCAGGATCTTGATGATEAGS 264
R14 14 AGCACGTAGGCGCAGCA 446
Primers for gPCR on gDNA
BBS1 8F 8 TTCTTCCCTCATGTGGCATTCTGG 8R 8 AGCATCCTCGTCAGCCAGGTTC 137
9F 9 CCCCGTCTTCCTAGAGGTTTCTG 9R 9 GCCACCAGTTTTCTGAGATGTTCC 145
aPCR RPPH1 1 TCTGGGAAATCACCATAAACGTGAA 1 GTGGCCCCACTGATGAGCTT 110
GAPDH Intl CTCCCCACACACATGCACTTA Intl CCTAGTCCCAGGGCTTTGATT 99
Primers for RT qPCR on cDNA
BBS1 4F 4 TGGAACCAGGCCAAAGAG 6R 6 AAGGCTCCTCTGCCGTCT 85
qua:]t:aﬁ’\(‘:?tion GAPDH 4-5 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 6 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197
HPRT 1-2 CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT 2-3 AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 131

Supplementary Table 3. List and characteristics of BBS1 primers used in this study.
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Al-1 All-3 B.II-1 C.lI-3 D.I-1 D.II-2 Control 1 Control 2 Control 3
Chr Position rsID Al A2 Al A2 | Al A2 Al A2 | A1 A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
11 | 65564786 rs44205 G G G G A G G G G G G G G G G G G G
11 | 65564987 | rs12800057 T T T T G G T G T G T G T T T T G T
11 | 65570405 rs7116758 T T T T C C T C T C T C T T T T C T
11 | 65570517 rs7119612 T T T C T C C C C T C T T T T T C T
11 | 65577516 | rs10896050 | G G G G T G G T G G G G G G G G G G
11 | 65578672 | rs11227306 A A A A A C A A C A C A A A A A A A
11 | 65580638 | rs12576996 T T T T G T T T T T G T T T T T T T
11 | 65585257 | rs11227311 C C C C C A C C C C A C © © © © © ©
11 | 65590713 rs601887 G G G G G G G G A G G G G G G G G G
11 | 65594820 rs7102454 G G G G A G G G A G A G G G G G G G
11 | 65617324 rs654638 A A A A A A A A A A G A A A A A A A
11 | 65621995 rs635375 A A A A G A A G G A A A A A A A A A
11 | 65623739 | rs11227332 T T T T T C T C T T T T T T T T T T
11 | 65626701 rs1939212 C C C C T C C T T C C C © C © © © ©
11 | 65628334 rs13817 T T T T T C T C C T T T T T T T T T
11 | 65629932 rs659857 C C C C C T C T T C C C © € C C C C
11 | 65631167 rs648732 T T T T T C C T C T T T T T T T T T
11 | 65631973 rs630303 A A A A G A A G G A A A A A A A A A
11 | 65632262 rs558114 T T T T T G T G G T T T T T T T T T
11 | 65637076 rs570387 T T T T T T T T T T C T T T T T T T
11 | 65637273 rs501630 A A A A A A A A A A G A A A A A A A
11 | 65640906 | rs7940691 G G G G G G G G A G A G G G G G G G
11 | 65644027 rs583887 C C C C C T C T C C © C © € © © © ©
11 | 65649984 rs687672 C C C G T C T C C C © C © © © C C C
11 | 65653242 rs568617 G G G G A G A G G G G G G G G G G G
11 | 65656282 rs656980 C C C C C T C T C C C C © © © © © ©
11 | 65656564 | rs2231884 G G G G G A A G G G G G G G G G G G
11 | 65661291 | rs10791830 G G G G G A G A G G G G G G G G G G
11 | 65663239 rs622614 C C C G T C T C C C © C © © © C C C
11 | 65664006 rs614520 C C C C C C C C T C T C © C © © © ©
11 | 65665200 | rs1151523 G G G G G G G G G G G G G G G G G G
11 | 65676516 rs653914 G G G G G G G G G G G G G G G G G G
11 | 65705108 rs528736 G G G G G G G G A G G G G G G G G G
11 | 65712413 rs624273 C C C C C C C C C C C C © © © © © ©
11 | 65724291 rs470192 A A A A A A A A G A A A A A A A A A
11 | 65727301 rs491973 G G G G G G G G A G G G G G G G G G
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FOOOLULUICCOFHFICFHFCOVOICHFLVOLOOVOFULVOUOFODUICHFHFOUOUEFEFICIHFHEFICITEFEICOO
FOOOLULULCACOVOFILCFHFCOVOICHFLVOLOLOVLOFOLVOUOFOULUIACHFOUOUFEFICHEFJICITEFE<ICOO
FOOOLOULULCACVFILCFHFCOVOICFHFLVOLOOVOFLVOFOVODUICHFHFOUOFEFICHFHEFICITEFE<COO
FOOOLULULCACAOVFILCFHEFCOVOCHFLVOLOLOVOFOLVOFHFOVODULUIACHFHFOUOFEFICHFHEFJICITEFE<COO
FOOOLULUICLCOVFHFICFHFCOVOICHLVOLOVOVOFUVOFFODUILCHFHFOUOUEFEFICFHFISITEFEICOO
FOUOULULCICEUFAFCOVUOUOICFHFVLVUVOKFUVOUFODUICSFLVLLUICUVUVOLLO O
FOOOLULULCLCOVFICFHFCOVOILCHFLVOLOVOVLOFOLVOFHFOULUICHFHFOUOUFICSHFJICITEFECOO
CLOLOUFHOUCOOOVFLVLLLOUCOCLVLOLVLOLLVLLVLLVLLVLOUFEFCLVOOFEFAICSFEFAICITOICICO
FOUOULULCCEUFAFCOVUOUOICFHFVLVUVOFUVOFODUICSFHFLVLLUICUVOLLVLO O
FOOOLULULCLCOFILCFHFCOVOICHFOLOVOLOOVOFOLVOFODULUILCHFOLVLOICOLOOLOLVOCICH
FOOOLULUICLCOVFFICFHFCOVOICHFEFFOODLVLULUVUOUFODULUICFHFLVLLUICLOICLICICTO
FOUOULUILCEICEUFICIFICOVOCFLVULUVOUVFUVUFODUICFLVLUICOLLVLOLULUOCIKE
FOOOLLUICICOUFICIFCOVOICHFHFLVOLVOOFOLVOLOUFOOUILCHFOFIAFEFJICICTEICOO
FOOOLULUICICOVOFFICIFCOOICHLVOUVOOFHFOLVOUFODOUOUILCHFOFEFIFEJICICEICOO
FOOOLULULCLCAOVFICFHFCOVOCHFLVOLOVOVOOFOLVOFHFOULUILCHFHFOUOUFICSHFEFJICITEHFEICOO
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LLLUCEULVULCCVFHFEFFOOUOFODLODUOVLUOUOICHFFOCVOLDLLOLULUVUILHFHOVOOKFOKFEFEJIO
CLLULCLVUILCICOFHFFHFFOOUFOOOOICHFFHFUOCLVLLOOLOUILCHLOVLOLOVOKF OFEFJIO
LLLUCEUVUILCCOVFHFFFOOFOVDOOVUOUOICHFFOCVOLOLLVLOUOUILCHFHOVOOKFOKFEJIO
CLLULCLVUILCILCOFHFFHFFOOUOFOOOOICHFFUOCLVLOLLOLOLOUILCHFLOVLOLOVOKF OFEFJIO
LLLUCLVILCCOVFHFFFOOFOODLOVLUOUOCHFFOCLVLOLVLLOLOLUILCHFHFLVOVOKFORFEFJIO
LLLUCLVILCCOVFHFFFOOFOODLOVLUOUOCHFFOCLVLLLOLOLUILCHFLOVLLOVOKFOKFEFJIO
CLULULCULVICELCVOFHFFHFFOOUOFFOVDOLOVUOILCHFFUOCLVLVLOUICSHOVLOLOVOKFHOKFEFJIO
FFROOLOUOUUCUFFUOUSISFISCSOFFISHFOUOOFRULVUOUFOUOISFEFICUVISHEHEICO
VLCLOLLUCLVILCILCVFKFFOOFODOLOLLOUOICSFHFFOICOLOVOLLOLLOUICHF VOO OKFFJIO
FOICSCSOCSOOUOFFFFRFOSHFOCOOCOFFOICHOOOLOUCOLOOLVOKF OO KR
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VCLUOUFHLOUOCCLVCOFHLVOOVOICCVEFEFILCHFFHFOUOFFOUOFFICSICTHEFLLOUILCOVDOIITICO
CLUFHOICCOCOFHLVOOLCACOUVUEFHFLCHFFOFFOOFFICITSHFFOLOOLUCOOITCIT IO
VCOUOFHUOICCOVCOFHLVOVILCCVFEFILCHFFOFFOUOFFICICHFEFLLOUILCODOITITITO
CLUFHFUOICCSOCOFHFLVLOULCELCOUOFHFLCHFFHFOFFOOFFICSITSHFFOLOLOLUCODOITIT IO
VCOUOUFHLOCCLVCOFHLVOOILCCVFEFILCHFFOUOFFOUOFFICSICHFEFLLOUILCODOICITICO
QCLUFHFUOICCSOOVOCOFHFLVLLULCELCOFFALCHHFFOFFOOFJICSISHFFLLUCSODOITIT IO
CLUFHUOUOICCOLVICOVHFHLVLOLOILCLCUVUFEFICHFOOVOUFEFICSHOVOFEFOLVLUCODOICTITITO
OFRFUVUCSC0OV0UO0OCVFCSOUVFFOODUFOUFISFOUOFFLUVLCEUICIICIILIITO
COFHUOUCCLVLCOOFHLVOLCALCOFFILCHFHFFOOOUOFICSHOVLOFRFLVDOLOUILCOOILCICTICO
FFHROCSC<OO0OOCOFFCOOVOOFFODUVULVUFFOOKFICSICSHFRFOLVLOLUICOOILCICTICO
OFUCSCSO0O000O0OCUVUFCOVFFOODUFOUFICSFIICSLVOUVUFOLODLLOLULUICOCI
COFHUOUCEACLVLICELCOFCOOFHFFOULVULVUFFOOFHOVOVOKFKFRFRFLUILSITSTILTICTOICO
OFHRLVLOCVVOICVFEFCOVOEFHFFOOLVUFOUKFEFISHOVOKFEFLVLUCODOICTIT IO
VLOUFIAICICUVUICOFLVLUOOLCLCVFASFFUFFOOFICASFHFFLOLUCQUOUICICIILTITO
OFRFUVUCSC000CUFCOUVFFOODUFUOUOUFISFOUOFFLOUOULUCUOUOICILCILCSICTO
VCOFHRUOUCCVCOFHLVOICALCOFFALCHFHFFHFOFFOOFRFICSICSHFRFOLVLOLOUICOOILCICTICO
COFHRUOUICCELVLCOVFHFLVOILCACOVOFEFACAHFHFFOUOFFOOFICSICAHFEFLOLUILCOVLOITITILTO
COFHrUOUCACLVLCOFHLVOILCALCOFFALCHFHFFHFOUOFFOOFRICSICSHFRFRLVOLUILCSOOILCICTICO
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11 | 67070017 rs4930192
11 | 67070766 rs4255546
11 | 67076810 rs3737460
11 | 67088394 rs1894112
11 | 67124333 rs1638566
11 | 67125223 rs1638567
11 | 67130122 rs1790740
11 | 67137727 | rs12788752
11 | 67147422 rs1638571
11 | 67171736 rs2514256
11 | 67173240 | rs12805811
11 | 67174597 rs1638586
11 | 67175692 | rs10896172
11 | 67188860 | rs12290164
11 | 67191449 rs1790747
11 | 67192555 rs1626067
11 | 67196237 rs1476792
11 | 67202044 rs1790752
11 | 67202826 rs10274
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Supplementary Table 4. Haplotype analysis for ~1.6Mb around BBS1 (between rs44205 and rs10274) on chromosome 11. In total, 9 individuals including 3
affected and 3 non affected from 4 families carriers of the SVA F were analysed (family A, B, C and D) together with 3 affected “control” samples (homozygous
for the c.1169T>G, p.M390R). After phasing each allele is represented in each column and alleles carriers of the SVA F are highlighted in bold (A.lI-3, B.1I-1,
C.II-3 and D.lI-2). Defined using 3 independent “control” BBS1 patients homozygous for the c.1169T>G (p.M390R), the shared “M390R” haplotype is highlighted
in green and spans ~1.614 Mb, BBS1 region is highlighted in grey and the shared “SVA F” haplotype is highlighted in orange and spans ~56.6kb.
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Ill. Partie 1 Le projet Il portant sur BBS1
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Supplementary Figure 1. (A) Pedigree of family | with 2 variants in BBS1. No parental segregation could
be performed. (B) Next generation sequencing data surrounding the BBS1 locus from patient A.ll-3
(upper panel) and patient L.II-1 (lower panel) harboring a heterozygous deletion of exon 4 to 11 (c.160-
?_1110+?del). Both patients are also heterozygous for the BBS1 c.1169T>G (p.M390R) pathogenic
variant. (C) Sanger sequences from BBS1 exon 12 showing the c.1169T>G at the heterozygous state in
patient I.1I-1. (D) Quantitative real-time PCR from exons 8 and 9 in BBS1 from I.lI-1 and one unrelated
control. DNA quantity from the corresponding exons were compared with two reference genes (RPPH1
and GAPDH) using the absolute quantification method. Ratios can be interpreted as following:
homozygous deletion (ratio < 0.1), heterozygous deletion (0.3—0.7), wild type (0.8-1.2), duplication
(1.3-1.6), and triplication (>0.8). Error bars represents standard deviation.
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Supplementary Figure 2. (A) Next generation sequencing data displayed from the Integrative
Genomics Viewer (Thorvaldsdottir, Robinson, et Mesirov 2013) surrounding the BBS1 locus from
patient A.lI-3 (lower IGV track) and one control individual (upper IGV track) both harboring a
heterozygous c.1169T>G (p.M390R) in exon 12. (B) Magnified view of the incorrectly called deletion
insertion with the sorting and coloring of the reads according to the “insert size”. (C) Magnified view
of the region of interest with the soft-clipped bases turned off revealing multiple reads with aberrant
alignments on their right side and corresponding to an SVA F insertion. (D) The sequence reveals all
reads ending at the exact same position with a deletion of AG and the insertions of a T
(c.1215_1216delinsT). (E) The spacing between the reads on the left (including the 3’ end of the SVA F
with the poly(A) tail) and the reads on the right (including the 5’ end of the SVA F) corresponds to the
Target Site Duplication (TSD).
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Ill. Partie 1 Le projet Il portant sur BBS1
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Supplementary Figure 3. Duplex PCR profiles on a LabChip GX (Perkin Elmer) for a rapid detection of
the SVA insertion (see Supplementary Table 3 for primer details). Wild type samples harbor a single
band corresponding to BBS1 exon 13 whereas heterozygous carriers for the SVA insertion show an
additional band specific for the insertion breakpoint.
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GTGGTGGCCTGATCATC RACATCCTEAREGEETAG T CAGTGCTCAATGGTGCCCAGGCTGGAGT GCAGT

GGCGTGATCTCGGCTCACTACAACCTACACCTCCCAGCCGCCTGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCCGAGA
TTGCAGCCTCTGCCCGGCCGCCACCCCGTCTGGGAAGTGAGGAGCGTCTCTGCCTGGCCGCCCATCGT
CTGGGATGTGAGGAGCCCCTCTGCCTGGCTGCCC

CCTGTTGATCTGTGACCTTACCCCCAACCCTGTGCTCTCTGAAACA
TGTGCTGTGTCCACTCAGGGTTAAATGGATTAAGGGCGGTGCAAGATGTGCTTTGTTAAACAGATGCT
TGAAGGCAGCATGCTCGTTAAGAGTCATCACCACTCCCTAATCTCAAGTACCCAGGGACAAACACTGC
GGAAGGCCGCAGGGACCTCTGCCTAGGAAAACCAGAGACCTTTGTTCACTTGTTATCTGCTGACCTTC
CCTCCACTATTGTCCTATGACCCTGCCTAATCCCCCTCTGCGAGAAACACCCAAGAATGAACAATAAA

AAAATAAATAAATAAATAAATA [A] O BACATCCTCARGEETAGA GCAGTGT TTGTAGAGGGAGGAAG
TGAGGTGAGGTGGGTCCCCCACCAGCCCAGGCCATGAAACTCAATGTGCCCCGAAAGAC

Supplementary Figure 4. Full length sequence of the SVA F inserted in exon 13 of BBS1. The sequence
is available in GenBank (Sayers et al. 2019) under the following accession MT113356. The underlined
sequence has been extracted from WGS data. Nucleotides written in red correspond to changes
between the first genome extracted sequence and Sanger sequence. Each domain of the SVA is
labelled by color : exon 13 of BBS1, -, Alu like, -, SINE-R, polyadenylation site and poly(A) tail.
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A
5’ GTGGTGGCCTGATCATC AAGATCCTGAAGCGTACAGCAGTGTTTGTAGAGGG 3’
3" CACCACCGGACTAGTAG TTCTAGGACTTCGCATGTCGTCACAAACATGTCCC 57
Target site
for cleavage
B

5’ CATC AAGATCCTGAAGAGTACTC————— (A) 1,5 AAGATCCTGAAGAGTACAGCAGT 3’

TSD sequence SVA-F BBS1 exon 13

Supplementary Figure 5. Identification of the target sequence for the SVA F integration in exon 13 of
BBS1. (A) The sequence of the integration site 5'-TCTT/GA-3’ is highlighted in blue and differs slightly
from the consensus sequence 5’-TTTT/AA-3’ according to Raiz et al. (Raiz et al. 2012b) (B) The
integration of the SVA F (in yellow) will occur in exon 13 of BBS1 (in green) resulting in target site
duplication (TSD, in orange).
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Supplementary Figure 6. RNA analysis surrounding the SVA insertion demonstrates the existence of
an mRNA carrying the SVA insertion. Two amplicons have been designed around the insertion point of
the SVA F that also integrate the second BBS1 variant (c.1169T>G). Analysis of both sequences reveal
that depending on the integration of the SVA F in the amplicon, the c.1169T>G variant is either
observed in the heterozygous or homozygous state.
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c.1169T>G SVA F insertion site

A.ll-3
C.l-1
B.II-1

Supplementary Figure 7. Comparison of next generation sequencing data surrounding the BBS1 locus
from patient A.II-3, B.II-1 and C.II-1. All harbour the heterozygous c¢.1169T>G (p.M390R) in exon 12.
One can observe the absence of the miscalled variant in exon 13 in B.II-1 and C.II-1 compared to A.ll-3
as described in supplementary Figure 2. Depth of coverage profiles among exon 13 are slightly different
between the 3 examples but a small dropout is visible upon SVA F insertion site.
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Supplementary Figure 8. Principal Component Analysis performed on the genotype data from
common SNPs (MAF > 0.05) for the four SVA-F carriers compared against FranceGenRef (FGR) and 1000
Genomes (The 1000 Genomes Project Consortium et al. 2015) European Non Finnish populations. A
total of 118,577 SNVs were included in the analysis. CEU: Utah Residents (CEPH) with Northern and
Western European Ancestry, GBR: British in England and Scotland, IBS: Iberian Population in Spain, TSI:
Toscani in Italy.
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Supplementary Figure 9. Linked-read analysis of the genome of patient A.II-3. (A) Loupe visualization
of the BBS1 locus, linear (top) and matrix (bottom) type. No specific signal is detected for exon 13 of
BBS1. (B) IGV visualization of the insertion point in exon 13 of BBS1 shows that there is a difference in
depth of coverage.
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Supplementary Figure 10. Genomic context analysis of BBS1. In the boxplots, the lower and upper
boundaries indicate the 2" and 3™ quartile respectively. The median is represented as a black line and
the mean as an “X” within the box. Whiskers above and below the box indicate the 1°tand 4" quartiles
and points outside represents outliers. (A) Boxplot distribution of the Alu and L1 elements within the
19,941 human genes (RefSeq). (B) GC content distribution of the human gene. BBS1 is highlighted in

red.
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Supplementary Figure 11. Updated BBS diagnostic strategy including SVA F fast detection in exon 13
using a duplex PCR.
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I Le synopsis.
Ce projet publié en 2019 dans Human mutation rapporte un travail collaboratif portant sur 3 familles
pour lequel la validation fonctionnelle a été réalisée au laboratoire. Des poisson-zebres IQCE ont
également été générés en recourant a des morpholinos et étudiés grace a une collaboration établie
avec I'’équipe de C. Etard et U. Strahle du KIT (Karlsruhe). IQCE est un gene rapporté chez une seule
famille consanguine comme responsable de polydactylie post-axiale (PAP) chez ’homme (Umair et al.
2017). Cette information était inconnue au commencement de ce projet. 7 autres génes sont
également connus pour étre responsables de polydactylie : FAM92A1, GLI1, GLI3,KIAA0825, MIPOL1,
PITX1 et ZNF141.
2 des 3 familles résolues dans ce projet sont consanguines et les patients présentent des phénotypes
proches de ceux des ciliopathies syndromiques tel que le BBS. Voila pourquoi ils ont été adressés a
notre laboratoire. lls présentent tous une polydactylie et une obésité. Une rétinopathie pigmentaire
(RP) et un hypogonadisme viennent compléter le phénotype du patient de la famille 1. Une atteinte
rénale et une surdité viennent compléter les phénotypes des patients de la famille 3. La premiere
recherche de mutations a d’abord été limitée aux génes BBS et s’est avérée sans succes. Ensuite, un
WES a été réalisé et a permis d’identifier a I'état homozygote, des mutations tronquantes dans le géne
IQCE et des mutations dans d’autres genes dont la pathogénicité a déja été rapportée dans la
littérature. Pour la famille 1, la mutation homozygote dans TULP1 est responsable du phénotype de RP
(Hanein et al. 2004). Pour la famille 3, la mutation homozygote dans le géene ATP6V1BI1 explique
I'atteinte rénale et la surdité (Vargas-Poussou et al. 2006). Au début du projet, IQCE était considéré
comme un gene candidat responsable de ciliopathie syndromique : nous avions envisagé un
chevauchement des phénotypes.
Nous avons effectué les expériences de caractérisation moléculaire sur le matériel biologique extrait
des cellules du patient de la famille 1. Dans son cas, la délétion méne a I'apparition d’'un codon stop
prématuré. La protéine tronquée résultante présente une séquence réduite de moitié et n’est
sirement pas produite. Cette information n’a pas pu étre confirmée a cause de |'aspécificité de
I"anticorps anti-IQCE disponible sur le marché. TULP1 est un gene dont I'expression est limitée a la
rétine. La mutation de ce géne ne risquait donc pas de venir impacter nos expériences sur les
fibroblastes. Nous avons, tout de méme, confirmé I'absence d’expression du géne dans ces cellules.
Nous avons suivi le logigramme d’expériences présenté en Figure 42 afin de préciser I'impact d’une
perte d’expression d’/QCE sur les fibroblastes des patients.
Pour rappel, la protéine IQCE interagit et permet la concentration des protéines EVC, EVC2 et EFCAB7
au niveau de I'EVC zone. Nous avions fait I’hypothése que I'absence de protéine IQCE allait entrainer

la dispersion du complexe EVC-EVC2. Pour confirmer cette hypothése, nous avons marqué la protéine
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EVC2 par IF sur des cellules en conditions ciliées ou le cil a été marqué avec un anticorps dirigé contre
I'alpha tubuline acétylée. Nous avons compté le nombre de fois ol nous pouvions visualiser un point
jaune a la base du cil correspondant a une colocalisation entre les 2 protéines. Nous avons également
mesuré la longueur du cil pour déterminer si la protéine IQCE est impliquée dans la formation du cil
primaire.

Une étude transcriptomique par RNAseq a été mise en ceuvre pour déterminer les variations du profil
d’expression chez ces patients. Les différences d’expressions considérées comme significatives ont été
validées par gRTPCR. Elles concernaient des génes connus pour étre impliqués dans la voie SHH et la
formation des membres: des informations obtenues a lissue d’analyses d’enrichissement. Les
variations d’expressions validées ont confirmé I'impact de la perte d’IQCE sur |'expression de génes
codants pour des protéines actrices de la voie SHH. Nous avons donc voulu explorer davantage I'impact
de la perte d’IQCE sur 'activation de cette voie en réalisant une gqRTPCR et un WB a partir de culots
cellulaires obtenus dans des conditions -SVF+SAG. Nous avons poursuivi la validation fonctionnelle en
utilisant le modele poisson-zebre afin de caractériser I'impact in vivo de la perte d’IQCE et déterminer

si le phénotype résultant concordait avec celui des patients.
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Il. Les données supplémentaires.
Les résultats de I'analyse transcriptomique peuvent étre présentés sous la forme d’un volcano plot afin
de visualiser la pvalue en fonction des variations d’expressions géniques. Ce type de représentation
rend I'information plus visuelle et permet d’identifier facilement les genes pour lesquels la variation
d’expression chez le patient est significativement (partie haute) diminuée (gauche) ou augmentée
(droite) par rapport aux données des contrdles. Les génes soulignés en rouge sont ceux dont les

variations d’expression ont été validées par qRTPCR.
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Figure 43 : Volcano plot. Représentation des résultats du RNAseq.

Afin de déterminer I'impact de la perte d’IQCE sur la voie SHH, nous avons réalisé des extractions
protéiques différentielles a partir de culots cellulaires cultivés en condition -SVF+SAG. Un WB a été
réalisé avec les différentes fractions. Nous avons utilisé plusieurs anticorps dont un dirigé contre la
protéine GLI2. Ce facteur de transcription activateur subit une translocation depuis le cytoplasme vers
le noyau lorsque la voie SHH est activée. Nous avons obtenu une multitude de bandes aspécifiques
pour GLI2. Pour la quantification, nous avons pris en considération la bande de 150kDa (le PM attendu)
présente dans les 3 fractions. En effet, la condition -SVF+SAG permet d’activer la voie SHH : dans cet
état, une bande est attendue dans la fraction nucléaire synonyme de translocation nucléaire. Les
autres anticorps étaient dirigés contre des protéines marqueurs du cytoplasme (la B-TUBULINE) et du
noyau (la LAMINE A/C). Comme attendu, pour la B-TUBULINE, une bande apparait dans les fractions
W et C. Pour la LAMINE A/C, les bandes apparaissent dans les fractions W et N (Figure 44). Nous avons
déterminé le rapport entre les quantités de GLI2 cytoplasmiques et nucléaires pour estimer le niveau
d’activation de la voie entre le patient et les contrdles. Pour le patient, le rapport est fortement
diminué par rapport aux contréles. Il semble que dans cette condition, la translocation nucléaire de

GLI2 soit moindre chez le patient. Ces résultats soutiennent I’hypotheése selon laquelle la voie SHH est
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sous-activée en |I'absence d’IQCE. Il faudrait reproduire et optimiser cette expérience pour éliminer les

marquages aspécifiques.
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Figure 44 : Expériences menées sur la voie SHH. Résultats du WB réalisé sur les extractions protéiques
différentielles issues des culots cellulaires cultivés en condition -SVF+SAG. A. Photos obtenues aprés le marquage
des protéines GLI2, LAMINE A/C (référence nucléaire) et BTUBULINE (référence cytoplasmique). B. Résultats de
la quantification de GLI2 par rapport a la BTUBULINE, la LAMINE A/C et le rapport GLI2N/GLI2C. M : marqueur,
A.IV-1: le patient, CTRL : contrdle, W : whole/protéines totales, C : cytoplasme, N : noyau.

lll. La conclusion et les perspectives.

L’ensemble du travail mis en ceuvre dans ce projet a permis de montrer que la perte d’IQCE provoque
la perte de localisation d’EVC2 a la base du cil primaire et meéne a une sous-activation de la voie SHH
dans des conditions ou elle est déja activée. L'identification de mutations dans les genes TULP1 et
ATP6V1B1 explique certains des traits cliniques des patients. Leur polydactylie est expliquée par des
mutations identifiées dans le gene IQCE.

Les expériences réalisées sur les fibroblastes humains nous permettent de confirmer I'implication
d’IQCE dans le fonctionnement du cil primaire et de confirmer qu’il s’agit effectivement d’un gene de
ciliopathie. Les poisson-zebres pour lesquels I'expression d’/QCE a été fortement réduite (par I'usage
de morpholinos) présentent un phénotype typique de ciliopathie syndromique avec une courbature
de I’axe antéro-postérieur, une désorganisation des couches de la rétine, un défaut d’asymétrie droite-
gauche et une désorganisation des cils dans la lumiére du pronéphros. Ces résultats montrent qu’un

défaut d’IQCE peut conduire a un phénotype syndromique dans cette espéce Pour rappel, le modele
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murin KO Igce présente une atteinte rétinienne avec une diminution de I'épaisseur totale de la rétine
et des troubles du comportement.

Il est envisageable en se basant sur les phénotypes des modeles animaux d’identifier des patients avec
une atteinte rétinienne causée par des mutations dans le géne IQCE. Le nombre de familles rapporté
a ce jour (n=4 au total) ne permet pas de savoir si cette hypothése est réaliste ou non. Afin de
déterminer si des phénotypes autres que la polydactylie pourraient étre causés par des mutations
tronquantes dans ce gene chez ’homme, nous pourrions générer des organoides de mini-rétine. Des
cellules humaines pour lesquelles I'expression d’/QCE seraient abolie ou les cellules des patients
pourraient étre utilisée comme matériel biologique de base. La capacité de réponse des
photorécepteurs de ces mini-rétines aux stimuli lumineux peut étre testée. Il s’agit du méme principe

que celui d’un ERG mais appliqué a des cellules en culture (Hughes et al. 2016).

Il n’a pas été possible de confirmer I'absence de protéine IQCE chez le patient car les anticorps dirigés
contre cette protéine disponible sur le marché ne fournissent pas de résultats concluants. Pour
contourner ce probléme, nous pourrions envisager de mettre en place plusieurs expériences. Nous
pourrions faire exprimer le géne IQCE porteur d’'une des mutations tronquantes dans des cellules
contrdles ol I'expression de IQCE (WT) serait abolie avec des si-RNA par exemple. Dans ce cas, il

faudrait ajouter un « tag » (la GFP par exemple) aux protéines IQCE mutée et WT afin les localiser.

IV. Larticle
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Abstract

Polydactyly is one of the most frequent inherited defects of the limbs characterized
by supernumerary digits and high-genetic heterogeneity. Among the many genes
involved, either in isolated or syndromic forms, eight have been implicated in
postaxial polydactyly (PAP). Among those, IQCE has been recently identified in a
single consanguineous family. Using whole-exome sequencing in patients with
uncharacterized ciliopathies, including PAP, we identified three families with biallelic
pathogenic variations in IQCE. Interestingly, the c.895_904del (p.Val301Serfs*8) was
found in all families without sharing a common haplotype, suggesting a recurrent
mechanism. Moreover, in two families, the systemic phenotype could be explained by
additional pathogenic variants in known genes (TULP1, ATP6V1B1). RNA expression
analysis on patients’ fibroblasts confirms that the dysfunction of IQCE leads to the
dysregulation of genes associated with the hedgehog-signaling pathway, and
zebrafish experiments demonstrate a full spectrum of phenotypes linked to defective
cilia: Body curvature, kidney cysts, left-right asymmetry, misdirected cilia in the
pronephric duct, and retinal defects. In conclusion, we identified three additional
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1 | INTRODUCTION

Polydactyly is one of the most frequently inherited defects of the
limb and has a prevalence of 0.3-3.6/1,000 in live births (Castilla
et al, 1973; Malik, Ullah, Afzal, Lal, & Haque, 2014). It is
characterized by supernumerary digits, ranging from extra-additive
soft tissue without bone structure to an integral and fully developed
digit (Umair, Ahmad, Bilal, Ahmad, & Alfadhel, 2018). According to
the position of the extra digit, polydactyly has been classified into
postaxial polydactyly (PAP), mesoaxial, and preaxial (Malik, 2014).
This defect is also associated with at least 221 syndromes according
to the London dysmorphology database (Phadke & Sankar, 2010),
covering 146 genes (Umair et al., 2018) and can be a hallmark for a
group of syndromes such as for ciliopathies. For this group of
diseases, in addition to skeletal malformations such as PAP, the
phenotypic spectrum can associate retinal degeneration, obesity,
kidney dysfunction, and sometimes intellectual disability as observed
in the classical Bardet-Biedl syndrome (BBS; MIM# 209900) for
which 22 genes have been identified. In such heterogeneous diseases,
high-throughput genetic testing has made possible the diagnosis for
many individuals (Shaheen et al., 2016) but also revealed more
complex cases. Indeed, multiloci-bearing pathogenic variations have
been identified in several known diseases related to loci in single
patients with apparent syndromic presentation (Karaca et al., 2018).

To date, eight genes FAM92A1, GLI1, GLI3, IQCE, KIAA0825,
MIPOL1, PITX1, and ZNF141 (Ullah et al., 2019; Umair et al., 2018)
have been implicated in nonsyndromic polydactyly accounting for 286
disease-causing variations according to human gene mutation data-
base (2018.1). Among those genes, |IQ domain-containing protein E
(IQCE) encodes a ciliary protein located at the base of the primary cilia
and is linked to the hedgehog (Hh) signaling pathway (Pusapati et al.,
2014). Hh signaling is one of many major pathways that controls key
steps of embryonic development (Ingham, Nakano, & Seger, 2011),
tissue homeostasis, and regeneration (Petrova & Joyner, 2014) and
related to human cancers (Barakat, Humke, & Scott, 2010). Human
hand and feet development is based on a highly conserved pentadactyl
pattern (Abbasi, 2011), the conserved Hh signaling pathway regulates
the precise digital shape and pattern in the limbs. IQCE together with
EFCAB7 has an important regulatory role in the EvC complex
(EVC-EVC2), a positive tissue regulator of Hh signaling. Recently, a
homozygous splice acceptor variation in IQCE has been described in a
single consanguineous family with PAP (Umair et al., 2017).

In this study, we report three families with biallelic pathogenic
variations in IQCE identified by whole-exome sequencing (WES).
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families confirming IQCE as a nonsyndromic PAP gene. Our data emphasize the
importance of taking into account the complete set of variations of each individual, as

each clinical presentation could finally be explained by multiple genes.

cilia, hedgehog signaling, IQCE, polydactyly, RNA-seq, zebrafish

Interestingly, these families with PAP were initially recruited as
syndromic ciliopathies and two have additional pathogenic variations
in other genes explaining their apparent syndromic phenotype.
Functional studies based on the patient’s cells or zebrafish (Danio
rerio) assays confirm the ciliary role of IQCE.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Subjects

The patients were recruited by the Strasbourg University Hospital
Medical Genetics Department as well as by the Center for
Rare Genetic Ophthalmologic Diseases (Hopitaux Universitaires de
Strasbourg, Strasbourg, France) because they were suspected to
have a ciliopathy. Study protocols used in each cohort have been
approved by the corresponding Institutional Review Board or
equivalent committees (in Strasbourg, “Comité de Protection des
Personnes” EST IV, N°DC-20142222), and written informed consent
was given by each participant or parents. Our research complies with
the Declaration of Helsinki. Written informed consent for open-
access publication was provided by the participants or their parents.

2.2 | Whole-exome sequencing

WES was performed by IntegraGen (Evry, France) for Families A, B,
and C in 2011, 2013, and 2018, respectively. After shearing of the
genomic DNA, library preparation was performed using either the
Agilent Human All Exon Kits v2 (Families A and B) or the Twist
Human Core Exome Enrichment System (Twist Bioscience) and
IntegraGen Custom additions (Family C). Sequencing was performed
on an lllumina HiSeq 2000/4000 to generate 75-base pair (bp)
paired-end reads following the manufacturer’s protocols. Image
analysis and base calling were performed using lllumina Real-Time
Analysis (1.14/2.7.7) with default parameters.

2.3 | Bioinformatics analysis

The reads were mapped to the reference human genome (GRCh37/
hg19) using BWA v0.7.12 (Etard, Roostalu, & Strahle, 2010). GATK
UG v3.4-46 was used to call single-nucleotide variant (SNV) and indel
variations (DePristo et al., 2011). Annotation and ranking of SNV and
indel were performed by VaRank 1.4.3 (Geoffroy et al., 2015) in
combination with the Alamut Batch software (1.11; Interactive

Biosoftware, Rouen, France). Very stringent filtering criteria were
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applied to filter out nonpathogenic variants (Table S1): (a) Variants
represented with an allele frequency >1% in public variation
databases including the 1000Genomes (Auton et al., 2015), the
genome aggregation database (gnomAD; Lek et al, 2016), the
database of genomic variants (MacDonald, Ziman, Yuen, Feuk, &
Scherer, 2014), or our internal exome database, and (b) variants in 5’
and 3’ untranslated region, downstream, upstream, intronic, and
synonymous locations without pathogenic prediction of local splice
effect. Structural variants (SVs) were predicted using CANOES
(Backenroth et al., 2014) and annotated by AnnotSV 2.0 (Geoffroy,
Herenger et al., 2018). Our analysis considered all inheritance modes
but given that two families were consanguineous, we focused on
compound heterozygous and homozygous variants consistent with a
recessive transmission. Variations have been classified according to
the American College of Medical Genetics and Genomics guidelines
(Richards et al., 2015) and only Class 3 (likely pathogenic) and Class 4
(pathogenic) have been considered.

2.4 | Homozygosity mapping

Based on the WES data, homozygosity mapping has been performed
using PLINK 1.9 (Chang et al, 2015). We followed the parameters
described by Kancheva et al. (2016). The results are available in Table S2.

2.5 | Cell culture

Skin fibroblasts from patient A.IV-1 and age-matched healthy control
fibroblasts cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 1%
penicillin-streptomycin-glutamine (PSG). To induce primary cilium
formation, the cells were deprived of serum by growth for 24 hr in
DMEM with 1% PSG but only 0.1% FCS. To activate the Hh pathway,
the cells were incubated in a DMEM medium with 1% PSG without
serum (-FCS) and with smoothened agonist (SAG; 100 nM). SAG has
been resuspended in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a stock
concentration of 4 mM.

2.6 | RNA extraction, complementary DNA
synthesis, quantitative polymerase chain reaction,
and TagMan

For RNA-seq validation, cells have been cultured in normal condition
DMEM containing 1% PSG and 10% FCS. Total RNA was prepared
from patient A.IV-1 fibroblast pellets (technical triplicate) and three
controls pellets (biological triplicate) using QlAshredder Kit (Qiagen
Ref 79654) and RNeasy Kit (Qiagen Ref 74104) followed by a DNAse
treatment with the TURBO DNA-free™ Kit. Experiments have been
repeated three times. For the Hh genes expression analysis (real-time
quantitative polymerase chain reaction [qRT-PCR]), cells have been
cultured in DMEM with 1% PSG (-FCS) + SAG (100 nM). Total RNA
was prepared as described above and experiments have been
repeated twice with two different control pellets (biological
duplicate) and one patient pellet (technical triplicate). RNA integrity

was assessed by gel electrophoresis and RNA concentration by
Eppendorf BioPhotometer Plus with the Hellma® TrayCell. Reverse
transcription of 1 ug total RNA to complementary DNA (cDNA) was
performed using the Bio-Rad iScript™ cDNA Synthesis Kit. qRT-PCR
amplification was performed in a Bio-Rad CFX96™ Real-Time
System using the iQ™ SYBR® Green SuperMix and primer sets
(Table S3) optimized for tested targets for SYBR Green-based real-
time PCR for the RT PCR. The normalized fold expression of the
target gene was calculated using the comparative cycle threshold (Cy)
method by normalizing target messenger RNA (mRNA) C; to those
for both GAPDH and HPRT reference gene using the CFX Manager
Software Version 1.5 and excel calculation. Statistical analysis has

been done using the “GraphPad prism” software.

2.7 | Immunocytochemistry and fluorescence
microscopy

AIV-1 and control-ciliated fibroblasts were seeded on 12 mm diameter
cover slips. Ciliogenesis has been induced by 24 hr incubation in a DMEM
with 1% PSG medium, without serum (-FCS). Then, cells have been fixed
with 4% paraformaldehyde-phosphate-buffered saline (PFA-PBS). Sub-
sequently, the cells were stained with the ciliary markers antiacetylated
a-tubulin (Lys40) mouse monoclonal primary antibody (1:200, #32-2700;
Invitrogen, Carlsbad, CA) and anti-EVC2 rabbit polyclonal primary
antibody (1:250, #ab198930; Abcam). As secondary antibody, donkey
anti-mouse Alexa 594 (1:1000; Invitrogen) and donkey anti-rabbit
DyLight 488 (1:1000, #611-741-127; Rockland, Tebu-bio) were used.
Ciliated cells count between A.IV-1 and control were performed manually
using ~100 cells per genotype (exact Fisher test was applied). Counts of
EVC2 colocalization at the base of the cilia were performed manually
using also ~100 cells per genotype in triplicate (Student’s t test has been
applied). Pictures were taken with a Zeiss Axio Imager Z2 and the
analysis with the ZEN2012 software (Carl Zeiss Inc., Oberkochen,
Germany).

2.8 | Transcriptome analysis

RNA samples were extracted from two fibroblast replicates of A.IV-1
(A.IV-1.1 and A.IV-1.2), and replicates from six individuals affected by
other ciliopathies or intellectual disabilities of known molecular
origin (ARN1.1, ARN1.2, ARN2.1, ARN2.2, ARN3.1, ARN3.2, ARN4.1,
ARN4.2, ARN5.1, ARN64.1, and ARN6.2) using TRI Reagent®
(Molecular Research Center) or using the RNeasy Mini Kit Qiagen®.
Both protocols included an additional step of DNAse | recombinant
treatment (Sigma-Aldrich®). The integrity of the RNA was visualized
on a 1% bleach agarose gel by electrophoresis. Quantification and
further quality analysis were performed using the NanoDrop®.
Samples should have a 260/280 ratios ~2 and a 260/230
ratio >1.7. The integrity and quality of the RNA were also evaluated
by running samples on an RNA 6000 Nano Chip on the Bioanalyzer
(Agilent Technologies) and samples should have an RNA integrity
number 28. Library preparation was performed at the GenomEast
platform at the Institute of Genetics and Molecular and Cellular
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Biology (Strasbourg), using the TruSeq® stranded mRNA Sample
Preparation Kit (Illumina) starting from 1 pg of extracted total RNA.
Libraries were then 100+ 75bp paired-end sequenced, with two
samples per lane on an lllumina HiSeq 4000 sequencer. The
corresponding bioinformatics pipeline is described in detail in the

Supporting Information.

2.8.1 | Zebrafish stocks

Fish were bred and raised at 28.5°C as described previously
(Westerfield, 1993). The AB wild-type line (European Zebrafish
Resource Centre, Karlsruhe, Germany) was used for all the experi-
ments. Zebrafish husbandry and experimental procedures were
performed in accordance with the German animal protection regula-
tions (AZ35-9185.81/G-137/10; Regierungsprasidium, Karlsruhe). Fish
were crossed pairwise. For experiments, fertilized eggs were raised in
1X Instant Ocean salt solution (Aquarium Systems, Inc.) supplemented
with 200 uM 1-phenyl 2-thiourea to suppress melanogenesis. For
visualization of situs inversus, we used a transgenic line expressing
GFP under the control of the skeletal and cardiac muscle-specific
promoter unc45b (Roostalu & Strahle, 2012).

2.8.2 | In situ hybridization

Whole-mount in situ hybridization was performed as previously
described (Costa, Escaleira, Rodrigues, Manasfi, & Mermelstein,
2002; Oxtoby & Jowett, 1993). Ptc1 probe was obtained from
Concordet et al. (1996). wtla Probe was obtained from Armant et al.
(2013).

2.8.3 | Morpholinos and microinjections

A search of the zebrafish genome (GRCz11) revealed a single
orthologue of the human IQCE gene (RefSeq: NM_001287204.1)
encoding a protein sharing 58% amino acid similarity with the human
IQCE protein. Injections were performed as described previously
(F. Muller et al., 1999). In brief, zebrafish eggs were collected shortly
after being laid. Cleaned eggs were transferred to a Petri dish with a
minimal amount of water. Embryos were injected (Femtolet;
Eppendorf) through the chorion into the yolk at the one-cell stage.
Injection needles were pulled from borosilicate glass capillary tubes
with filament (Warner Instruments) using a micropipette puller
(Sutter Instrument Co.). Morpholinos were designed against the start
codon of iqce (igce-mo). Morpholino controls consist of the 5bp
mismatch igce-mo (igce-mocont). Morpholinos (Gene Tools, LLC) were
injected at the following concentrations: igce-Mo: CAAGTTCTCCA
GCTACCACAGACAT (0.6 uM); igce-mocont: CAACTTgTCgAGCTACC
AgA cACAT (0.6 uM). All dilutions were made in distilled water.
Phenol red was added to the samples before injection (0.1% final
concentration). Iqce-gfp plasmid was injected at the final concentra-
tion of 40 ng/ul. When injected at 0.6 uM, neither the anti igce nor
the igce-mocont (control) morpholino elicited necrosis, an unspecific
effect of morpholino injections occasionally observed with some
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morpholinos (Robu et al., 2007). The efficiency of igce-mo to block
translation was assessed by coinjection of igce-mo with a plasmid
containing the igce cDNA in-frame with gfp (igce-gfp). As expected,
the embryos were depleted from GFP expression, indicating that the
morpholinos indeed target efficiently igce. In contrast, the five-
mismatch iqce-mocont was unable to abrogate the translation of the

fusion gene (Figure S3a).

2.9 | PCR amplification

Total RNA was isolated from 24 to 72hour post fertilization (hpf)
embryos using TRl Reagent (Invitrogen). RT-PCR was carried out
following standard protocols. For igce in situ hybridization probe, a
fragment of 580 bp was amplified by PCR with the following primers:
igcewm5: GCTGCATCATGTAGGACGATG, igcewm3: CACTCTGAAGCTG
ACTCAAG, and cloned into pGEM-T Easy vector (Promega). Igce full-
length sequence was amplified from zebrafish cDNA with the following
primers: igce5: tcgGAATTCATGTCTGTGGTAGCTGGAGAAC; igce3:
agactcgaggg TAAATCAAGTCA TCGGCACTG and cloned into pcs2 + GFP
with EcoRI-Xhol. For the rescue experiment igce5'modif: tcgGAATTC
ATGTCGGTTGTAGCGGGCGAACTAG was used in combination with
igce3’, and cloned into pCS2 + GFP morpholino-resistant igce mRNA was
synthesized with the SPékit (Promega).

2.10 | Immunohistochemistry

Fish embryos were fixed in 4% PFA/1X PBS 1hr at room
temperature. Embryos were permeabilized 7 min at -20°C with cold
acetone, rinsed five times, 5 min with 1X PBS and blocked 4 hr with
binding protein dependent (1% DMSO, 5% BSA, and 1X PBS).
Incubation with primary antibody occurred overnight at 4°C,
followed by thorough washing with PTw (PBSTween: 1X PBS, 0.1%
Tween 20). Embryos were incubated with secondary antibody 2 hr at
room temperature, and washed with PTw. Antibodies dilutions:
Acetylated-tubulin (Sigma-Aldrich): 1/500; engrailed (eng; Develop-
mental Studies Hybridoma Bank, The University of lowa): 1/50; and
goat anti-rabbit Alexa 488 (Invitrogen): 1/1000; and goat anti-mouse
Alexa 488 (Invitrogen): 1/1000. For nucleus staining, we used Drag5
at 1/1000 dilution. Staining was analyzed by confocal microscopy
(TCS SP2; Leica). For sectioning of the eyes, embryos were fixed in
4% PFA/PBS, progressively dehydrated in ethanol and stepwise
transferred into Epon resin. Five-micrometer sections were cut with

a Leica microtome and stained with toluidine blue.

3 | RESULTS

3.1 | Clinical features

Three families with ciliopathy like phenotypes were referred to our
laboratory as they remained unsolved following standard genetic
testing. They all shared PAP as a common feature but each presented
other symptoms as described below (Figure 1a and Table 1). The
affected patient of Family A (A.IV-1) was born after an unremarkable
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pregnancy and is the only child of related Algerian parents. Bilateral
polydactyly and brachydactyly of hands and feet were noted at birth
associated with syndactyly of the second and third digits of the feet.
At the age of 6 years, he was diagnosed with a decreased visual
acuity and his ophthalmologic evaluation revealed retinal degenera-
tion. He had hypogonadism and overweight was noted during his last
clinical evaluation (15 years old). Family B is composed of three
children presenting with PAP of hands and feet (bilateral for B.lI-1
and unilateral for B.lI-2 and B.II-3). The older one and the twin sister
presented overweight, respectively, at the age of 7 and 5 years in the
context of obese parents. The ophthalmologic evaluation, including
electroretinography, was normal for all the siblings. In Family C, two
affected children were reported. Individual C.IV-3 is the last child of
related Moroccan parents and presented with PAP of both hands and
one foot, learning disabilities, and overweight. Her two sisters and
parents share also the two last features. Her cousin, patient C.IV-4,
born also from related parents is more severe. He had also PAP of
the four limbs associated with renal anomalies, deafness, and speech
delay. The observed kidney disease consisted of tubular nephropathy
with nephrocalcinosis diagnosed at 1 year old evocative of a distal
renal tubular acidosis. Deafness was detected at the age of 2 years.
His development was in the normal range, except for a language
delay, in the context of hearing loss, which improved with speech
therapy (Table 1).

The association of PAP and the other clinical features of each
family member was assumed to be compatible with a syndromic
ciliopathy (Wolff et al.,, 2004) and, in particular, to the BBS (MIM#
209900). In line with the described phenotypes, the three families
have been screened without success for the known BBS genes at that
time (BBS1-BBS18) using either Sanger or targeted exome sequen-
cing (J. Muller et al,, 2010; Redin et al., 2012).

3.2 | Identification of IQCE pathogenic variations

WES was applied to all three families, generating on average a total
of 81,000 SNVs, 11,400 insertions-deletions (indels), and 21 SVs
(Table S1). In Family A, as the proband (A.IV-1) was supposedly born
from consanguineous parents, we identified 39 sizeable homozygous
regions encompassing 238 Mb (Table S2); supporting the assumption
of consanguinity. In this case, autosomal recessive inheritance is
more likely, and we, thus, focused on homozygous variants, reducing
the number of variants to 7 in six genes (DNAAF1, IQCE, MADD,
SHANK2, TULP1, and ZDHHC2; Table S1). AlV-1 is affected by
polydactyly, retinal dystrophy, and hypogonadism, which made us
concentrate on two genes. The first one is IQCE (NM_152558.5), a
gene that was just described as associated to PAP (Umair et al,
2017), with a homozygous 10 bp deletion in exon 12c.895_904del
(p.Val301Serfs*8; Figure 1b) located in a conspicuous homozygous
region of 2.4 Mb. This variant is present in gnomAD at a very low
combined allele frequency (0.0009534) with two homozygous
carriers, which is compatible with the frequency of the disease.
Subsequently, we analyzed IQCE exons 12 in 96 matched controls of
Algerian ethnicity and could not find this variant (Supporting

Information Methods). Interestingly, the second gene is TULP1
(NM_001289395.1), a gene reported in Leber congenital amaurosis
or retinitis pigmentosa (RP; Hagstrom, North, Nishina, Berson, &
Dryja, 1998; Hanein et al., 2004) for which we identified a known
(Class 5) c.1198C>T
(p.Arg400Trp), also located in a homozygous region of 8.5 Mb. This

homozygous  pathogenic variation,
variant does not appear in public databases (gnomAD, 1000Gen-
omes). The variants in both genes (IQCE and TULP1) segregated with
the phenotypes within the family (Figure 1b) and in combination
explained most of the clinical features of this individual. In the
nonconsanguineous Family B (Figure 1a), WES revealed only two
Class-4 variations in IQCE at compound heterozygous state:
c.895_904del (p.Val301Serfs*8) in exon 12 and ¢.1350_1353delA-
GAG (p.Glu451Argfs*15) in exon 16 (Figure 1b). Both variations
segregated in all affected members (B.II-1, B.Il-2, and B.II-3). The
second variation (c.1350_1353delAGAG) was found in gnomAD with
a frequency of 0.0002381 with 66 heterozygous carriers. In Family C,
WES analysis of the most severe case, C.IV-4 (Figure 1a), revealed a
known homozygous variant in ATP6V1B1 (NM_001692.3), a gene
that is associated with distal renal tubular acidosis with deafness
(Vargas-Poussou et al., 2006; distal renal tubular acidosis [dRTA];
MIM# 267300). This Class-4 variant, c.175-1G>C, is located in a
canonical splice site and is predicted to cause the skipping of exon 3,
this variation was not found in public databases (gnomAD,
1000Genomes). Interestingly, the c.895_904del (p.Val301Serfs*8)
variation in IQCE that has been already observed in Families A and B
(respectively, at the homozygous and compound heterozygous state)
was only found in C.IV-4 at the heterozygous state (whereas no
second pathogenic allele could be identified by cDNA sequencing and
quantification, data not shown). The WES did not reveal any other
variations in known PAP genes for this individual. Given that patient
C.IV-3 had only PAP and given the C.IV-4 variation in IQCE, we
sequenced the IQCE gene in C.IV-3 and surprisingly found the
c.895_904del (p.Val301Serfs*8) at the homozygous state (Figure 1).

Given the recurrence of the c.895_904del (p.Val301Serfs*8)
variant in our cohort, we investigated a possible founder effect.
Nevertheless, no common haplotype could be observed in the
corresponding region in Families A and B (Table S4). Analysis of
the gnomAD record of this variation revealed its presence in
different ethnical groups at a very low allele frequency: European
(221/126,532 alleles), Ashkenazi (12/10,134 alleles), Latino (17/
34,392 alleles), African (6/23,966 alleles), Finish (2/25,788 alleles),
and South Asian (1/30,782 alleles). The diverse origin of individuals
with this IQCE variant and the differences in the haplotype suggested
a recurrent mutational mechanism.

To better understand the effect of IQCE variants, we investigated
the expression and subcellular localization of IQCE interacting
partners in patient cells. IQCE is ubiquitously expressed in human
adult tissues with higher levels of mRNA expression in lung, brain,
and hippocampus (Figure S1a). Endogenous IQCE is located at the
base of the cilia and forms a complex with EFCAB7 to anchor
the EVC-EVC2 subcomplex at the base of the cilia (EvC zone) for the
propagation of Hh signaling (Pusapati et al., 2014). We investigated
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FIGURE 1 Clinical description and molecular genetic characterization of IQCE variations. (a) Graphic representation of three autosomal
recessive families with complicated polydactyly in which IQCE, TULP1, and ATP6V1B1 variations were identified. Sanger sequencing traces
confirming the presence of the pathogenic variant and segregation in available family members are demonstrated. The “WT” symbol represents
wild-type and “M” symbol represents pathogenic variant. Blackened symbols indicate affected individuals. (b) Genomic structure
(NC_000007.14) and schematic representation of the protein layout (NP_689771.3) of IQCE and location of a currently known
disease-associated variant (in bold, novel pathogenic variants identified in this study). Topology of IQCE represents one hydrophobic segment
(HS), coil-coil conserved domain regions, three 1Q calmodulin-binding motifs (1Q), and one acid region (AR). UTR, untranslated region



TABLE 1 Clinical characteristic of individuals with variants in IQCE

Family A Family B Family C
AlV-1 B.Il-1 B.II-2 B.II-3 C.IV-3 C.IvV-4
p.[Val301Serfs*8]; p.[Val301Serfs*8]; p.[Val301Serfs*8]; p.[Val301Serfs*8]; p.[Val301Serfs*8];
1QCE [Val301Serfs*8] [Glu451fs*15] [Glu451fs*15] [Glu451fs*15] [Val301Serfs*8] p.[Val301Serfs*8];[=]
TULP1 ATP6V1B1 c.[175-1G>C];
Other gene p.[Arg400Trp];[Arg400Trp] [175-1G>C]
Clinical features
Hands and feet abnormalities
Postaxial polydactyly Y Y Y Y Y Y
Hands Y Y Y Y Y Y
Feet Y Y \4 Y Y \%
Brachydactyly Y Y Y Y N N
Syndactyly Y N N Y N N
Neurosensory disease
Retinal dystrophy Y N N N N N
Deafness
Pondostatural evaluation
Overweight Y Y Y N Y N
Development psychomotor
Intellectual N N N N N N
abnormalities
Learning disabilities N
Speech delay
Ataxia N
Kidney function
Renal abnormality N N N N N Tubulopathy-nephrocalcinosis
Genital abnormalities
Hypogonadism Micropenis N N N

Abbreviations: Y, yes; N, not present; *, unilateral.
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the impact of IQCE deficiency in the formation of the primary cilia
and localization of EVC-EVC2 subcomplex. Immunohistochemical
studies on ciliated fibroblasts from individual A.IV-1 showed no
differences in the number of ciliated cells (Figure S1b). Nevertheless,
for 77% of patient’s cells, we did not observe colocalization of EVC2
at the base of the cilia (Figure 2a,b) that presumably results in
mislocalization of the EVC-EVC2 subcomplex and may compromise

the Hh signaling.

3.3 |
effect

Transcriptome analysis and Hh signaling

To get insight into the mechanistic impact of IQCE, we explored the
transcriptome variation of individual A.IV-1 by RNA sequencing. We
considered the possible impact of TULP1 variation. However, under
physiological conditions, TULP1 is expressed exclusively in the retina,
where it is involved in protein trafficking which is essential for the
transport of rhodopsin (North, Naggert, Yan, Noben-Trauth, & Nishina,
1997). This was confirmed as no TULP1 expression could be observed in
the patient’s fibroblasts. Given the IQCE genotype (frameshift) for A.IV-1,
no IQCE expression could be detected. RNA differential expression
analysis resulted in 98 significantly differentially expressed genes (Figure
2c and Table S5). None of the known IQCE interactors—EVC, EVC2,
EFCAB7, and TCC23 (Breslow et al., 2018; Pusapati et al., 2018)—showed
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(b) 100
90 EEEy HEE
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significant variations in their expression levels neither did the down-
stream effectors of the Hh signaling pathway GLI1, GLI2, and GLI3. We
identified among the most significantly up and downregulated genes
SLC35D3, SLC30A8, and GSTT1, respectively. SLC35D3 has been shown to
be implicated in metabolic syndrome and obesity (Z. Zhang et al., 2014),
and SLC30A8 is associated with a protective role against Type 2 diabetes
(Flannick et al., 2014).

Regarding GSTT1, the protein catalyzes the conjugation of
glutathione to a wide range of potential toxins as the first step in
detoxification and is identified as a risk factor for open-angle glaucoma
or ventricular diastolic dysfunction (Singh, Kumar, Tewari, & Agarwal,
2018; Stamenkovic et al., 2018). To obtain functional clues about the
IQCE protein modules, we applied functional enrichment analysis
(WebGestalt 2019; Wang, Vasaikar, Shi, Greer, & Zhang, 2017); the
overrepresentation analysis identified 10 significant clusters involving
tissue development, ossification, and skeletal system development
among others (Figure 2d). A number of genes associated with Hh
signaling and limb formation are included in these protein clusters
(ALPL, ALDH1A1, FGF9, HOXC10, IGF2, IGFBP1, MECOM, MLLTS,
NDP, SFRP1, and SMOC1; Table Sé). Selected genes with significant
|log2 fold change| >0.5 were tested compared with controls by RT-
qPCR, and we confirmed the expression change of ALPL, GSTT1, IGF2,
IQCE, MECOM, RSPO1, and SLC30A8 but we did not detect significant
differences in FGF9 and SFRP1 (Figure 2e).
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(a) Immunostaining of A.IV-1 and control-ciliated fibroblasts, antibodies against human EVC2 (in green), and the ciliary marker

antiacetylated alpha tubulin (in red) revealed that in absence of endogenous IQCE, EVC2 fails to localize at the base of the cilia. (b) Count of
mislocalized EVC2 at the base of the cilia in fibroblasts under ciliated conditions (-FCS) between A.IV-1 and control (three times ~100 cells per
condition). Statistical significance was determined using Student’s t test, p =.0004 (***). (c) Heat map generated using ClustVis (Metsalu & Vilo,
2015) from the transcriptome sequencing data reflecting gene counts of the significantly differentially expressed genes across patient and
control samples. (d) Volcano plot of overrepresentation enrichment analysis of significantly misregulated transcripts in A.IV-1 fibroblast
compared with wild-type. These results were obtained using WebGestalt 2019 (Table Sé). (e) Real-time quantitative polymerase chain reaction
analysis from three technical replicates of A.IV-1 and three controls fibroblasts showed relative expression levels (normalized to GAPDH) of
nine significantly differentially expressed genes, data include + SD. Scale bar = 5um. *p <.05; **p <.01; and ***,p <.001 (alpha risk, 5%). ns, not
significant, SD, standard deviation
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To assess whether the Hh signaling is affected, we determined
the expression levels of key genes in the patient’s cells both under
ciliary conditions and Hh activation (-FCS +SAG treatment). qRT-
PCR revealed a significant underexpression of genes involved in the
EVC-zone complex including EFCAB7, EVC, EVC2 and also GLI2 and
GLI3 (Figure S2).

3.4 | Lack of igce causes ciliary defects in zebrafish
embryos

Considering the ciliary localization of the human IQCE and
encouraged by the previous studies, where genetic screens in
zebrafish identified numerous defects of subpopulations of cilia
(Zhao & Malicki, 2007), we investigated expression and function of
igce in zebrafish (Danio rerio). We first assessed the iqce expression in
the developing embryo. In situ hybridization of igce mRNA showed
ubiquitous expression at the 10 somites and 20 hpf stages with
higher expression in the pronephric ducts at 20 hpf. At 48 hpf, higher
levels of igce mRNA were found in the pronephric ducts and in the
mid- and hindbrain (Figure S3b).

A morpholino directed against the igce start codon (igce-mo) and a
morpholino with a five mismatch control sequence (igce-mocont) were
used to elucidate the function of igce in zebrafish embryos. Embryos
injected with igce-mo (77%, n = 126) but not with the igce-mocont control
(2%, n=221) showed ventral curvature of the body axis (Figure 3a,b)
which is often found in cilia mutants (Figure S3c). Occasionally we
observed hydrocephalus (Figure 3b). To prove that the observed
phenotype is due to the specific knockdown of igce, we coinjected igce-
mo together with igce mRNA resistant to igce-mo. Fifty-four percent of
embryos exhibited a characteristic curved phenotype compared with
77% for igce-mo alone (Figure 3d, n=193). We conclude from this
experiment that the igce-mo effectively abrogate the igce expression.

Bilaterally dilated kidney cysts were present in 37% of iqce-mo
morphants, but neither in uninjected nor in igce-mocont injected
embryos (Figure 3c and Figure S3d). These cysts are localized within
the glomerulus as indicated by wtia staining (Figure S3e).

We next examined the cilia of the pronephric duct. Embryos
at 48 hpf were stained with acetylated-tubulin antibody. In igce-
mocont and uninjected embryos, cilia are aligned along with the
duct forming a thin line (Figure 3e,g). In contrast, the cilia
organization in iqgce morphants was severely perturbed showing
cilia oriented in all directions (Figure 3f). The misorientation and
shortening of pronephric duct cilia can be due to dilation of the
tubules and suggest that pronephric fluid flow may be affected
(Zhao & Malicki, 2007). We next tested whether other cilia are
also affected, the dense ring of cilia on the epithelium surround-
ing the olfactory placode of 48-hpf wild-type larvae was strongly
reduced in morphants (Figure 3h-j). In addition, the photorecep-
tor outer segment connects to the cell body via a narrow
constriction that forms around a ciliary axoneme, and is known as
the connecting cilium. Defects of photoreceptor cilia are
associated with outer segment abnormalities and degeneration
(Zhao & Malicki, 2007). Therefore, we analyzed eye sections of 4

day old morphants. In noninjected embryos or control morphants,
all the layers are properly formed (Figure 3k). In contrast in igce
morphants, the lamination is disrupted and the retinal layer
altered with no visible photoreceptor outer segment (Figure 3l).

The perturbation of motile cilia often results in a problem of
left-right asymmetry. We, thus, examined the percentage of situs
inversus in igce morphants. igce-mo or iqgce-mocont were injected into
embryos carrying a transgene that expresses GFP in the heart (-1.8
unc45b-TFP; Roostalu & Strahle, 2012). This allowed us to observe
the looping of the heart. Forty-four percent of morphant embryos
exhibited situs inversus (with the ventricle on the right and atrium on
the left) or heterotaxia demonstrating that cilia from the Kupffer’s
vesicle, the fish equivalent of the mouse node, were affected by the
igce knockdown. In contrast, only 3% and 6% of uninjected and igce-
mocont injected embryos, respectively, showed reverse heart jogging
(Figure 3m).

In mutants with defective cilia (iguana) or ciliary motility
(Irrc50), otoliths are frequently found ectopically, untethered, or
fused (Stooke-Vaughan, Huang, Hammond, Schier, & Whitfield,
2012). We, thus, examined the number of otoliths in iqgce
morphants at 2dpf. At 48dpf, each ear should contain two
otoliths and it is the case for 86% of the morphant. However, for
14% of them, one of the two ears presented either one extra
otolith (three instead of two) or only one (one instead of two; data
not shown, n=262 embryos).

Cilia are necessary for normal activation as well as repression of the
Hh signaling pathway (Goetz & Anderson, 2010; Huang & Schier, 2009;
Wolff et al., 2004). It was shown that in the absence of the ciliary protein
BBS1 and under stimulation of Hh, the ciliary localization of smoothened
(Smo) was further enhanced compared with wild-type cells (Nozaki,
Katoh, Kobayashi, & Nakayama, 2018). We, thus, examined the
expression of the Hh receptor Patchl1 (Ptc1) and the downstream gene
eng in the developing somites in igce morphants. At 10 somites stages,
transcription of ptcl was expanded to the myotome, whereas it is
exclusively restricted to the adaxial cells in control or uninjected embryos
(Figure 3n-p and Figure S3f). Similarly, the domain of eng expression was
significantly expanded among the fast muscle fibers by 24 hpf, indicative
of an increased number of Hh-dependent muscle fast fibers (Figure 3g-s).
These results indicate that the Hh pathway is perturbed by the loss of

igce function.

4 | DISCUSSION

An IQCE homozygous variant affecting the splicing of the gene was
recently identified by WES in a single Pakistani family presenting
with PAP Type A limited to lower limb (Umair et al., 2017). Here, we
report three additional families with pathogenic variations in IQCE
referred initially as ciliopathies with PAP involving the upper and
lower limbs. Interestingly, the three families shared the same
c.895_904del (p.Val301Serfs*8) variation in IQCE exon 12 in a
homozygous or in a heterozygous states with another truncating
variant. These two IQCE variations have already been observed in the
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largest public databases. The ¢.1350_1353del (p.Glu451Argfs*15)
was described in exome variant server (Tennessen et al., 2012) with
an average allele frequency >1.5% with 90 homozygous calls. Initially,
this overestimated allele frequency prevented its identification as
candidate pathogenic variation. The higher false-positive rate for
indel calls was a known issue solved, while integrating into EXAC/

gnomAD (0.024% and no homozygous calls).

ptc1 in situ hybridization
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The index case A.IV-1 had a suspected ciliopathy-like pheno-
type, due to the presence of RP, hypogonadism, polydactyly, and
speech delay. Although the proband was assumed as a patient with
one syndrome, the occurrence of pathogenic variations in both
IQCE and TULP1 can explain independently the polydactyly and the
RP. In Family C, the phenotypes of the patients were different;

C.IV-3 has only PAP and overweight compared with her cousin
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FIGURE 3 Continued.
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who has PAP, deafness, and renal anomalies. Phenotypic variations
in a single family are not unusual in ciliopathies even with a single
gene involved (Abdelhamed et al., 2013; Gonzalez-Del Pozo et al.,
2014; Katsanis et al., 2001; Ware, Aygun, & Hildebrandt, 2011; W.
Zhang et al., 2018). The variations in IQCE can clearly explain the
isolated PAP in C.IV-3. However, in the C.IV-4 individual, the
association of deafness and nephropathy could finally be explained
by the identification of variations in the ATP6V1B1 gene (dRTA;
MIM# 267300), known to be responsible for renal tubular acidosis
associated with deafness. Nevertheless, the identification of only a
single pathogenic allele in IQCE and the absence of any other
variation in known polydactyly genes do not provide any
explanation to date for the PAP for this patient. Although gene
dosage and RNA expression have been performed for this
individual revealing still 50% of the IQCE expression level (data
not shown), one cannot rule out missed variation(s) either in IQCE
or in another gene. Whole-genome sequencing might reveal
intronic, intragenic, or structural variations missed by the WES
(Geoffroy, Stoetzel et al., 2018). These two examples illustrate well
how the incidental co-occurrence of two different conditions can
mimic the clinical features of a known Mendelian disease (Deluca,
Weed, Haas, Halder, & Stone, 2015; Karaca et al., 2018). This point
out also the importance of searching for multiple hits in WES or
whole-genome sequencing data to explain some apparent syn-
dromic phenotype, such as ciliopathy-like phenotype. The occur-
rence of the other clinical manifestations, overweight, or learning
disability in these families seemed to be due to other factors than
the presence of neurosensory impairment (RP or deafness).
However, we should take into consideration the appreciable
variations of systemic features in individuals affected by patho-
genic variants in different ciliopathy genes (Carmi, Elbedour,
Stone, & Sheffield, 1995; Estrada-Cuzcano et al., 2012; Waters &
Beales, 2011).

Vertebrate limb patterning is controlled by two signaling centers, the
zone of polarizing activity (ZPA) and the distal posterior mesenchyme,
and the apical ectodermal ridge (AER) at the distal limb bud. The ZPA and
AER produce signaling molecules—Hh and FGFs, respectively—that

control the formation of anteroposterior and proximodistal limb axes in

<

a cooperative manner (Yamamoto et al, 2012). Additionally, Hh can
induce a positive-feedback insulin-like growth factor (Igf) signaling during
osteoblast differentiation (mostly Igf2), regulating in this way the long
bone growth (Fisher, Meyer, Garber, & Dealy, 2005; Shi, Chen, Karner, &
Long, 2015). Until recently, the combination of temporal and spatial
exposure to long-range Hh signaling was accepted as the main molecular
mechanism underlying digit patterning (Ahn & Joyner, 2004; Harfe et al,,
2004). However, current investigations in chicken limb buds show that
mesenchymal cells in the posterior limb bud produce actin-based
filopodia that accumulate particles of Hh, allowing the Hh particles to
act at a distance without extracellular diffusion (Sanders, Llagostera, &
Barna, 2013). This study suggested that the proper activation of the Hh
target genes is more critical for digit patterning than the diffusible long-
range Hh morphogen threshold. The polydactyly phenotype of other
carriers of IQCE variations supports the involvement of IQCE in the
formation of limbs, a process that is related to Hh signaling. At the base of
the cilia, the EvC complex (constituted by EVC-EVC2 and EFCA-
B7-1QCE) is not essential for Hh target gene induction. However, it can
reduce the Hh-stimulated induction of GLI1 or PTCH1 (Pusapati et al,,
2014). Interestingly, gene ontology analysis of misregulated transcripts
revealed enrichment for skeletal system development. Notably, IGF2—a
critical protein for bone formation (Fisher et al., 2005; Shi et al., 2015)—is
misregulated in the absence of IQCE. Defects in IGF2 in humans cause
Silver-Russell syndrome, ectrodactyly, under masculinized genitalia,
developmental delay, and placental hypoplasia (Begemann et al., 2015;
Yamoto et al, 2017). Additionally, we observed the upregulation of
IGFBP1 and IGFBP3, these two proteins bind IGF2 and their excess may
limit IGF2 function (Chao & D’Amore, 2008).

Knockdown of igce in zebrafish showed the full spectrum of
phenotypes associated with defective cilia: Body curvature, kidney cysts,
left-right asymmetry, misdirected cilia in pronephric duct (Shi, Su,
Lipschutz, & Lobo, 2017), as well as retinal defects resembling very much
those observed in bbs9 morphants (Veleri et al., 2012). In addition, full
igce knockout (KO) mouse showed short tibias, thin retinas, metabolic and
behavioral alterations, as well as polydactyly. Hh expression during limb
development is pivotal for defining the identity and number of digits.
When its expression is activated at an ectopic site in the limb bud, this

defines a pathogenic mechanism that leads to preaxial polydactyly

FIGURE 3 igce Morphants present ciliopathy phenotypes. (a, b) igce Morphants exhibit a curved body axis. (a) Uninjected and (b) igce-mo
morphants, * indicates hydrocephalus. (c) Cysts in the paired pronephric glomeruli in igce morphants (arrows). (d) Rescue of igce-mo (6 uM)
injected embryos with different concentrations of igce mMRNA; 10 ng/ul (n=121), 20 ng/ul (n = 163), and 30 ng/ul (n = 193). The rescue was
evaluated by the loss of curved body, data include + SD only when needed (WT and the best condition [i.e., 30 ng/ul]). (e-g). Cilia in the
pronephric duct of igce morphants are misdirected, shortened, and malformed (f), whereas in (e) uninjected or (g) control morpholinos, they are
elongated. Scale bar = 11.6 um. (h-j) Cilia in nasal placode are reduced in number and size in (i) morphants (n =5) compared to (h) uninjected
(n=>5) and (j) morpholino control (n=5). Scale bar = 11.6 um. Scheme: Square shows the area of observation for pronephric cilia, and circle for
nasal placode cilia. (k, 1) 5 uM sections through eyes of uninjected or igce-mo injected embryos stained with toluidine blue (4 dpf). The uninjected
embryos show normal lamination, whereas morphants lack a properly formed retina. * indicates the outer segments of photoreceptors. Scale
bar = 0.2 cm. (m) Chart indicating the percentage of normal and situs inversus or heterotaxia in uninjected (n = 70), igce-mo (n = 250), or
igce-mocont (n = 160) injected embryos, data include + SD. (n-p) Patched1 (ptc1) in situ hybridization revealed expanded expression in (o) iqce
morphant (n=81) but not in (n) uninjected (n =88) or (p) control morpholino (n = 30) injected embryos. (q-s) In situ immunohistochemistry
showing expanded engrailed expression in (r) igce morphants (n = 10) compared with (g) uninjected (n = 10) and (s) igce-mocont (n = 10) injected
embryos. Scale bar = 47.2 uM. (a-j) 48 hpf; (k-m) 72 hpf; (n-p) 10 somites; and (g-s) 24 hpf. GCL, ganglion cell layer; INL, inner nuclear layer;
mRNA, messenger RNA; ONL, outer nuclear layer; PRs, photoreceptors; SD, standard deviation; WT, wild-type
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(Lettice et al., 2012). The igce zebrafish model exhibits modified Hh
signaling. Indeed, we observed a broadening of the Hh ptcl receptor
outside of the adaxial cell, as well as extended eng expression. It is well
known that the primary cilium acts as a Hh signal transduction machine
(Goetz, Ocbina, & Anderson, 2009). Recently, it was shown that in a bbs1
KO cell line, the entry of Smo into cilia upon Hh stimulation was
increased compared with the wild-type cell line (Nozaki et al., 2018). This,
in turn, activated ectopic eng expression as observed in iqce zebrafish
morphants. This result was unexpected since Pusapati et al. (2014)
provided evidence by analyzing osteoblasts and the NIH3T3 cell line that
the EFCAB7-IQCE module anchors the EVC-EVC2 complex in a signaling
microdomain at the base of the cilia. Moreover, they showed that
EFCAB7Y depletion triggered the mislocalization of EVC-EVC2 within cilia
and impaired the activation of the transcription factor GLI2. These data
suggest an impairment of Hh signaling rather than the gain of Hh
signalling activity in the igce mutant background that we observed in the
zebrafish. However, in zebrafish, no Evc or Evc2 orthologues have been
identified but only a paralog absent in human (Pusapati et al., 2014).
Transcriptome analysis of the patient’s cells under normal condition did
not provide evidence of GLI genes modified expression compared to
controls. However, under Hh activation, the patient’s cells show reduced
expression of most of the key Hh pathway genes (GLI2, GLI3, EFCAB7,
EVC, EVC2; Figure S2). At the protein level, we observed a significant
amount of EVC2 mislocalization at the base of the cilia (Figure 2b) as well
as a reduced GLI2 protein expression (data not shown).

Blindness is not present in patients with only igce defect.
However, it has been previously observed in other cases that KO
of genes in zebrafish can give additional phenotypes not observed
in patients. For example, the zebrafish cc2d2 adult mutants
exhibit a scoliosis that is not observed in Joubert syndrome
(JBTS; MIM# 213300; Bachmann-Gagescu et al., 2011). The
defective retina of igce morphants is very similar to the bbs9
morphant model showing a lack of lamination (Veleri et al., 2012).
This observation fits with the implication of igce in ciliopathies.

In conclusion, our findings confirm the role of IQCE in nonsyndromic
PAP, and its negative impact on the Hh signaling pathway. The
differences between iqce zebrafish and mice models compared with
humans raise the question of additional genetic factors. This study
illustrates how detailed and accurate clinical data are needed to interpret
exome-scale genetic results and translate those results in correct

counseling and therapeutic intervention.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Sanger Sequencing

Sanger sequencing was performed by way of PCR amplification with 50ng of genomic DNA

template. The primers were designed with Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3).

Bidirectional sequencing of the purified PCR products was performed by Eurofins Genomics

Sequencing Facilities (https://www.eurofinsgenomics.eu/en/custom-dna-sequencing).

Control screening

IQCE exon 12 was tested in 93 control DNA of matched origin (Algerian) and 93 multi ethnic.
High resolution melting (HRM) assay was performed in a 20 pl reaction volume containing 50
ng of template DNA, 15 pl Precision Melt Supermix (Bio-Rad) and 10 umol of each primer of
the primer set. PCR was performed using a CFX96 (Bio-Rad) thermal cycler and consisted of
predenaturation (98°C for 2 min) followed by 35 cycles of amplification involving denaturation
(98°C for 5 s), annealing (60°C for 10 s) and a melting curve involving denaturation (95°C for
30 s), annealing (70°C for 30 s) and a melt curve (72-95°C with an increment of 0.2°C per 10
s). Data generated were analyzed using Precision Melt Analysis software (Bio-Rad). In HRM
analysis, differences in Tm and normalized curve shape were used together to discriminate

even the most difficult—to—detect sequence variation.

Bioinformatic pipeline RNA seq

Image analysis and base calling were performed using RTA v.2.7.3 and blc2fastq v.2.17.1.14
(llumina). Sequence reads were mapped onto hg19/GRCh37 assembly of human genome
using Tophat 2.0.14 (Kim et al., 2013) and bowtie version 2-2.1.0 (Langmead, Trapnell, Pop,
& Salzberg, 2009), A summary of the mapping results is available in Supplementary Table 6.
Gene expression was quantified from uniquely aligned reads using HTSeq-0.6.1 with gene

annotations from Ensembl release 75 and intersection non-empty mode.

Differential expression RNA-seq

In order to identify variation in mMRNA expression due to the absence of IQCE in the patient
cells, comparisons of read counts were performed using R 3.2.5 with the statistical method

proposed by Anders and Huber implemented in the DESeq2 v.1.10.1 Bioconductor package



(Love, et al., 2014). The generated data were explored and visualized to assess and check
data quality and to eventually remove bad quality data. Especially, PCA was built after
stabilizing variance using the regularized log transformation method or RSeqQC was used to
do some quality controls such as gene body coverage. Only genes with | log2 fold-change | >
0,5 were considered, as we expected to identify a large amount of change between
transcriptomic results from one patient compared to other individuals (indirect consequences
of the pathogenic mutation or unrelated events due to variability between humans). To avoid
as much as possible false positive variants, we filtered out all genes with a Benjamini and

Hochberg adjusted p-value above 0.05.
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Supplementary Figure S1. A. Highest mRNA expression of /QCE in adult human
brain/hippocampus and lung. B. Count of ciliated fibroblasts between A.IV-1 and control (~100
cells per condition). Percentages are shown in histogram, N.S.: non-significant, Fisher exact
test 0.224, P < 0.05).
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Supplementary Figure S2. Expression levels of EVC-zone and GLI genes upon
ciliogenesis and Hh activation. Patient’s (A.IV-1) and control cells upon treatment (-FCS +
SAG 100nM) were compared (n=4 controls, n=6 patient). Statistical significance has been

performed using the non-parametric Mann-Whitney test, p=0.0095 (**), NS : non-significant.
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Supplementary Figure S3. Efficacy of igce morpholinos. A. Morpholinos directed against
the start codon of iqce blocks the expression of a construct containing igce cDNA in frame with
gfp (central panel). In contrast, 5 mismatch morpholinos did not reduce expression of the
chimeric protein (left panel) compared to igce-gfp alone (right panel). 24 hpf. B. in situ
hybridization showing igce expression pattern in 10 somites, 20 and 48 hpf embryos. Arrow
indicates the pronephric duct. F: forebrain ventricule; H: hindbrain ventricule; M: midbrain

ventricule. C. Chart showing the percentage of curved embryos in uninjected (n=200), iqce-



mo (n=120); and igce-mocont (n=221) injected embryos. 48 hpf, data includes + SD and
statistical significance was determined using the Student’s t-test, all comparisons were
significant with a p-value<0.05. D. Chart showing the percentage of cysts in uninjected
(n=101), igce-mo (n=70) and iqgce-mocont (n=90) injected embryos. Statistical significance was
determined using the Student’s t-test, all comparisons were significant with a p-value<0.05. E.
wt1a in situ hybridization showing expression within glomeruli in non-injected embryos and at
the periphery of the cyst in morphants (48 hpf). F. Chart showing the percentage of embryos

with ptc1 extension in 10 somites embryos (n=191).



Supplementary Table S1. Summary of the whole exome sequencing results. SNV: Single nucleotide variation, indel: gain or loss of up to 50
nucleotides at a single locus, SV: Structural Variation. Exclusion of SV with a DGV frequency > 1% is done only with studies of more than 1000
individuals

AV B.Il-2 B.II-3 C.lv4
SNV indel sV SNV indel SV| SNV Indel SV SNV Indel sV
Total number of variants 83129 11664 31 81972 11319 17|82116 11195 16 78906 11727 31
After exclusion of variants with an allele frequency >1% 9771 1125 16 7069 993 6| 6856 943 9 5323 982 17

(gnomAD, 1000G, internal exome database, DGV)

After exclusion of SNV/indel in 5'UTR, 3'UTR, downstream,
upstream, intron and synonymous locations without local splice 788 76 / 563 59 /| 560 65 / 753 113 /
effect prediction

After exclusion of missense with no deleterious effect

according to SIFT, PPH2 or PhastCons 669 76 ! 458 59 /| 465 65 ! 641 13 /

After exclusion of variants not in a ciliary genes list (Nevers et

al., 2017) and not in non-syndromic polydactyly known genes 2 ® i & 2 2| “o “ 2 7 B i

3 hom.: ZMAT1, AGTPBP1, KDM4C
7 hom.: DNAAF1, IQCE, MADD, 0 homozygous variant 11 comp. het: CTDSPL2, DDX1,
SHANK2, TULP1, ZDHHC2 1 comp. het. In IQCE DNAH?, DYNLL1, EP400, IFT20,
3 comp. het.: ARMC3, DNAH11, MGA T LRRCC1, LRRC46, MRPL10, PRKDC,
SMARCAS, TMEM97, TPTE

After selection of variants consistent with recessive
transmission (compound heterozygous, homozygous variants)




Supplementary Table S2. Homozygous regions identified in individual A.IV-1.

Chr SNP1 SNP2 POS1 POS2 MB #SNP  DENSITY
1 rs4147830 rs11431894 94544276 100680594 6.14 33 185.949
1 rs4915053 rs3761934 108113526 114189067 6.08 136 44.673
1 1.148741720_T_C rs11428742 148741720 150550020 1.81 22 82.196
1 rs4636 rs10927011 234744413 243579112 8.83 125 70.678
2 rs7577088 rs3764906 39233500 42588195 3.35 20 167.735
2 rs522893 2_188250301_T_A 169690729 188250301 18.56 224 82.855
2 rs2304704 rs12477076 190430177 191848312 1.42 23 61.658
3 rs901854 rs113574694 4856234 10089550 5.23 58 90.230
3 rs9814557 rs2246945 135720540 137843476 212 21 101.092
4 rs13146318 rs1051447 41615690 49063872 7.45 68 109.532
4 rs4864727 rs12621 54011424 57897570 3.89 61 63.707
4 rs10434219 rs344122 62598689 77637502 15.04 175 85.936
6 rs2076506 6_32485853_C_T 22570064 32485853 9.92 646 15.350
6 rs1059547 rs12189627 32557529 41059458 8.50 309 27.514  TULP1
7 rs4916935 rs798479 197267 2691201 2.49 41 60.828 IQCE
7 rs7794563 rs80024169 5347295 14775824 9.43 78 120.879
7 rs4718101 rs6460315 64152353 66289040 2.14 38 56.229
8 rs3989699 rs13271468 7218621 12236202 5.02 132 38.012
8 8_12273335_G_A rs66480340 12273335 24211885 11.94 202 59.102
8 rs10086200 rs59331088 61193588 74005131 12.81 72 177.938
8 rs11777189 rs12545587 99057150 136560952 37.50 204 183.842
9 rs4977555 rs11515 19550308 21968199 242 30 80.596
9 rs7863560 rs3217100 119495697 123734288 4.24 30 141.286
11 11_32452000_GG_- rs2076623 32452000 33564123 1.1 25 44.485
11 rs12274095 rs7101792 69063767 71249386 2.19 28 78.058
11 rs3740912 rs4937391 125891269 128786294 2.90 32 90.470
12 rs11054683 rs1600 12247616 14656768 2.41 31 77.715
12 rs3088008 rs3210837 49724955 51685831 1.96 55 35.652
12 rs74651927 rs2242497 52695754 56992630 4.30 185 23.226
12 rs1663564 rs7488309 105546172 118520170 12.97 152 85.355
12 rs1794956 rs11059841 124848137 129190021 4.34 37 117.348
14 rs34800262 rs2249922 51370852 52906081 1.54 34 45.154
14 rs2297113 rs863091 58036494 59112475 1.08 23 46.782
14 rs35533709 rs2057482 60433392 62213848 1.78 30 59.349
15 rs4923929 rs555001 42439376 43545728 1.1 37 29.901
15 rs11351249 rs2623989 72105929 73545732 1.44 23 62.600
15 rs752270 rs4777755 87099537 93510603 6.41 171 37.492
16 rs6564764 rs931713 80581631 85023855 4.44 121 36.713
17 rs8071836 rs67749219 47238028 49711042 2.47 40 61.825



Supplementary Table S3. List and characteristics of primers used in this study

Application Gene Exon Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) ?l;:";
DNA IQCE 12 CTCTGAGCTCACAACCAACAG GTTGCCCAAGGGTTCACA 399
16 TGGTTTCTGGTGTTGTCAGG TTTTCAGTGGCTGGTCAGAA 382

ATP6V1B1 3 AGCCGTGGGAAGTAGGTGTT ATGTCCCATTGACCCCACT 385

TULP1 12/13 GGGATGTAGGATCCCCTCA CATGCCAGGAATGATGACG 481

cDNA IQCE 3-4/5 ACATCGCCAAAGTCACCTTATC AGGGCCTGGGTCAGACTT 158
GSTT1 2-3/3 ACCTTGACGGAGAGTGTGG GCAGCTTCTCCGCAGAGT 144

SLC30A8 | 9-10/10 | CCATCTTACTCATGGAAGGTGTG | GCTGTAGCAACATGAGCTGAGA | 154

RSPO1 4/5 TGGAGAGGAACGACATCCG CCTTACACTTGGTGCAGAAGTTA | 156

FGF9 2/3 GGCCTGGTCAGCATTCGAG GTATCGCCTTCCAGTGTCCAC 180

SFRP1 12 GCTTCTACTGGCCCGAGATG TGGCCTCAGATTTCAACTCGT 180

MECOM 4/5 AAACTCGAAAGCGAGAATGATCT | TGGTGGCGAATTAAATTGGACTT | 185

ALPL 6-7/7 AACATCAGGGACATTGACGTG GTATCTCGGTTTGAAGCTCTTCC | 159

IGF2 2-3/3-4 TTCTACTTCAGCAGGCCCG GAAGTTGTCCGGAAGCACG 168

GAPDH 4-5/6 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG | 197

HPRT1 1-2/2-3 CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA | 131

EFCAB7 6/6-7 GTCAGCAACCAGGAAGTTCA CATGTGTTGCCAGTCCTTTATT 115

EVC2 6-7/8 CTCGTCACGGAACAGAACAC CAGGTCAGCACAAGGGAGAG 135

EVC 2/4 TCGAAGGACAAGGAAGCTGT TTTCATGCAGAGACGGGTTG 148

GLI2 2/3 AAGCAAGAAGCCAAAAGTGG TGGTACCTTCCTTCCTGGTG 188

GLI3 2/3 GGCATTTTTGGTCGAAGAGA GGACATTCTGTGGCTGCATA 238

SMO 2/3 TGCCCAAGTGTGAGAATGAC TACCAGCTCTTGGGGTTGTC 229




Supplementary Table S4. Comparison of haplotypes of individuals A.IV-1 and B.1I-2.

ID
7 2255974 C. T
7 2256017_C_A
7 2257612_G_A
7 2259134 C. T
7 2260715 G_T
7_2269552_G_T
7 2278663 T A
72279482 A C
7 2279851 T C
7 2281754 C.T
7 2290328 C_ T
7 2290336_T_G
7 2290372 C T
7 2290522 C T
72292881 - TG
7 2296493 A G
7_2297006_A_G
7_2303000_G_A
7_2303109_G_A
7_2303986_T C
7_2304191_A C
72309159 _- A
7_2309174_G_A
7_2309185_G_A
72309209 C_T
7_2314652_G_A
7_2315008_G_C

7_2318254_ACTC_-

7_2318268_C_T
72318463 _C_T
7 2318472 C A
7 2349470 T C
72394991 C_T
7_2400306_T_C
7_2405885_C_A
7_2409035_C_T
7 2414142 A G
7 2414365 A G
7 2416822 A G
7 2418645 A G
7 2433729 C A
7 2434522 G_A
7 2434596 _TT -
7 2434597 T -
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7 2472429 C_A
7 2472455 AT
7 2489311 C_G

7_2489336_GTGTGT

GCACCT -
7 2489382 A G
7 2515382 - C

7 2517473 C.T
7_2552986_A _C
7_2553030_T_C
7_2557266_T_C
7 2557377 T C
7 2565268 C_A
7 2566433 _G_A
7 2577691 C_G
7 2577781_T C
7 2578237 T C
7 2578238 C_ T
7 2578434 G_T
7 2578455 G_A
72580914 C T

7 2581994 T C
7 2582154 -

_CCCCAGCCTCCCG

GGTGT
7 2582233 A G

7_2582381_T A
7 2582584 G_A
7_2583165_G_A
72583328 C_T
72584523 T C
72587122 T C
7_2598757_T_C

7 2604768 _GTGT -

7 2604769 T *
7_2604816_C_T

7 2611878 T C

7 2612225 G_A
7_2613042_G_C
7 2618070 - A

7 2619341 _GT -
7_2619363_G_C
7 2623351 _G_A
7 2623801 G_T
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GGAG._ -
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7 2634518 _AGAG._-
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7_2638347_C_G
7_2640985_G_C
7_2647048_C_G
7_2691201_C_A
7_2699687_-_G
7_2701809_T C
7 2742097 T C
7_2749565_G_A
7 2752152 _G_A
7 2752487 G_A
7 2773035 - AT
7 2802173 T C
7 2802522 T C
72834869 C_T
7_2854010_G_A
7 2946461 T C
7 2952912 G_A
7 2957005 T C
7 2958298 C T
7 2962241 G_A
7 2962753 G_A
7 2966445 T G
7_2966466_GT -
7 2968195 G_A
7 2968361 _G_A
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Supplementary Table S5. Differentially expressed transcripts in A.IV-1 fibroblasts.

Gene name |Ensembl gene id Description log2(FC) P-value Adjusted p-value

ABCAS8 ENSG00000141338 |/\TP-binding cassette, sub-family A 4205829134 |  3.52E-05 0.019362186
(ABC1), member 8

AC011294.3 |ENSG00000233539 |Uncharacterized protein 3.130226421 2 55E-07 0.000427239
1-aminocyclopropane-1-carboxylate

ACCS ENSG00000110455 |synthase homolog (Arabidopsis)(non- -0.953037549 1.28E-07 0.00025011
functional)

ADAMTSL4 |ENSG00000143382 |ADAMTS-like 4 -3.153983754 | 5.00E-07 0.000732904

ALDH1A1  |ENSG00000165092 |2ldehyde dehydrogenase 1 family, -6.206001924 | 1.99E-08 5.40E-05
member A1

ALPL ENSG00000162551 |alkaline phosphatase, -3.039649649 | 0.000113858 |  0.038536558
liver/bone/kidney

APBA2 ENSG00000034053 |2Myloid beta (Ad) precursor protein- | 5 745445847 6.79E-05 0.028790694
binding, family A, member 2

ARHGAP28 |ENSG00000088756 |Rho GTPase activating protein 28 2.800539497 1.58E-05 0.010684692

C100rf54  |ENSG00000107738 gzmmc’s"me 10 open reading frame -1.64124697 9.82E-05 0.035643913

%?TNF 98- |ENSG00000205861 |C1QTNFIB antisense RNA 1 -2.047191404 | 3.88E-05 0.019780947

C2CD4A ENSG00000198535 |2 calcilum-dependent domain 5.96982663 8.95E-07 0.001085914
containing 4A

C4A ENSG00000244731 |cOmPlement component 4A (Rodgers | g 359539092 | 521E-11 3.66E-07
blood group)

CCDC180  |ENSG00000197816 |coiled-coil domain containing 180 2351169896 3.81E-05 0.019780947

CD200 ENSG00000091972 |CD200 molecule -4.053753384 | 0.000135641 |  0.044622222

CHI3L1 ENSG0000013304g  |chitinase 3-like 1 (cartilage 4.852100597 6.43E-07 0.000837885
glycoprotein-39)

CHN1 ENSG00000128656 |chimerin 1 1617295158 | 2.25E-09 1.32E-05

CHRDL?2 ENSG00000054938 |chordin-like 2 4241249176 | 0.000101018 |  0.03591767

CNTN1 ENSG00000018236  |contactin 1 4135254047 | 8.76E-05 0.032879001

COL11A1  |ENSGO00000060718 |collagen, type XI, alpha 1 4558619592 |  6.30E-05 0.027357715
colony stimulating factor 2 receptor,

CSF2RA ENSG00000198223  |alpha, low-affinity (granulocyte- 3.072895701 6.90E-05 0.028906369
macrophage)

CYP21A1P  |ENSG0000020433g |CYiochrome P450, family 21, subfamily | 4 64459374 6.95E-06 0.005439088
A, polypeptide 1 pseudogene

DUSP2 ENSGO00000158050 |dual specificity phosphatase 2 3.527490256 1.70E-05 0.01128586

ECM1 ENSG00000143369 |extracellular matrix protein 1 1261675626 | 5.81E-07 0.000786019

EMCN ENSG00000164035 |endomucin 3.361027658 4.95E-05 0.0229427

EYA4 ENSG00000112319 |eyes absent homolog 4 (Drosophila) | -4.200503943 |  4.26E-05 0.020550766

FAM21B ENSG00000152726 fg;‘m;‘ftg sequence similarity 21, 4995162913 | 7.93E-08 0.000164108

FGF9 ENSG00000102678  [fibroblast growth factor 9 4555259473 5.95E-08 0.000133394

FOSB ENSG00000125740 |- BY murine osteosarcoma viral 3.628551087 8.80E-05 0.032879001
oncogene homolog B

FYB ENSG00000082074 |FYN binding protein -4.00648728 3.03E-05 0.016914087

GRPR ENSGO00000126010 |gastrin-releasing peptide receptor -4.422707449 0.000144048 0.046095412

GSTT1 ENSG00000184674 |glutathione S-transferase theta 1 -0.843482395 |  6.94E-60 2 44E-55

HIVEP3 ENSG00000127124 |human immunodeficiency virus type | | 4 599089154 |  6.64E-05 0.028486515
enhancer binding protein 3

HOXC10 ENSG00000180818  |homeobox C10 -4.042455716 |  2.36E-05 0.014065434

HOXC-AS3 |ENSG00000251151 |HOXC cluster antisense RNA 3 -5.14737488 6.01E-05 0.026775571

IGF2 ENSG00000167244 | Insulin-like growth factor 2 4063105964 | 3.83E-05 0.019780947
(somatomedin A)

IGFBP1 ENSG00000146678 | nSulin-like growth factor binding 2.926653654 1.58E-05 0.010684692

protein 1




insulin-like growth factor binding

IGFBP3 ENSG00000146674 | 7512 1932377253 | 2.71E-06 0.002574523
IL17RB ENSG00000056736 |interleukin 17 receptor B 3133016005 | 8.91E-05 0.032879001
IL20RA ENSG00000016402 |interleukin 20 receptor, alpha 3104556086 | 3.12E-06 0.002749475
IQCE ENSG00000106012  |IQ motif containing E 2198435274 | 1.75E-43 3.08E-39

IRF6 ENSGO00000117595 |interferon regulatory factor 6 -3.931349479 7.74E-05 0.030946745
IRX1 ENSG00000170549 |iroquois homeobox 1 1496134127 | 2.70E-05 0.015596484
IRX2 ENSG00000170561 |iroquois homeobox 2 1161748374 | 4.51E-09 1.77E-05

JAZF1-AST |ENSG00000234336 |JAZF1 antisense RNA 1 2132735824 | 0.000107563 |  0.037119743
KLKB1 ENSG00000164344 |kallikrein B, plasma (Fletcher factor) 1 | 2.478417669 | 8.84E-05 0.032879001
LAMCT ENSG00000135862 |laminin, gamma 1 (formerly LAMB2) | -1.201150815 | 2.84E-07 0.000453983
LHX9 ENSG00000143355 |LIM homeobox 9 4208162126 1.45E-06 0.001650048
LINC00537  |ENSG00000232815 :g,r\‘l%igge;ge”ic non-protein coding -3.494641854 3.83E-05 0.019780947
LINC00578 ~ [ENSG00000228221 (|91 'niergenic non-protein coding 4541164267 |  7.46E-09 2.39E-05

LINCO1048  |ENSG00000230390 gﬂ%i?ge‘{ge”ic non-protein coding 2214309895 3.99E-05 0.019780947
LINCO1117  |ENSG00000224577 |19 'Miergente non-protein coding -2.17227763 2.17E-05 0.01316806
LRRC16A ENSGO00000079691 |leucine rich repeat containing 16A -1.784218256 2.43E-05 0.014245821
MAP6 ENSG00000171533 | microtubule-associated protein 6 -1.79656788 1.30E-06 0.001530605
MAP7D2  |ENSG00000184368 |MAP7 domain containing 2 2359306267 | 2.66E-06 0.002574523
MBP ENSGO00000197971 |myelin basic protein -3.402601353 7.14E-05 0.029220727
Mccet ENSG00000078070 gfgpg')crommy"%p‘ carboxylase 1 0554719912 | 0.000128238 |  0.042584679
MECOM ENSG00000085276 |MDS1 and EVI1 complex locus 4511721791 |  3.14E-09 1.58E-05

METTL9 ENSG00000197006 |methyltransferase like 9 0.906519962 | 3.86E-08 9.70E-05

MFGES ENSG00000140545 | milk fat globule-EGF factor 8 protein | -2.694104724 |  7.44E-07 0.000934855

myeloid/lymphoid or mixed-lineage
MLLT3 ENSG00000171843 |leukemia (trithorax homolog, 0969013225 | 2.10E-05 0.01316806
Drosophila); translocated to, 3

MRVI1-AS1 |ENSG00000177112 |MRVI1 antisense RNA 1 -3.884388307 | 1.04E-05 0.007509783
MYO16 ENSG00000041515 | myosin XV 1962481605 | 0.000117031 |  0.039233207
NDP ENSG00000124479 |Norrie disease (pseudoglioma) 3.545635871 1.83E-05 0.011727901
NR5A2 ENSG00000116833 [MUCIear receptor subfamiy 5, 9roup A, | 4 138425423 |  8.61E-06 0.006447287
NTRK3 ENSG00000140538 ?y%ir%tmphic tyrosine kinase, receptor, | 5 777660262 2.95E-05 0.016740854
PKIA ENSG00000171033 ‘é;‘g‘f;rt‘ick)iri‘:rfi‘ziigf‘g’:;‘]gepe”de”t' -2.779337899 4.26E-05 0.020550766
PNLDC1 ENSG00000146453 ﬁlfe'}yé%zﬁﬁ%gﬁtg?gﬂ;ﬂ'ease (PARN)- | 5 95490495 2.27E-07 0.000399745
PNMAGC — |ENSG00000235961 |Paraneopiastic Ma antigen family 4033899706 | 0.000151809 |  0.047958078
POMZP3  |ENSG00000146707 |POM121 and ZP3 fusion 1717492119 |  3.12E-06 0.002749475
POSTN ENSGO00000133110 |periostin, osteoblast specific factor 2.83484857 2.14E-05 0.01316806
PRKARTB  |ENSG00000188191 fergﬁ;o'f;’a;‘;é le\'g”eﬁ;depe”de”t' 1732349926 | 1.78E-05 0.011579369
PRLR ENSG00000113494 |prolactin receptor 3300099077 | 0.000140582 |  0.045398939
PTK2B ENSGO00000120899 |protein tyrosine kinase 2 beta -1.47679232 6.10E-05 0.026827045
RGCC ENSG00000102760 |regulator of cell cycle -3.93550099 7.06E-05 0.029220727
RHBDD3  |ENSG00000100263 |rhomboid domain containing 3 -0.996433377 | 1.05E-05 0.007509783
RSPO1 ENSG00000169218  |R-spondin 1 4313022549 | 5.98E-05 0.026775571
S1PR1 ENSG00000170989 |sphingosine-1-phosphate receptor 1 -3.093512898 5.52E-06 0.00452094




sodium channel, voltage-gated, type |,

SCN1A ENSG00000144285 . -4.906276861 3.80E-06 0.003184547
alpha subunit

SCN9A ENSG00000169432 |S0dium channel, voltage-gated, type | 3 445530704 1.83E-06 0.001898572
1X, alpha subunit

SDK1 ENSG00000146555 |sidekick cell adhesion molecule 1 3.188897352 4.55E-05 0.021372366

SFRP1 ENSG00000104332 |secreted frizzled-related protein 1 -4.10661345 5.21E-07 0.000732904

SHE ENSG00000169291 |Src homology 2 domain containing E |  3.455259022 1.63E-06 0.001733572

SLA ENSG00000155926  |Src-like-adaptor 2701260288 | 3.99E-05 0.019780947

SLC16A11  |ENSGO0000174326 |solute carrier family 16, member 11 2677392243 |  4.37E-05 0.020765473

SLC30A8  |ENSGO00000164756 |Solute carrier family 30 (zin 6.104148946 1.35E-07 0.000250798
transporter), member 8

SLC35D3  |ENSGO00000182747 |solute carrier family 35, member D3 9.179494017 2 46E-31 2.89E-27

SLC4A3 ENSG00000114923  |Solute carrier family 4 (anion -2.366325383 7.28E-05 0.029469479
exchanger), member 3

smoc1 ENSG00000198732 Eiig\iﬁg 1re'ated modular calcium -5.03813069 | 0.000104067 |  0.036268803

SPON2 ENSG00000159674 |spondin 2, extracellular matrix protein | -2.639592845 | 0.000112611 |  0.038484373
steroid-5-alpha-reductase, alpha

SRD5A2 ENSG00000049319  |polypeptide 2 (3-oxo-5 alpha-steroid |  4.448074003 8.97E-05 0.032879001
delta 4-dehydrogenase alpha 2)

STAG3L2  |ENSGO00000160828 |stromal antigen 3-like 2 (pseudogene) | -0.881204831 9.94E-05 0.035716372

TCF21 ENSG00000118526  |transcription factor 21 -6.04609974 1.52E-06 0.001676294

ULK4 ENSG00000168038 |unc-51 like kinase 4 1147447551 6.46E-09 2.28E-05

WASF3 ENSG00000132970 |WAS protein family, member 3 0.972046987 2.81E-06 0.002603617

XKR9 ENSG00000221947 | XK, Kell blood group complex subunit- | 4 959973853 | 0000159916 |  0.049814665
related family, member 9

ZBTB16 ENSG00000109906 (4 finger and BTB domain containing | 4 g44890791 7.83E-05 0.030946745

ZFPM2 ENSG00000169946 |%NC finger protein, FOG family -3.60011069 5.25E-14 4.62E-10
member 2

ZNF804A  |ENSG00000170396 |zinc finger protein 804A -5.483825868 | 4.34E-09 1.77E-05




Supplementary Table S6. GO enrichment analysis. Show the distribution of GO terms exhibiting statistical significant differences of mis-regulated
transcripts in A.IV-1 fibroblast using WebGestalt 2019 (Wang, Vasaikar, Shi, Greer, & Zhang, 2017).

Gene

GO terms Description ot mee | Overtap Expected Value Enrichment Ratio pValue FDR overlap_Id user_Id
249;1116;1301;1844;1893;1901;2185,2254;2494;3484; | TCF21:ZBTB16;COL11A1;CHRDL2;NR5A2;SFRP1;RGCC;IRF6:ZFPM2;ADAMTSL4;S1P
G0:0009888 tissue development 1613 24 7.625171279802685 3.1474702822178497 1 66712111107e-7 0.00126704 3664;4300,4916;6422;6943:7704;10631;23414;25884; | R1ALPL:HIVEP3;PTK2B;ECM1;MLLT3;IRX2;IRX1;NTRK3;POSTN;IGFBP1;DUSP2;FGF
28984;54507:59260.79192; 153572 9:CHI3LY
60:0001503 ossification 339 11 1. 1175 | 6. 4.9402461677061640-7 | 0.0020472380118074343 | 249 1301:1893,1901:2189,2254:3486:6422,7704:2588 | g\1001,28TB16,COL11AT,CHRDL2;SFRP1;S1PRIALPLPTK2B,ECM1:IGFBP3,FGFO
G0:0030038 coniractile ““”:‘;’"e"‘ bundle 76 5 0.35027651411345574 | 13.9 2.90: o. 127824 1901;2185,6422;28984;55604 SFRP1:RGCC;S1PR1;CARMIL1;PTK2B
G0:0043149 stress fiber assembl, 76 5 0.35927651411345574 13.916857360793287 2.9031950272262463e-5 0.060154200964 127824 1901;2185;6422,28984;55604 SFRP1:RGCC;S1PR1:CARMIL1;PTK2B
TT16;1123,1893;1901,2070;2185,2254;2533,3486,381
posilive regulation of response o R - :1125,1893,1901,2070:2189,2254:2533,3486:381 | £y,RSPO1,EYAY;SFRP1:RGCC;S1PR1:SLA;SPON2.CHN1PTK2B.ECMT:MLLT3IGFB
GO:0048584 aton of 1768 21 8 19 2 a1 0.0610 B43004916,50186422 6503 10417:26984,53832,555 oW AN N P N A
G0:0007378 Segment 5 3 0.07000063631186626 | _42.3072463768116__| 4.4171384127378316:5_| _0.06101540527461657 4300,79192:153572 MLLTSIRXZIRX1
G0:0030278 regulation of ossification 169 6 0.7989175116470265 7.510162078723952 1.4457514683041683e-4 0.12546232977013955 1893;1901;2185,6422;7704,64093
anatomical siructure formation TT16;1301;1844;1893;1901:2185;2254,6422,6943,280
60:0048646 relomcal s 876 13 4.14113455741209 3.1302363179141025 | 2.015277408380367c-4 |  0.12546232077013955 Biroreaaser saroa
GO:0001501 Skeletal system 39 9 2.075204601260618 4.33673368327226 | 2.12322001766981436-4_| _0.12546232977013055 | _240.1116:1301:2254:3226:6422.7704:10631:25684 HOXC10.ZBTB16:COLT1AT.CHRDL2;SFRP T.ALPLPOSTNF GF9:CHIBLT
GO:0072047 | Proximalidistal pattern formation 5 2 0.023636612770622088 | 84.6 18 | 2 166380-4 |  0.12546232077013955 79192,153572 IRXZIRX1

involved in nephron




Supplementary Table S7. Summary of transcriptome mapping results.

Sample ID #total reads #aligned reads %rzlg%r;ed #;ggq::éy ari/:;r?:ciiqu:eealgs
AlV-1.1 306,265,974 303,190,132 99.00 293,189,972 96.70
AlV-1.2 344,782,588 341,370,324 99.01 330,182,914 96.72
ARN1.1 338,129,498 335,557,854 99.24 325,618,112 97.04
ARN1.2 301,339,526 298,096,006 98.92 289,521,446 97.12
ARN2.1 311,917,536 307,641,094 98.63 296,837,798 96.49
ARN2.2 336,751,354 333,728,602 99.10 322,903,810 96.76
ARNS3.1 403,718,870 400,433,942 99.19 383,740,470 95.83
ARN3.2 299,879,030 296,763,108 98.96 286,203,188 96.44
ARN4.1 318,588,494 315,510,058 99.03 304,438,002 96.49
ARN4.2 320,107,070 316,729,460 98.94 304,559,776 96.16
ARNS5.1 363,584,984 360,496,138 99.15 349,081,194 96.83
ARNG.1 324,984,406 321,703,444 98.99 311,631,678 96.87
ARNG.2 364,763,088 361,575,516 99.13 349,853,468 96.76




SUPPLEMENTARY REFERENCES

Kim, D., Pertea, G., Trapnell, C., Pimentel, H., Kelley, R., & Salzberg, S. L. (2013). TopHat2: accurate
alignment of transcriptomes in the presence of insertions, deletions and gene fusions. Genome
Biol, 14(4), R36. d0i:10.1186/gb-2013-14-4-r36

Langmead, B., Trapnell, C., Pop, M., & Salzberg, S. L. (2009). Ultrafast and memory-efficient alignment
of short DNA sequences to the human genome. Genome Biol, 10(3), R25. doi:10.1186/gb-
2009-10-3-r25

Nevers, Y., Prasad, M. K., Poidevin, L., Chennen, K., Allot, A., Kress, A, ... Lecompte, O. (2017). Insights
into Ciliary Genes and Evolution from Multi-Level Phylogenetic Profiling. Mol Biol Evol, 34(8),
2016-2034. doi:10.1093/molbev/msx146

Wang, J., Vasaikar, S., Shi, Z., Greer, M., & Zhang, B. (2017). WebGestalt 2017: a more comprehensive,
powerful, flexible and interactive gene set enrichment analysis toolkit. Nucleic Acids Research,
45(W1), W130-W137. doi:10.1093/nar/gkx356



Le projetiIé
pPeLtantISURBBSS






Ill. Partie 1 Le projet IV portant sur BBS5

I Le synopsis

En 2019, le laboratoire a identifié deux mutations dans le géne BBS5 chez I'enfant unique d’une famille
caucasienne non consanguine. La patiente (I1.1) présente les manifestations cliniques typiques du BBS
c’est-a-dire une rétinite pigmentaire, une obésité, une polydactylie, une insuffisance rénale, une
agénésie rénale, une déficience intellectuelle et une atrophie de I'utérus (Figure 45A et B). La
recherche de mutation a été réalisée a la fois au Laboratoire de diagnostic génétique (HUS) et au
Laboratoire de génétique médicale (UMR_S 1112). Le matériel biologique des parents n’était pas
disponible et ils sont décédés depuis. Nous avons eu accés aux cellules de la patiente (fibroblastes issus
d’une biopsie de peau) maintenues en culture au laboratoire et dans le cas de cette famille, seul ’ADN

de la patiente a été analysé.

La recherche de mutation a débuté par un séquencage ciblé (Sanger) des mutations récurrentes du
BBS qui s’est révélé négatif. Ensuite, un panel de génes (TES) par séquencage haut débit incluant 58
génes (responsables de BBS et d’autres ciliopathies telles que le syndrome de Joubert et celui de
Meckel-Gubler) a été réalisé aux HUS. Une duplication du triplet AAT (c.550_552dupAAT, p.N184dup)
dans I'exon 6 de BBS5, a I'état hétérozygote, a alors été observée. Ce premier variant est dit de
signification inconnue (VSI, classe 3) et aucune autre variation, a I'état hétérozygote, n’a été mise en
évidence dans BBS5. En particulier aucune délétion d’un ou plusieurs exons n’a pu étre identifiée suite
a I'analyse de la zone de BBS5 sous IGV (ou avec d’autres logiciels). Ce type de variant est difficilement
analysable en I'état car peu d’éléments sont disponibles pour son analyse. Cette premiére approche
n’a donc pas permis de conclure sur ce cas.

Un séquencage de I'exome complet (WES) a ensuite été mis en ceuvre au sein du laboratoire de
recherche (UMR_S 1112). Seule la duplication a I'état hétérozygote du triplet AAT (c.550_552dupAAT)
dans I'exon 6 de BBS5 a de nouveau été identifiée.

C’est finalement le génome (WGS) qui a permis de mettre en évidence un second évenement, a I'état
hétérozygote, correspondant a une large délétion de 5920 pb englobant les exons 1 et 2 de BBS5 (chr2:
g.170333792_170339709del). Puisque la délétion englobe également le promoteur, aucune
expression de I'alléle en question n’est attendue. Ce 2°™ variant conduisant trés probablement a une

perte de fonction, il a donc été classé « pathogene » (variant de classe 4) (Figure 45C et D).
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Ill. Partie 1 Le projet IV portant sur BBS5
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Figure 45 : Description de la famille et des mutations identifiées. A. Arbre de la famille. B. Le phénotype de la
patiente II.1 est typique du BBS. C. Les technologies ayant permis la détection des mutations. D. Les visualisations
de la délétion a I’état hétérozygote qui emporte les exons 1 et 2 du gene et de la duplication a I'état hétérozygote
dans I'exon 6 de BBS5 dans IGV (Integrative Genomics Viewer). TES : target exome sequencing, WES : whole
exome sequencing, WGS : whole genome sequencing

Les deux variations n’ont jamais été rapportées auparavant et la pathogénicité de I'une d’elles est
incertaine. Le principal objectif de ce projet est de déterminer la pathogénicité de la duplication et de
mieux comprendre la fonction de BBS5 en analysant I'impact de la mutation faux-sens. Un logigramme
d’expériences a été pensé puis mis en ceuvre pour répondre aux différentes problématiques (Figure
47). 'ensemble du matériel biologique (ADN, ARN, protéines) nécessaire aux expériences provient des

cellules de la patiente ou de contrdles cultivées dans différentes conditions expérimentales.

A. ATG TGA
ADNg j |
\
£.170333792_170339709del
B. .
i c.550»5;z upAAT —
. 0 - - o 0 0 a¢ I e
e [1] 2 [sfa] s [ s Jz]s] o J[u]] Protéine
124 137 257 298 341AA
p.N184dup
E n-rH
I c-pH
DM16 !
5
@ 3a (C-Term) .',‘

BBS5™

Figure 46 : Localisation des mutations. A. Représentation du géne BBS5 avec le positionnement de la délétion.
B. Représentation de I’ADNc de BBS5 avec I'ajout de la duplication. C. Représentation de la protéine BBS5 avec
les domaines connus et la localisation de la mutation. Représentation 3D de la position de BBS5 a la base du
BBsome. Visualisation de la structure de BBS5 avec les domaines d'homologie a la pleckstrine (BBS5N-PH et
BBS5C-PH) et de I'extrémité C-terminale étendue (Singh et al., 2020).
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Figure 47 : Logigramme. Résumé des expériences mises en ceuvre pour répondre aux questions posées et aux objectifs du projet. Mon travail est représenté en bleu.




Ill. Partie 1 Le projet IV portant sur BBS5

Il. Les résultats

1. Les expériences portant sur la délétion

A) Détection par PCR et séquencage Sanger

Afin de confirmer I'existence de la délétion des 2 premiers exons et comme nous avons séquencé le
génome complet de la patiente, nous avons obtenu précisément le point de cassure de cet événement.
Nous avons alors dessiné des amorces F2R2 dont la localisation est expliquée Figure 48A. Le premier
objectif était de confirmer la présence de la mutation chez la patiente avec un test de PCR duplex sur
son ADNg. Dans le cas ou la délétion est présente, un fragment de 389 pb est amplifié. Dans un cas
normal (sans délétion), il n’y a pas d’amplification en raison d’une taille trop importante du fragment
(>6000 pb) non amplifiable dans les conditions de PCR appliquées (Figure 48A). Un second couple
d’amorces contréle (taille de la bande de 560 pb) ciblant un autre géne a été ajouté dans le mix PCR
pour s’assurer que la PCR fonctionne bien dans les conditions expérimentales utilisées (Figure 48B).
Ainsi, un individu porteur de la délétion a un profil avec 2 bandes (comme chez la patiente I1.1) alors
gu’en I'absence de la délétion, une seule bande est observée (celle de 560 pb, comme chez le controle).
Les résultats de la PCR duplex montrent effectivement un fragment de 389 pb seulement chez la
patiente confirmant ainsi la présence de la délétion. Le séquengage Sanger de I’ADNg confirme la

présence d’une large délétion de 5920 pb.

A. Délétion de 5920 pb .
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Figure 48 : Détection des deux mutations par PCR et séquengage Sanger. A. Positionnement du couple
d’amorces F2/R2 sur les alléles porteurs ou non de la délétion. B. Résultats de la PCR duplex réalisée sur I’ADNg
de la patiente et d’un controle. Résultats du séquengage sanger pour le fragment de la patiente : présence de la
délétion C. Résultats de la PCR classique sur I’ADNc avec les amorces exon 6-7(F)-exon 8(R) et du séquencage
sanger du fragment de la patiente et de celui d’'un contréle : confirmation de la duplication. M= marqueur, Il.1=
la patiente, Ctrl= contrdle, T-= témoin négatif.

v
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Ill. Partie 1 Le projet IV portant sur BBS5

B) Exploration de la cohorte par PCR duplex

En raison de la difficulté de détecter la délétion des exons 1 et 2 par les techniques classiques et comme
peu de génomes complets sont encore réalisés dans notre laboratoire, il y a une forte probabilité que
d’autres patients de notre cohorte soient également porteurs de cette délétion. Nous avons donc
utilisé le test de PCR duplex précédemment expliqué afin de réaliser une exploration de la cohorte BBS
négative de Strasbourg. Par contre, il faut noter que nous n’avons pas recherché spécifiquement Ila
28me mutation. Elle aurait été détectée par toutes les techniques NGS déja mises en place dans les 2

laboratoires (hospitalier HUS et recherche LGM).

Au laboratoire de génétique médicale (LGM), nous avons testé une cohorte de 62 patients BBS non
résolus pour lesquels ’ADNg était disponible. Les résultats des PCRs duplex n’ont montré aucun patient
portant la délétion de I’exon 1 et 2 du géne BBS5 (pas d’amplification d’un fragment de 389 pb) hormis
notre patiente (Figure 49). En parallele, le laboratoire de diagnostic génétique (HUS) a testé 156 ADNg
de patients non résolus atteints de RP isolés et 222 ADNg de patients BBS non résolus. Les doublons
possibles entre les 2 laboratoires ont été mis en évidence et écartés avant le début de I'expérience. Le
résultat ne montre pas non plus d’autres patients portant la délétion, hormis notre patiente. Malgré
I’exploration de 444 patients non résolus atteints de ciliopathie dans la cohorte de Strasbourg, la
mutation (chr2: g.170333792_170339709del) a été détectée uniquement chez la patiente qui fait

I'objet de cette étude.

Afin de déterminer la fréquence de cette délétion dans la population générale, un screening
bioinformatique a également été mis en place dans 863 génomes accessibles au laboratoire. La
délétion n’a été détectée dans aucun des génomes analysés et n’est pas présente dans la base de

données gnomAD SV.

g 3 7 8 10 32 41 48 4950 51 5255 5660 61 62 66 67 6970 72 73 74 7576 T- 1.1

S00ph— W Twwwwww Wew T W “wwwww < 560pb

300 pb - w= <— 389 ph (délétion)

Figure 49 : Screening de la cohorte de patients BBS non résolus (LGM). Résultats des PCR duplex réalisées sur
un échantillon de 25 ADNg sur les 62 testés. M : marqueur, 1.1 : la patiente. T- : témoin négatif

Q) L’étude de I'expression de ’ARNm et protéique pour BBS5

Puisque la délétion englobe le promoteur du géne BBS5, I'expression de I'allele porteur devrait étre

nulle : le seul allele exprimé devrait étre celui avec la duplication. La quantité d’ARN transcrite chez la
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Ill. Partie 1 Le projet IV portant sur BBS5

patiente devrait étre diminuée de moitié par rapport a un contréle, tout comme la quantité de protéine

BBSS.

Pour vérifier nos hypothéses, nous avons étudié le niveau d’expression de I’ARNm de BBS5 par qRT-
PCR en utilisant trois couples d’amorces distribués le long du gene afin d’évaluer si les niveaux
d’expressions a différents endroits du gene concordent. Les résultats de la quantification relative (par
rapport aux deux genes de référence GAPDH et HPRT) montrent une réduction de moitié de
I’expression de I’ARNm de BBS5 chez la patiente par rapport aux contrdles (Figure 50A). Donc, chez la
patiente, un seul alléle est exprimé : I'allele porteur de la duplication. Comme attendu, I'alleéle porteur

de la délétion n’est pas exprimé : la mutation abolit I'expression du géne car elle englobe le promoteur.

Pour poursuivre nos investigations et confirmer ces premiers résultats, nous avons déterminé le niveau
d’expression protéique de BBS5 chez la patiente par rapport a des contrbles par WB, en utilisant
comme protéine de référence la B-TUBULINE. En théorie, nous attendons 2 fois moins de BBS5 chez la
patiente puisqu’un seul allele est exprimé. Les résultats montrent que |'expression de BBS5 est
fortement diminuée chez la patiente par rapport aux contréles (Figure 50B).

Avec cette premiere vague d’expériences, nous avons confirmé qu’un seul I'alléle est transcrit et
traduit chez la patiente : celui porteur de la duplication. Cette situation sera utilisée a notre avantage
puisque les expériences réalisées par la suite vont révéler I'impact du seul allele BBS5 exprimé : celui

porteur de la duplication.
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Figure 50 : Un seul alléle est exprimé. A. Résultats de la qRTPCR réalisée pour déterminer le niveau d’expression
de BBS5 chez la patiente (triplicat technique) par rapport a des contrdles (triplicats biologiques). Quantification
relative réalisée par rapport aux 2 genes de références GAPDH et HPRT. B. Résultats du WB (n=3) détectant BBS5
et la protéine de référence B TUBULINE. Quantification de BBS5 chez Il.1 (n=3) par rapport a la  TUBULINE.
Application d’un T-test (p<0,05 *, p<0,01 **). M : marqueur, 1.1 : la patiente. CTRL : contréle
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2. Les expériences portant sur la duplication

A) Confirmation de la co-ségrégation familiale

Afin de confirmer la présence d’une mutation identifiée par TES, WES et WGS, une seconde technique
est appliquée, a savoir ici, le séquencage Sanger.

Habituellement, cette étape permet de confirmer la co-ségrégation familiale en définissant le statut
des mutations I"'une par rapport a I'autre : en trans ou en cis. Normalement, les ADN des parents ou
des apparentés sont séquencés. Dans le cas de 2 mutations en trans : chacun des parents est porteur
d’un des 2 alléles mutés (hétérozygote) et a transmis I'alléle a son enfant qui se retrouve hétérozygote
composite avec 2 mutations différentes dans le méme géne. Dans le cas ou les 2 mutations sont en
cis : elles sont situées sur le méme alléle et n'ont été transmises que par un seul parent. Ce cas de
figure n’est pas envisagé dans le cadre des maladies récessives puisqu’il faut que les 2 alleles soient
mutés pour que le phénotype se développe.

Dans le cas de cette famille, le matériel biologique des parents n’est pas disponible. Nous nous sommes
alors intéressés a ’ARN du cas index. Un couple d’amorces choisi pour amplifier ’'ADNc de part et
d’autre de la duplication a été utilisé. Le résultat de la PCR ne permet pas de discriminer le fragment
de 167 pb amplifié chez le contrdle et celui de la patiente de 170 pb, en cas de duplication. Les résultats
du séquencage Sanger confirment la présence de la duplication du triplet AAT dans I’'exon 6 (Figure
48C) et la co-ségrégation familiale. Un seul pic est observé au niveau de la duplication ce qui montre
gue la duplication est en trans par rapport a la délétion des exons 1 et 2. En effet, en s’intéressant a
I’ADNC, seuls les alléles exprimés sont étudiés. Nous avons déterminé qu’un seul allele est exprimé. Si
la duplication avait été en cis de la délétion, c’est-a-dire, sur le méme alléle, alors la duplication n’aurait
pas été visualisée avec le sanger. Un alléle avec un seul triplet AAT comme chez le contréle aurait été
observé. Sijamais, les 2 alléles avaient été exprimés, une superposition de pics a partir de la duplication
aurait été observée. Dans ce cas, il aurait été impossible de déterminer la position des mutations sur

les alleles et I'accés au matériel biologique des parents aurait été indispensable.

B) Etude de l'interaction entre les sous-unités du BBSome

L'absence d’une des 8 sous unités du BBsome ou la perte d’interaction entre celles-ci peut déstabiliser
I’ensemble du complexe. Nous voulions controler que le BBsome s’assemble correctement et qu’il est
toujours présent chez la patiente. Il a été montré tres récemment que BBS5 et BBS9 sont en interaction
directe au sein du BBSome (Klink et al. 2020b). Nous avons donc envisagé la possibilité que la
duplication impacte l'interaction entre ses 2 sous unités. Nous avons donc recherché de potentielles
pertes d’interaction entre BBS5 et les autres sous unités du BBSome par Co-IP. Nous avons d’abord
immunoprécipité la protéine BBS5 puis réalisé un WB avec des AC dirigés contre BBS9, BBS1 et BBS4
(Figure 51).
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Pour le contréle, un marquage de BBS5 est présent sur la membrane. Il s’agit d’un témoin positif qui
montre que la protéine appat (BBS5 en l'occurrence) a été immunoprécipitée par I'anticorps. Le
marquage des autres sous unités du BBSome telles que BBS1 et BBS4 confirme les interactions au
niveau de ce complexe : elles ont été co-immunoprécipitées avec BBS5. Par contre, lors du marquage
de BBS9, j’ai obtenu une bande a 50 kDa alors que la taille attendue est de 66 kDa. Cela peut étre d( a
la présence de plusieurs isoformes de BBS9 ou a une mauvaise qualité de I'AC.

Pour la patiente, le marquage de BBS5 pose probléme. En effet, avec une exposition normale aucune
bande correspondant a BBS5 n’est visible. Par contre, en surexposant la membrane et en mettant le
négatif de I'image, une bande de BBS5 semble apparaitre faiblement. Pour expliquer ce résultat, nous
avons plusieurs hypothéses. Soit, I'expérience n’a pas marché (BBS5 n’a pas été immunoprécipitée).
Soit, I'expérience a fonctionné mais la quantité de BBS5 immunoprécipitée est tres faible car la
quantité de BBS5 chez la patiente est tres réduite (Figure 51B) et en conséquence, les protéines co-
immunoprécipitées sont également en faible quantité. Dans tous les cas, les résultats ne sont pas
concluants, il faudra refaire cette expérience en augmentant la quantité de protéines totales utilisée
pour la Co-IP a 500ug par exemple (contre 300ug initialement). Il faudra faire une Co-lp en utilisant
comme protéine appat, une sous unité du BBsome dont la quantité est normale chez la patiente

comme chez les contréles : BBS1 par exemple.
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Figure 51 : Les interactions entre BBS5 et les autres BBS. Résultats des Co-IP anti-BBS5 (protéine appat) réalisées
chez un controle et chez la patiente. Résultats du WB aprées marquage des protéines BBS5, BBS1, BBS4, BBS9 : 4
des 8 sous-unités du BBSome. M : marqueur, 1.1 : la patiente, CTRL : contréle
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Q) L’étude du fonctionnement de la voie SHH

Des mutations dans certains genes BBS peuvent perturber I'activation de voies de signalisations
majeures telle que la voie SHH. Nous avons étudié I'impact de la duplication sur I'activation de cette
voie en cultivant les cellules dans un milieu déprivé en sérum (-SVF) mais en présence de SAG (agoniste
de la voie SHH, SMO agonist) pendant 24h. A Iissue du traitement, nous avons réalisé une qRTPCR
pour interroger I'expression de genes dont les produits protéiques sont impliqués dans la cascade de
signalisation de cette voie. Nous avons procédé a une extraction différentielle des protéines du noyau
et celles du cytoplasme. L'activation de la voie SHH entraine la translocation de GLI2 depuis le
cytoplasme vers le noyau ou ce facteur de transcription active I’expression de genes cibles. Nous avons
réalisé un WB pour détecter la présence de la protéine GLI2 dans chacun des compartiments. Une
présence majoritaire de GLI2 dans le noyau indiquera qu’il a effectivement été transloqué dans ce
dernier comme attendu quand la voie SHH est activée avec le SAG. En revanche, si la quantité nucléaire
de GLI2 est moindre chez la patiente, nous pourrons conclure que la duplication entraine une sous-
activation de la voie SHH.

En interrogeant la voie SHH, nous apporterons une explication au phénotype typique de BBS de la
patiente en mettant en évidence une perturbation au sein d’une des voies majeures du
développement. L’analyse de la quantification relative aux deux genes de références GAPDH et HPRT
montre chez la patiente une surexpression de GLI1, SUFU et GLI2 et une sous-expression de GLI3. Le
niveau d’expression des autres genes interrogés ne semble pas varier par rapport aux contréles (Figure
52A). Ces résultats suggerent, pour ces conditions de culture, une suractivation de la voie SHH chez la
patiente par rapport aux controles. La quantité protéique de GLI2 dans le cytoplasme et le noyau a
été déterminée par WB par rapport a la B-TUBULINE et a la LAMINE A/C (protéines de références
cytoplasmique et nucléaire respectivement). Les résultats montrent que les quantités de GLI2 totales
(W), cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) chez la patiente sont supérieures par rapport a celles des
controdles. En plus, le rapport GLI2 nucléaire sur GLI2 cytoplasmique chez la patiente est supérieura 1 :
la quantité de GLI2 nucléaire est supérieure a celle de GLI2 cytoplasmique (Figure 52B). Ces résultats
vont dans le sens d’une translocation nucléaire de GLI2 plus importante chez la patiente suggérant
ainsi une suractivation de la voie SHH, dans ces conditions de culture. Cette conclusion concorde avec
celle issue des données de gRTPCR.

L’expérience devra étre refaite et un travail de mise au point sera a prévoir pour minimiser les bandes
aspécifiques présente sur la membrane. En recourant au SAG, nous avons activé la voie SHH : GLI2 doit
étre présent dans toutes les fractions. La bande GLI2 considérée est celle a 150 kDa (PM attendu) qui
apparait dans la fraction nucléaire. Il faudra déposer plusieurs extractions différentielles a partir de

plusieurs culots cellulaires de la patiente (triplicats biologiques) pour confirmer que les résultats
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obtenus sont fiables et reproductibles. Il faudra refaire les 2 expériences avec des culots de cellules
cultivées en conditions -SVF seul afin de déterminer si la suractivation mise en évidence est également

présente en conditions basales chez la patiente.
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Figure 52 : Résultats des expériences menées sur la voie SHH. A. Résultats de la qRTPCR réalisée pour
déterminer le niveau d’expression de 10 génes codants pour des protéines impliquées dans la régulation de la
voie chez la patiente (triplicats techniques) par rapport a des controles (triplicats biologiques). Quantification
relative réalisée par rapport aux 2 genes de références GAPDH et HPRT. B. Résultats du WB aprés le marquage
de la protéine GLI2 et de la protéine de référence cytoplasmique (B-TUBULINE) et nucléaire (LAMINE A/C).
Résultats des quantifications de GLI2 par rapport a la B-TUBULINE, a la LAMINE A/C et le rapport de GLI2 N/C,
chez 1l.1 en normalisant par rapport aux contréles. M : marqueur, I.1 : la patiente, CTRL : controle, W : whole
/protéines totales, C : cytoplasme, N : noyau

lll. Ladiscussion
Les technologies de séquencage a haut débit ont largement contribué a réduire les difficultés
rencontrées lors du diagnostic moléculaire des patients atteints de BBS. La mise en place de panel de
génes en premier intention, permet le séquencage simultané de tous les genes BBS incluant parfois
d’autres genes responsables de phénotypes proches. Le séquencage de I'exome (WES) et maintenant
du génome (WGS) permettent d’étendre cette recherche d’anomalies moléculaires et de réduire
I’errance diagnostic pour de nombreuses familles. Des études ont déja montré que certaines mutations
peuvent étre détectées par des technologies et manquées par d’autres (panel vs WES vs WGS)

(Geoffroy et al. 2018). C'est le cas de la délétion dans ce projet, détectée par WGS seulement.

Les mutations dans le géne BBS5 sont rares et ne correspondent qu’a 2% des cas de BBS (Imani et al.
2019). Jusqu'a présent, plusieurs mutations ont été rapportées dans ce géne comme responsables du
BBS et sont référencées dans le Tableau 8. La patiente rapportée dans cette étude est hétérozygote
composite : elle est porteuse d’une délétion de I'exon 1 et 2 du gene BBS5 situé en trans d’une

duplication d’un triplet AAT (c.550_552dupAAT) dans I’exon 6 de BBS5 conduisant a la duplication de
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I'asparagine 184 (p.N184dup). Les deux variations n’ont jamais été rapportées auparavant et ne sont
pas présentent dans les bases de données.

La duplication avait été observée des le début par panel puis par WES et enfin par WGS. Cependant il
s’agit d’une duplication d’un acide aminé, une mutation dont la pathogénicité est difficile a démontrer
contrairement a d’autres mutations (les non-sens, par exemple). De plus, avec le panel et le WES
aucune autre mutation dans le gene BBS5 avait été mise en évidence. BBS étant une pathologie a
transmission autosomique récessive la présence de mutations sur les 2 alleles du géne sont requises.
Un séquencage du génome complet (WGS) a été réalisé dans ce but de détecter une mutation
intronique profonde ou une variation structurale (CNV). La délétion a alors été identifiée. Le fait qu’elle
n’ait pas été détectée par les 2 premiéres techniques peut étre expliqué par la richesse en GC de la
zone génomique ou sont situés les exons 1 et 2 de BBS5 : des régions plus difficilement capturées et
séquencées. Ce probléeme a été résolu par le WGS car cette technique assure une couverture plus

homogene des fragments d’ADN (absence de capture) comme le résume la Figure 53.
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Figure 53 : Détection des mutations en fonction de la technologie NGS utilisée. A. Comparaison des impressions
d’écran IGV pour les 3 techniques. B. Graphique représentant la profondeur moyenne de couverture pour chaque
exon de BBS5. CNV : Variation du nombre de copie.

La délétion englobe le promoteur du géne, nous avons confirmé I’hypothese initiale qu’il n’y aurait pas
de transcription de cet allele ni de protéine traduite. Les données de gRTPCR et de WB montrent une
réduction de moitié de la quantité d’ARN et une forte réduction de la quantité de protéine BBS5. Pour
étre slre que les 50% d’ARN exprimés ne sont pas divisés en une proportion de 25% de chaque alléle,
nous avons vérifié sur le génome que le gene BBS5 ne présente aucun promoteur alternatif qui aurait
entrainé I'expression d’un alléle porteur de la délétion. Nous avons observé la mutation N184dup a

I’état homozygote sur le profil Sanger de I’ADNc ce qui confirme la co-ségrégation familiale. Les
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mutations sont situées sur 2 alléles différents, chacun hérité d’un des parents. Ces 2 résultats nous
permettent finalement de conclure que l'unique alléle exprimé de BBS5 est celui porteur de la
duplication N184.

Pour aller encore plus loin, nous pourrions recourir a une qRTPCR avec la technologie Tagman afin de
discriminer le niveau d’expression de chacun des 2 alléles individuellement. Une quantité protéique
normale de BBS5 aurait pu étre observée malgré I'expression d’un seul des deux alléles allant dans le
sens d’une probable compensation au niveau protéique. Mais, le résultat du WB montre une forte
réduction de BBS5 et prouve qu’il n’y a pas eu de compensation. Chez la patiente, la protéine BBS5
résiduelle est mutée. Pour confirmer que la bande trés légerement marquée chez la patiente n’est pas
un artéfact, il faudrait refaire un WB en déposant des quantités croissantes de protéines. Si I'intensité
du marquage et la quantité de protéine déposée varient de maniere proportionnelle alors nous
pourrons conclure que la bande observée correspond effectivement a BBS5. Alternativement, s’il n’y
a pas de protéine BBS5, cela confirme I'effet délétére de la duplication N184. L'effet probable de la
duplication serait une déstabilisation la structure 3D de la protéine qui conduirait a la dégradation de
la protéine.

Dans notre cas, la seule protéine BBS5 synthétisée est porteuse de la duplication N184 au niveau de
son 2®m domaine DM16. Il s’agit d’'un domaine de fonction encore inconnue mais pour lequel la
séquence est tres conservée au cours de I'évolution (J. B. Li et al. 2004). Ce haut niveau de conservation
laisse donc penser qu’une mutation dans ce domaine serait pathogene.

La protéine BBS5 est I'une des huit sous unités composant le BBSome, localisé a la base du cil primaire.
La mutation a potentiellement créé un changement dans la structure/le repliement de la protéine BBS5
impactant alors potentiellement sa conformation, sa localisation, sa stabilité et les interactions qu’elle
établit (Klink et al. 2020b; S. K. Singh et al. 2020b). Nous avions donc pensé déterminer la localisation
de la protéine BBS5 mutée au niveau du cil par IF. Le probleme majeur que nous avons rencontré est
inerrant a I'anticorps utilisé. En effet, il existe plusieurs études publiées ayant déja essayé de marquer
la protéine BBS5. Cependant, certaines ont rapporté un marquage a la base du cil (Kazatskaya et al.
2017) et d’autres, aucun marquage (Eguether et al. 2014b) sur des cellules contréles ciliées. Toutes les
équipes ont utilisé la méme référence d’anticorps de chez Proteintech (14569-1AP). Il est possible que
ces différences de marquages soient dues a des conditions de fixations ou de perméabilisations
différentes ou encore a la qualité intrinseque de I’AC. Nous allons devoir faire des mises au point pour
optimiser le protocole. L'article de Eguether et al. 2014 montre qu’un marquage de BBS5 est obtenu
pour des cellules mutées dans IFT27. En effet, I'absence d’une protéine IFT27 fonctionnelle empéche
le recyclage de BBS5 hors du cil : la protéine BBS5 s’accumule et permet 'apparition d’'un marquage
ciliaire de BBS5 par IF. Il se trouve qu’au laboratoire, nous avons a disposition de telles cellules. Je

comptais donc les utiliser, en condition ciliée, pour mettre au point I'lF. Une autre possibilité pour
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localiser la protéine BBS5 normale ou mutée dans les cellules serait d’exprimer la protéine avec un
« tag » fluorescent de type GFP, par exemple et de confronter les localisations observées.

Pour déterminer I'impact de la mutation sur I'assemblage du BBSome, nous avons recherché une
possible perte d’interaction entre BBS5 et les autres protéines du BBSome en réalisant une Co-IP
dirigée contre BBS5. Les résultats se sont avérés concluants chez un contréle car les résultats ont
confirmé une interaction entre BBS5 et les protéines BBS1 et BBS4. Le marquage de BBS9 a posé
probleme : une bande a 50 kDa a été révélée alors que la taille attendue est de 66 kDa. Cette bande
peut étre expliquée par le fait que BBS9 présente plusieurs isoformes. De toute maniéere, ce marquage
n’est pas fiable et il faudrait recourir a un autre AC pour pouvoir conclure.

Chez la patiente, les résultats de la Co-IP posent probleme : un Iéger marquage de la bande BBS5 est
apparu suite a une surexposition de la membrane. Etant donné le faible marquage de BBS5 déja
observé chez la patiente lors des WB précédents, il est difficile de conclure. Il est fort probable que la
quantité de la protéine appat ayant été immunoprécipitée avec I'anticorps soit trés faible. Cette
expérience devra étre refaite. Il serait judicieux d’utiliser une quantité de protéines a
immunoprécipiter supérieure aux 300 pg initiaux.

Pour comprendre si la duplication affecte I'assemblage général du BBSome et pas seulement les
interactions que BBS5 établit avec les autres sous-unités, nous avions prévu de faire une deuxiéme Co-
IP avec un AC anti-BBS1 suivi d’'un WB avec des AC anti-BBS4 et anti-BBS5. Faute de temps et de
matériel biologique, cette expérience n’a pas pu étre réalisée. Mais, elle nous permettra de déterminer
si oui ou non BBS1 interagit avec BBS5 chez la patiente, sans qu’il y ait de probleme de quantité
protéique de la protéine appat. En effet, pour cette Co-IP, la quantité de BBS1 est normalement
équivalente chez la patiente et chez les contrdles. Seule la quantité de BBS5 est diminuée de moitié
chez la patiente. La présence d’une bande pour BBS5, chez la patiente montrerait que l'interaction
entre les 2 sous-unités est maintenue. En revanche, la disparition de la bande suggérerait une perte
d’interaction entre BBS1 et BBS5 et donc un impact de la duplication sur I'assemblage global du
BBSome.

La corrélation génotype-phénotype permettant de relier le phénotype de BBS a des mutations dans le
géne BBS5 peut étre établie a plusieurs niveaux. Au niveau cellulaire, les génes responsables de
ciliopathies sontimpliqués dans le fonctionnement ciliaire. En cas de mutations, des changements dans
la structure des cils ou le mauvais adressage de molécules impliquées dans les voies de signalisation
sont mis en évidence. BBS5 est impliqué dans la régulation de la voie SHH (Imani et al. 2019), nous
avons donc cherché a déterminer I'impact de la mutation sur la régulation de cette voie. Pour ces
expériences, nous avons étudié des cellules cultivées dans des conditions -SVF+SAG : la voie SHH est
activée pour tous les individus. Nous cherchons a mettre en évidence une suractivation ou une sous-

activation chez la patiente par rapport aux controles. Du coup, des genes codants pour des protéines
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impliquées dans la cascade de signalisation ont été interrogés par gRTPCR. Une surexpression de GL/1
et GLI2 (GLI activateurs) et une sous-expression de GLI3 (GLI répresseur) ont été observées. Ces
résultats suggérent une possible suractivation de la voie SHH. Une surexpression du régulateur négatif
SUFU a également été mise en évidence. Cette variation peut étre expliquée par le fait que la cellule
cherche a garder I’"homéostasie en augmentant I'expression de SUFU afin d’avoir un rétrocontrole
négatif et permettre un retour a un niveau normal d’activation.

Au niveau protéique, nous avons appliqué un protocole d’extraction différentielle basée celui de
Estrada-Cuzcano et al. 2020. Finalement, par cette technique, nous avons obtenu des enrichissements
de compartiments qui sédimentent ensemble. Par exemple, la fraction dite « nucléaire » correspond
en fait a un enrichissement des protéines nucléaires mais qui contient possiblement des portions de
membrane du RE. Afin de réaliser une extraction nucléaire pure, il faudrait procéder a une séparation
de I'enrichissement d’abord par gradient de sucrose puis a I'aide d’une colonne d’affinité par exemple.
Toutefois, I'analyse des résultats obtenus montrent une augmentation de la quantité de GLI2 dans les
fractions « nucléaires » (N) et cytoplasmiques (C) chez la patiente. Le rapport GLI2 N/C est supérieur a
1 chez la patiente : GLI2 subirait une translocation nucléaire en quantité plus importante par rapport
aux contréles. Ces résultats de WB confortent ceux de la qRTPCR suggérant, pour la condition de
culture -SVF+SAG, une possible suractivation de la voie SHH, méme s’il s’agit de résultats préliminaires.
Il faudra refaire cette expérience en procédant a I'optimisation du protocole et en effectuant des
triplicats pour la patiente. Il faudrait également réaliser des conditions contrdles sur les cellules de la
patiente et des mémes contrdles en conditions -SVF seul et +SVF+SAG afin de déterminer le profil
correspondant dans ces conditions basales. Des études de la signalisation SHH dans un certain nombre
d'organismes ont montré que SHH est un « messager » sécrété par les cellules pouvant agir sur les
cellules environnantes pour réguler leur prolifération et influencer leur différenciation cellulaire. La
famille des protéines GLI (GLI1, 2, 3) peuvent, par exemple, réguler le processus de développement
des membres (Tickle et Towers 2017). Par exemple, les maladies congénitales humaines associées a
GLI3 incluent toutes des malformations des membres (Hill, Gotz, et Riither 2009). L’hyperactivation de
la voie SHH a été associée a la polydactylie dans plusieurs études (Xu et al. 2020). Il s’agit effectivement

d’un signe clinique typique du BBS présent chez la patiente.
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IV. Laconclusion et les perspectives
Nous rapportons deux nouvelles mutations au niveau du géene BBS5. La premiere est une délétion
englobant la région promotrice de I'alléle et conduisant a une perte d’expression de celui-ci (variant
pathogene : classe 4). La seconde correspond a une duplication de I’Asp184. Nous avons montré que
la quantité de protéine BBS5 de la patiente est fortement réduite. Malheureusement, face au manque
de fiabilité des résultats de la Co-IP anti-BBS5 chez la patiente, nous ne sommes pas en mesure de
conclure totalement sur I'impact de cette duplication. Pour l'instant, sa pathogénicité doit étre
confirmée, le variant ne peut pas étre reclassé ni en variation bénigne (classe 2) ni en variation
pathogéne (classe 4). La dérégulation de la voie SHH mise en évidence pour la patiente ne peut pas
étre reliée a cette mutation. Cette donnée ne fait que confirmer le lien, déja connu, entre une
hyperactivation de la voie SHH et le BBS. Nous voudrions pouvoir établir le lien entre la possible

suractivation mise en évidence et la duplication identifiée dans BBS5.

Pour mener a bien ce projet et répondre aux objectifs, certaines expériences devront étre refaites et
optimisées. D’autres devront étre mises en ceuvre. Afin de confirmer que le phénotype BBS observé
chez la patiente est effectivement d aux mutations du gene BBS5, un travail complémentaire sera a
réaliser. Par exemple, une modélisation bioinformatique basée sur la structure atomique récemment
publiée du BBSome en ajoutant I'Asp184 dupliquée a la protéine BBS5 pourrait aider a mieux
comprendre les effets de cette mutation sur la structure 3D de la protéine et les interactions établies
au sein du BBSome. Au niveau cellulaire, une expérience de rescue/sauvetage pourrait étre mise en
place : il s’agirait de réexprimer la protéine normale BBS5 dans les cellules de la patiente et d’observer
s’il y a une restauration du phénotype cellulaire. Une transfection avec un plasmide porteur de la
version mutée de BBS5 peut étre réalisée sur des cellules controles dont I'expression du gene BBS5
normal a été abolie. Si le phénotype observé pour les cellules transfectées correspond a celui observé
pour les cellules de la patiente, nous pourrons conclure que les mutations causent le phénotype. Nous
aurons alors la preuve de pathogénicité et nous pourrons établir une corrélation génotype-phénotype.
Nous pourrions faire exprimer des protéines BBS5 avec un « tag » de GFP pour localiser les protéines

sans recourir aux anticorps du marché.

L’objectif ultime est de pouvoir revenir vers la patiente avec un diagnostic moléculaire robuste sur les
causes de sa maladie. Au regard de la communauté scientifique, une fois notre travail de validation
terminé, ces mutations seront ajoutées aux bases de données de variations telle que ClinVar afin de
pouvoir partager notre analyse et nos conclusions. Ces informations pourront étre utilisées afin de

mieux comprendre le fonctionnement de BBS5 et du BBSome.
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V. Les données supplémentaires.

Nomenclature de la mutation au
niveau de I’ADNc

Nomenclature de la
mutation au niveau de la

Référence

protéine
c.1AST p.M1? Muller (2010) Hum Genet 127, 583
c.2T>A p.M1? Harville (2010) J Med Genet 47, 262
Chen (2011) Invest Ophthalmol Vis
c.149T>G p.L50R S¢i 52, 5317
c.148C>A p.L50I Wang (2014) Hum Genet 133, 331
Abu-Safieh (2012) Eur J Hum Genet
c.158C>T p.T53lI 20, 420
c.166A>G p.R56G Muller (2010) Hum Genet 127, 583
Hjortshoj (2008) Am J Med Genet A
c.214G>A p.G72S 146A, 517
Hirano (2015) PLoS One 10,
*
€.265C>T p.R89 00136317
c.412C>T p.R138C Carss (2017) Am J Hum Genet 100, 75
c.413G>A p.R138H Redin (2012) J Med Genet 49, 502
Chandrasekar (2018) Indian J Med
%
c.425T>G p.L142 Res 147, 177
c.532G>A p.G178R Shaheen (2016) Genome Biol 17, 242
Hjortshoj (2008) Am J Med Genet A
c.547A>G p.T183A 146A, 517
¢.551A>G p.N184S Li (2004) Cell 117, 541
Lindstrand (2016) Am J Hum Genet
c.584A>G p.D195G 99, 318
€.620G>A p.R207H Li (2004) Cell 117, 541
Weisschuh (2016) PLoS One 11,
c.790G>A p.G264R 00145951
Feuillan (2011) J Clin Endocrinol
c.889G>A p.D297N Metab 96, E528
€.208+2T>C Imani (2019) Biosci Rep epub, epub
€.522+3A>G Li (2004) Cell 117, 541
Hirano (2015) PLoS One 10,
€.619-27T>G 00136317
Feuillan (2011) J Clin Endocrinol
¢.619-1G>C Metab 96, E528
€.900G>C Carss (2017) Am J Hum Genet 100, 75
c123delA 0.(Gly42Glufs*11) Smaoui (2006) Invest Ophthalmol Vis

Sci 47, 3487

c.734_744dell1l

p.(Glu245Glyfs*18)

Maria (2016) Sci Rep 6, 34764

€.955_957delGAA

p.(Glu319del)

¢.54dupC

p.(Ala19Argfs*14)

Feuillan (2011) J Clin Endocrinol
Metab 96, E528

€.966dupT

p.(Ala323Cysfs*57)

€.263_271delTACGAGGCCinsGCTCTTA

p.(Leu88Cysfs*3)

ex. 6-7, c.387-?_618+?del232

Deveault (2011) Hum Mutat 32, 610

ex. 9-12

Nishimura (2005) Am J Hum Genet
77,1021

incl. ex. 8-12

Tableau 8 : Listes des mutations de BBS5 répertoriées.
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IV. Partie 2 Le projet portant sur les souris Vps15R995/R998Q

I Le synopsis

1. Remise dans le contexte :

La mutation faux-sens c.2993G>A, p.R998Q du gene VPS15 (PIK3R4) a été identifiée par le laboratoire
comme responsable d’une ciliopathie pour une fratrie avec 3 patients présentant principalement une
dégénérescence rétinienne précoce et une atteinte rénale sévere (Stoetzel et al. 2016). Avant cette
publication, la protéine VPS15 était seulement connue comme une sous unité régulatrice de la
Phosphatidyl-Inositol 3 kinase (VPS34) impliquée dans le processus d’autophagie et dans le transport
vésiculaire. En 2016, le laboratoire a rapporté un nouveau role de VPS15 : son implication dans le
fonctionnement du cil primaire. A I'’époque, les validations fonctionnelles de la mutation ont été
réalisées en recourant aux fibroblastes des patients, aux levures humanisées et aux poisson-zebres
Vps15MO. Pour parfaire la compréhension des réles de Vps15, un modéle murin Knock-In (K1) de Vps15
porteur de la méme mutation que les patients (Vjps15f98/7998Q) 5 été généré au laboratoire en 2017.

La partie 2 de ce manuscrit porte sur la caractérisation phénotypique de ce nouveau modele au cours
de mes 3 années de thése. En générant un tel modele, nous avons envisagé la possibilité d’obtenir un
nouveau modele de ciliopathie. Il s’agissait (1) de déterminer les potentielles anomalies présentent
dans les différents organes des souris mutées et (2) de pouvoir étudier la protéine Vps15 mutée dans
un contexte pathologique grace a ce modeéle in vivo. En 2017, quand j'ai débuté ma these, le seul
modele murin de Vps15 disponible était la souris KO conditionnelle publiée par Nemazanyy et al. 2013
(le modéle KO total avait été rapporté létal par la méme équipe). Ce n’est qu’un an plus tard que La
publication de Gstrein et al. en 2018 a décrit un nouveau modeéle murin hypomorphe pour Vps15 avec

des anomalies cérébrales.

2. La démarche scientifique

Une premiere vague d’expérience avait pour but de déterminer si ce modéle murin était un bon
modele d’étude de ciliopathie. Pour cela, nous avons d’abord porté un intérét majeur aux organes
principalement atteints chez les patients : la rétine et le rein. Dans ce cas, nous avons mené des études
fonctionnelles, histologiques et moléculaires. Nous avons mis en culture les fibroblastes des souris afin
d’étudier le phénotype a une échelle plus réduite. Puis, une premiere analyse du cerveau des souris
(biométrique) a été réalisée en 2018 par I'équipe de Binnaz Yalcin.

Nous avons approfondi nos travaux sur le modéle Kl Vps15 a la recherche de troubles cognitifs et de
marqueurs histologiques classiques de neurodégénérescence pour plusieurs raisons : (1) Vps15 est une
protéine impliquée dans le processus d’autophagie et plusieurs pathologies neurodégénératives
comme la maladie d’Alzheimer ont déja été associées a des perturbations de cette voie. (2) Les
modeles murins de Vps15 rapportés par Gstrein et al, 2018 montraient des atteintes cérébrales. La

deuxieme vague d’expériences avait pour but d’explorer plus précisément le phénotype cérébral des
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IV. Partie 2 Le projet portant sur les souris Vps15R995/R998Q

souris afin de déterminer si les principaux criteres de la maladie d’Alzheimer (plagues amyloides, mort
cellulaire, hyperphosphorylation de la protéine Tau, troubles cognitifs) sont présents chez les souris
Vps15.

Finalement, une 3™ et derniére vague d’expériences a été menée pour relier la mutation R998Q dans
Vps15 au phénotype cérébral observé. La maladie d’Alzheimer fait partie des amyloidoses : des
maladies caractérisées par la formation de plaques dans de multiples organes. Ainsi, nous avons
étendu nos recherches a d’autres organes et plus particulierement au pancréas.

Le logigramme (Figure 54) résume les expériences mises en place pour aboutir a I'objectif principal de

ce projet : réaliser la caractérisation phénotypique de ce modéle murin Vps15.

3. Le changement de fond génétique

Les souris ont été générées en 2017 grace au financement de la Fondation maladie rare (FRM), par
I'ICS, dans le cadre du projet « Phenomin ». Initialement, cette lignée a été générée sur un fond
génétique C57BL6N, par la technique de « point de mutation » et I'utilisation du systeme « Cre-lox »
(voir matériel et méthodes). La génération de la lignée sur le fond génétique C57BL6J avait échoué.

Mattapallil et al. 2012 a rapporté que le fond génétique C57BL6N est porteur de la mutation Rd8
(c.3481delC) dans le géne Crb1, une protéine impliquée dans I'établissement de jonctions serrées entre
les cellules de Muller et les photorécepteurs de la rétine. Cette mutation provoque un phénotype
rétinien avec la présence de pseudo-rosettes. Ce phénotype est en revanche absent chez les animaux
de fond génétique C57BL6J. Etant donné le potentiel phénotype rétinien attendu chez les souris Vps15,
nous avons génotypé les animaux et comme attendu, ils étaient tous porteurs de la mutation Rd8 a
I’état homozygote. Nous avons donc décidé tres rapidement, dés le début du projet, de passer les
animaux sur un fond génétique C57BL6J afin de ne pas biaiser les possibles résultats. Nous avons

5RIBAWT qyec des animaux WT de fond

réalisé une série de 8 backcross en croisant les souris Vps1
génétique C57BL6J et confirmé par génotypage que tous les animaux étudiés par la suite sont

indemnes de Rd8 (Crb1"W/W7).
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Figure 54 : Logigramme. Résumé des 3 vagues d’expériences mises en ceuvre pour répondre aux différents objectifs du projet. Mon implication est
indiquée en bleu.
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Il. Les résultats

1. Présentation de la lignée

Les souris Vps15R9%8¥R998Q sont porteuses de la mutation ¢.3430_3431delinsAA ; p.R998Q dans le géne
Vps15, une mutation confirmée par séquengage Sanger sur I’ADNg extrait des bouts de doigts des
souris (couple Mf-Mr) (Figure 55A). Nous avons également confirmé I'expression de I'alléle porteur de
la mutation dans les 3 organes d’intérét (rétine, rein et cerveau) par séquencage Sanger de ’ADNc. Le
génotypage de routine des animaux utilise le couple d’amorce Ef?-Er? (Figure 55B). La bande supérieure
de 462 pb correspond a I'amplification d’un fragment porteur du site Lox-P associé a la mutation
R998Q : bande unique amplifiée chez un animal Vps15f9%R9%8Q (Figure 55A). En revanche, un
fragment de 383 pb correspond au fragment WT sans insertion du Lox-P : bande unique amplifiée chez
un animal Vps15W7"T |a présence des 2 bandes est retrouvé chez un animal hétérozygote
(Vps15R9%8YWT) | e génotypage de la mutation Rd8 du géne Crb1 suit le protocole de (Mattapallil et al.
2012) (Figure 55D) pour lequel un fragment unique de 240 pb obtenu avec le couple mF1-mR est
porteur de la délétion : animal Crb17%/"%_Un fragment unique de 220 pb obtenu avec le couple mF2-
mR est WT : animal CrbI"”"T, Un animal hétérozygote Crb17%/"T présente les 2 fragments. Aprés
changement de fond génétique, nous avons toujours comparé des souris Vps15/998/R98Q, CrpWT/WT §
leurs congénéres Vps15W/WT: Crb1"W7WT, Tous les animaux, quelque soit le sexe, sont fertiles. Les
proportions de Mendel sont respectées a l'issu des croisements entre hétérozygotes et le ratio
femelles/males est équilibré a 50:50. La courbe de poids générée ne montre pas de différence de poids
significative en fonction du génotype (Figure 55D).

Pour les 3 tissus étudiés dans ce projet, nous avons confirmé par qRTPCR que le niveau d’expression
de 'ARNm de Vps15 porteur de la mutation R998Q n’est pas significativement différent de TARNm WT
(Figure 55E). De la méme maniere, au niveau protéique, par WB, nous n’avons pas observé de
différence ni dans la quantité de Vps15 (par rapport aux protéines de référence : Gapdh et BTubuline)
ni dans la taille de la protéine (150 kDa) (Figure 55F). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus

a partir les fibroblastes des patients (Stoetzel et al. 2016).
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Figure 55 : Caractérisation de base de la lignée. A. Confirmation par séquencage Sanger de la présence de la
mutation dans Vps15 pour des souris homozygotes, hétérozygotes ou WT. B. Résultats du génotypage par PCR
de routine pour les 3 statuts par rapport a la mutation dans Vps15. C. Résultats du génotypage par PCR pour les
3 statuts par rapport a la mutation Rd8 dans Crb1. D. Courbe représentant I’évolution du poids des souris en
fonction de I'dge (n=41, sexes confondus). E. Niveau d’expression de Vps15 en fonction du génotype dans les 3
tissus d’intéréts (rein, rétine et cerveau). F. Résultats de WB du marquage de la protéine Vps15 en fonction du
génotype dans les 3 tissus et des protéines de référence Gapdh ou BTubuline.

2. Analyse portant sur les yeux :
Les patients porteurs de la mutation R998Q dans le géne Vps15 présentent tous une atteinte visuelle
sévere ayant mené a la cécité précoce. En effet, leur électrorétinogramme (ERG) s’est avéré plat des
I’age de 10 ans. Pour déterminer si un phénotype similaire se développait chez les souris, nous avons
réalisé un test fonctionnel de type ERG. Nous avons également réalisé une étude histologique en
collaboration avec Cristina Antal (Institut d’histologie, Faculté de médecine, Strasbourg). Des
expériences de Co-IP suivies de spectrométrie de masse, réalisées en collaboration avec Philippe
Hammann (plateforme de protéomique, IBMC, Strasbourg) ont permis de déterminer les interactants

de Vps15 dans la rétine.
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A) Etude fonctionnelle par ERG

Afin de déterminer si les souris Vps15f995@/R98Q présentent des anomalies visuelles, nous avons réalisé
une série d’ERG en condition scotopique sur les souris (n=7, tous sexes confondus). Nous n’avons pas
fait de distinction de sexes car il n’existe pas de dysmorphisme sexuel au niveau des yeux des souris.
L'ERG est un test fonctionnel permettant de déterminer la capacité de réponses des cellules de la
rétine (par enregistrement de courant électrique) a des stimuli lumineux d’intensités croissantes. La
condition scotopique nécessite une adaptation au noir pendant 12h avant le test. Elle a pour objectif
de déterminer la capacité de réponse de I'ensemble des photorécepteurs (bdtonnets et cones). La
condition photopique ne nécessite pas d’adaptation préalable au noir (contrairement a la condition
scotopique) et permet de tester la capacité de réponse des cones uniquement puisque les baténnets
sont saturés dans ces conditions. Nous avons réalisé une étude longitudinale sur la méme cohorte de
souris a des ages croissants (1, 2, 3, 5 et 7 mois) pour mettre en évidence une potentielle
dégénérescence progressive et déterminer a quel age elle apparait.

Sur un tracé d’ERG, l'onde A correspond a I’hyperpolarisation des photorécepteurs et I'onde B
correspond a la dépolarisation des cellules ganglionnaires, en réponse aux flashs lumineux (Figure
56A). Nous n’avons pas observé de différence d’amplitude au niveau de I'onde A, en fonction du
génotype des souris, méme a 7M, I'age étudié le plus avancé (Figure 56B). Globalement, les amplitudes
des 2 ondes ne sont pas significativement différentes en fonction du génotype (Figure 56C). Les souris
Vps15/998/R?8A ne présentent pas d’atteintes rétiniennes. Nous n’avons pas observé d’aplatissements
progressifs des ondes comme c’est le cas pour des modeéles murins BBS (par exemple BBS10”" ou

Cep2907-dans Brun et al. 2019).
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Figure 56 : Résultats d’ERG. A. Tracé typique obtenu a I'issu d’un ERG en condition scotopique : annotations des
ondes A et B. B. Histogramme représentant les amplitudes de I'onde A en fonction de I'intensité du flash
lumineux dans le cadre de 'ERG a 7 mois (n=7, sexes confondus). C. Représentation des amplitudes moyennes
des ondes A et B en fonction de I'age des souris.
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B) Etude histologique des yeux

Nous avons d’abord mené une étude histologique sur les yeux des souris de 5 mois (n=6 pour chacun
des sexes) afin de mettre en évidence une anomalie d’organisation du tissu. Nous avons appliqué des
colorations classiques de type H&E pour laquelle I’hématoxyline : un colorant dit cationique ou basique
margque les structures dites anioniques ou acides en violet tels que les noyaux par exemple. A l'inverse,
I’éosine est un colorant anionique qui marque les structures cationiques en rose tel que le cytoplasme
(Figure 57A). Le Trichrome de Gomori est une coloration qui permet la visualisation des fibres de
collagéne en bleu et des noyaux en violet. La fibrose peut par exemple étre détectée par cette
coloration. Dans les 2 cas, nous n’avons pas observé de différences en fonction du génotype :
I’histologie rétinienne des souris Vps15f*98¥R998Q ast similaire a celle des souris Vps15%W7/WT,

Nous avons ensuite cherché a déterminer le patron d’expression de Vpsl5 dans la rétine par
Immunohistochimie paraffine (IHC-P) en utilisant plusieurs références d’anticorps dirigés contre cette
protéine (Abcam, Sigma et Genetex). L'intensité du marquage est proportionnelle au niveau
d’expression de la protéine. Comme attendu, a partir de résultats d’HIS (hybridation in situ) réalisée
contre ’ARNm de Vps15 sur des rétines de souris adultes (Blackshaw et al. 2004), Vps15 est exprimé

dans I'ensemble des couches de la rétine. Il n’y a pas de différence en fonction du génotype (Figure
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Figure 57 : Etude histologique de la rétine. A. Colorations classiques H&E (hématoxyline et éosine) et trichrome
de Gomori pour des coupes d’yeux de souris de 5M (n=6/sexes/génotypes). B. Mise au point des 3 références
d’anticorps anti-Vps15 sur les coupes des yeux de souris WT. C. Résultats des IHC-P réalisées avec I'anticorps
anti-Vps15 (Abcam). GCL : couche des cellules ganglionnaires, IPL : couche plexiforme interne, INL : couche
nucléaire interne, OPL : couche plexiforme externe, ONL : couche nucléaire externe, IS : segment interne/0S :
segment externe des photorécepteurs, RPE ; épithélium pigmentaire rétinien.
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Q) Etude de l'interactome de Vps15

Afin de déterminer, d’une part, si la mutation R998Q impacte les interactions établies entre Vps15 et
d’autres protéines et afin de mettre en évidence, d’autre part, I'interactome dans la rétine des souris
Vps15, nous avons réalisé une co-immunoprécipitation anti-Vps15 suivi d’'une analyse par
spectrométrie de masse (n=3).

Pour analyser le tableau de résultats (Figure 58), j’ai appliqué des filtres pour sélectionner uniquement
les protéines dont le nombre de spectres identifiés était >2, absent ou peu présent (<1) dans les Co-ip
négatives. Ainsi, 32 protéines ont été selectionnées dans les rétines Kl : elles sont toutes présentes
chez les WT. Seulement 3 protéines sont en interaction avec Vps15 uniquement dans la rétine WT
(Figure 59A). Les analyses permettant de mettre en évidence les quantités de protéine en interaction
avec Vps15 dans un des génotypes par rapport a I'autre n’ont donné aucun résultat significatif (Figure
59C). Par contre, les analyses d’enrichissement de voies de signalisation cellulaire réalisées avec les
listes de 32 protéines pour les Kl et 35 protéines pour les WT montrent des enrichissements dans les
voies associées au transport vésiculaire et au complexe PIK3, nécessaire au processus d’autophagie.
Un enrichissement d’environ 12% a été mis en évidence dans la voie d’activation dépendante de
I’AMPc (PKA). En effet, les sous-unités catalytiques (KapcA et KapcB), régulatrices (KapO et Kap1) ainsi
gue la protéine d’ancrage a la membrane (Shkap) ont été identifiées en interaction avec Vps15. De
plus, la protéine Binl (amphiphysine-2) a également été identifiée comme un nouvel interactant de
Vpsl5 dans la rétine. Les interactions de Vps15 et Kap0 et de Vps15 et Binl ont été validées par Co-IP

suivie d’'un Western blot (Figure 59D).
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Figure 58 : Résultats de spectrométrie de masse pour la rétine. Tableau de résultats récapitulant les interactants
connus de Vps15 et les nouveaux interactants potentiels spécifiques de la rétine.
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Figure 59 : Analyses d’enrichissements et validations d’interactions pour la rétine. A. Diagramme de Venn
représentant le nombre de protéines identifiées par spectrométrie de masse partagées par les 2 génotypes. B.
Histogramme montrant I’enrichissement protéique mis en évidence dans les protéines identifiées chez les WT et
les KI. C. Volcano-plot représentant la quantité de chacunes des protéines en interaction avec Vps15 en fonction
du génotype (Kl vs WT). D. Résultats de la Co-IP anti-Vps15 suivi du WB pour la validation des interactions.
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2. Analyse portant sur le rein :

A) Prélevement rétro-orbital et analyses biochimiques

Afin de déterminer si les souris présentent une anomalie du fonctionnement rénal, nous avons réalisé
des analyses biochimiques du plasma des souris (n=6, sexes séparés) a des ages croissants. En effet,
des concentrations sanguines anormales de substances éliminées dans l'urine (urée, créatinine, Na*,
Cl, K*) sont la preuve d’un mauvais fonctionnement rénal. Par exemple, la filtration du sang par les
glomérules permet la formation d’une urine primaire dont la composition est normalisée. Les
différentes zones du néphron sont le lieu de réabsorption/sécrétion d’ions et d’autres substances.
Ainsi, les variations hors des normes connues pour les substances dosées devraient nous aider a
déterminer la zone du néphron qui dysfonctionne.

Globalement, les valeurs de kaliémie, natrémie, chlorémie et d’urémie des souris (n=6 par sexe) sont
toujours comprises dans les zones de référence (Figure 60A-D). A 9 mois, il ne semble pas y avoir de
différences significatives en fonction du génotype. Pour les valeurs de créatinémie, les femelles WT et
KI sont hors des valeurs normales mais aucune différence dépendante du génotype n’a été mise en
évidence (Figure 60E). Pour les males KI, les valeurs sont trés hétérogénes avec des valeurs trés hautes
pour certains animaux. Il faudrait augmenter I'effectif d’animaux et éventuellement faire les analyses

biochimiques au-dela de 9 mois pour voir I’évolution des valeurs.
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Figure 60 : Analyses biochimiques plasmatiques. Représentation, en fonction de I'dge, des concentrations
plasmatiques des substances dosées : A. K+, B. Na+, C. Cl-, D. 'urée, E. la créatinine. Les valeurs de références
tirées de Otto et al. 2016 et Mazzaccara et al. 2008 sont délimitées en vert. Les résultats pour les souris femelles
(n=6) sont a gauche et ceux pour les males (n=6) a droite.
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B) Etude histologique du rein

Nous avons mené une étude histologique sur les reins des souris de 5M (n=6 par sexe) afin de mettre
en évidence une anomalie d’organisation du tissu. Comme pour I'ceil, nous avons appliqué les mémes
colorations (H&E et trichrome de Gomori) (Figure 61B et C). Nous n’avons pas observé de différences
en fonction du génotype : aucun kyste n’a été mis en évidence sur les coupes transversales (Figure 61).
Aucune fibrose n’a été révélée ni dans le cortex, ni dans la médulla (Figure 61B et C). L’histologie rénale

des souris Vps15R998/R98Q ast similaire a celle des souris Vps15V7WT,

A. Coupe transversale o Cortex c. Médulla / papille
Trichrome de Gomori

Souris Vps15W7WT

Souris Vps15R998/Rssq |
b

Figure 61 : Etude histologique du rein. A. Photo des coupes transversales entiéres des reins des souris (n=6
/sexe/génotype) colorées par H&E. Photos B. du cortex et C. de la médulla pour les 2 colorations appliquées.

Afin de déterminer les différentes zones néphroniques, nous avons utilisé des anticorps reconnaissant
des protéines marqueurs de chacunes d’elles (Figure 62A). Un marquage de la mégaline/Lrp2 permet
de distinguer les tubules proximaux. Un anticorps anti-Aqp2 révéle les tubes collecteurs. En marquant
I"'uromoduline/THP, les tubes contournés et les branches fines de I'anse de Henlé sont mis en évidence.
Nous avons ensuite cherché a déterminer le patron d’expression de Vps15 dans le rein par IHC-P en
utilisant plusieurs anticorps (Abcam, Sigma et Genetex). lls ont été appliqués sur des coupes sériées
de reins (coupes obtenues a la suite les unes des autres). Les correspondances de marquages entre les
différentes références ont été comparées pour déterminer les zones du rein ol Vps15 est exprimée.
Sigma marque les tubes contournés. Abcam marque l'urothélium et les tubes collecteurs au niveau de
la papille et du cortex et les podocytes du glomérule. Genetex marque légerement les tubes collecteurs
dans la papille et les tubes contournés dans le cortex. A la vue de ces observations, il est impossible de

conclure car nous avons obtenu 3 patrons différents avec les 3 anticorps anti-Vps15 (Figure 62B).
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A. Marquage des portions du néphron B. Marguage anti-Vps15
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Figure 62 : IHC-P sur les coupes rénales de souris WT. A. Photos des différentes portions rénales avec des
marquages anti-mégaline, anti-Aqp2 et anti-uromoduline. B. Photos des différentes portions rénales avec les
marquages anti-Vps15 issus des 3 références d’anticorps utilisées.
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Q) Etude de l'interactome de Vpsi15

Afin de déterminer si la mutation R998Q impacte les interactions établies entre Vps15 et d’autres
protéines et de mettre en évidence I'interactome, cette fois dans le rein des souris Vps15, nous avons
réalisé une Co-iP anti-Vps15 suivi d’'une analyse par spectrométrie de masse (n=3).

Pour analyser le tableau de résultats (Figure 63), j’ai appliqué des filtres pour selectionner uniquement
les protéines dont le nombre de spectres identifiés était >2, absent ou peu présent (<1) dans les co-ip
négatives. Ainsi, 215 protéines sont communes entre les reins WT et KI. 17 protéines sont en
interaction avec Vps15 uniquement dans les reins des souris WT. 61 protéines sont spécifiqguement
retrouvées en interaction avec Vps15 chez les souris Kl (Figure 64A) et des analyses d’enrichissements
des voies de signalisations cellulaires ont été réalisées sur cette liste (Figure 64B). Les analyses
permettant de mettre en évidence une quantité de protéine en interaction avec Vps15 dans un des
génotype par rapport a I'autre ont mis en évidence certaines protéines dont Dapkl : sa quantité
protéique en interaction avec Vps15 semble plus importante dans le rein Kl (Figure 64C). La validation
de ces résultats a été réalisée par Co-IP suivie d’un Western blot : I'interaction entre Vps15 et Dapkl a
été validée (Figure 64D). Il semble méme que la bande correspondante a Dapkl soit de taille plus
importante chez le Kl par rapport au WT aprées Co-IP alors que la grosseur des bandes est inversée dans
I'input. Golga2 (= Gm130) a été identifiée parmi les protéines pour lesquelles la quantité en interaction
avec Vps15 est appauvrie dans les reins Kl (Figure 64C). Il s’agit d’une protéine qui avait été identifiée
dans les co-ip réalisées sur les cellules des patients (Stoetzel et al. 2016) mais qui n’a pas été mise en

évidence dans les rétines des souris.
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Figure 63 : Résultats de spectrométrie de masse pour le rein. Tableau de résultats récapitulant les interactants
connus de Vps15 et les nouveaux interactants potentiels spécifiques du rein.

M Les 2 génotypes

H Kl uniguement
B WT uniguement

Go term « cellular component »

Synapse 15% p=0,256

glutamatergique

Organelle intra-cellulaire
lié ala membrane

15% p=0,708

Mitochondrial
nucléoide

6,67% p=0,046

C.

>

Il Il
15 20

Il
25%

Pourcentage en protéine

Enrichissementd'interaction avec Vps15

i E 2 0 2 4 6
Enrichissement chez WT Enrichissement chez Kl
Golgaz? ;w W
* . 0. 0’
* P IR
hd 0,160 % it Nup210
e ____lwag® | ablimies % sntb2
p=0,05
Becrzllg
Vps34
06,0090
@
pik3ra |2
B-06 >
6,000% o
s Eg Eg
Z a ¥ & 7
koa) M = = £ & 2 =
250 -4
150 e e - Anti Vps15 (150 kDa)
100 --
250 --
r Ve Anti Dapk1 (160 kDa)
150 - MN
50 -- Anti B tubuline (50 kDa
- B faris]

Figure 64 : Analyses d’enrichissements et validations des interactions pour le rein. A. Diagramme de Venn
représentant le nombre de protéines identifiées par spectrométrie de masse partagées ou spécifiques d’un
génotype. B. Histogramme montrant |’enrichissement protéique a partir de la liste de 61 protéines uniquement
identifiées chez les KI. C. Volcano-plot représentant la quantité de chacunes des protéines en interaction avec
Vps15 en fonction du génotype (KI vs WT). D. Résultats de la Co-IP anti-Vps15 suivi du WB pour la validation des

interactions.
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3. Analyse portant sur les cellules des souris

A) Marquage de LC3 et P62 avec/sans Chloroquine

D’un point de vue macroscopique, nous n’avons pas mis en évidence de preuve significative de la
présence d’'un phénotype typique de ciliopathie chez les souris Vpsl5. Afin de déterminer, le
phénotype a I’échelle cellulaire, j’ai réalisé des explants de peau a partir des bouts d’oreilles des souris
Vps15. Les fibroblastes murins (WT et KI) maintenus en culture ont été soumis a des conditions de
cultures variées : -SVF pour induire la ciliogéneése, -Glc pour stimuler le processus d’autophagie. Les
expériences menées sur les fibroblastes murins sont préliminaires : elles ont permis la mise en point
et I'optimisation des protocoles pour la mise en ceuvre d’une étude ultérieure a plus grande échelle.
Les expériences menées sur les cellules en condition de ciliogéneése (-SVF pendant 24h) devront étre
conduites en triplicats. Le marquage du cil primaire a été réalisé par IF avec un anticorps dirigé contre
I'alpha-tubuline-acétylée (photos non montrées). Des comptages du nombre de cellules ciliées et des
mesures de la taille des cils devront étre réalisés afin de déterminer si les fibroblastes des souris
Vps15/998/R?8Q résentent un phénotype de ciliopathie.

Les expériences menées sur les cellules en condition de déprivation (-Glc pendant 24h) devront
également étre conduites en triplicats mais les résultats de |’étude préliminaire sont encourageants.
Cette condition de culture stimule le processus d’autophagie. Ainsi, par IF, les protéines P62 et Lc3 ont
été marquées afin de déterminer le niveau basal d’activation de cette voie en fonction du génotype.
Les résultats montrent un marquage plus intense dans les fibroblastes des souris Vjps15f995/f998Q
(Figure 65A). Le niveau basal d’autophagie semble donc plus important dans les cellules des souris Kl
par rapport aux WT.

L’ajout de chloroquine pendant 6h sur des cellules en condition -Glc (pour un total de 24h) permet de
bloquer les étapes tardives du processus d’autophagie en empéchant la fusion des autophagosomes
avec les lysosomes. Les autophagosomes sont détectables dans le cytoplasme en marquant les
protéines P62 et Lc3. lls s’Taccumulent dans le cytoplasme des cellules sous formes de « puncta »
(Nemazanyy et al. 2013). Dans les fibroblastes des souris Vps15/9%6%R9%Q ces « puncta » sont présents
en plus grande quantité par rapport aux WT (Figure 65B), révélant I'accumulation des
autophagosomes. Le niveau basal d’autophagie dans les cellules des souris KI semble effectivement

augmenté par rapport aux WT.
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A.

+ SVF - Glucose - chloroquine

+ SVF - Glucose + chloroquine

Figure 65 : Travail portant sur les fibroblastes murins. Résultats des IF réalisées sur les fibroblastes murins de

1M (n=1) : Marquage dirigé contre les protéines P62 et LC3b ( ) et le noyau (DAPI, bleu) dans des conditions
de culture : +SVF, -glucose (24h), A. - chloroquine ou B. + chloroquine (50 uM, 6h).

Vps15Wi/wT

VpslsRQQBQ/RQQSQ

Vps15Wi/wT

VpslsRBBSQIRQBBQ
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4. Analyse portant sur le cerveau
Les patients VPS15 présentent une déficience intellectuelle légére : un type d’anomalie cérébrale
typiqguement retrouvée dans le cadre des ciliopathies. Afin de déterminer la présence d’une atteinte
cérébrale chez les souris, nous avons mis en place une collaboration avec le Dr Yalcin Binnaz (IGBMC,

lllkirch) en 2017.

A) Etude préliminaire

L'étude morphométrique développée par I'équipe de Y. Binnaz a précédemment été appliquée a
d’autres modeles murins pour déterminer les zones cérébrales dans lesquelles les tailles et les densités
cellulaires varient par rapport aux souris WT (S. C. Collins et al. 2018). Dans cette optique, I'étude a été
menée sur les femelles KI Vps15 (n=3) de 5mois et a révélé une réduction significative de la taille et de

la densité cellulaire des régions associées a I'hippocampe (Figure 66B).
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Figure 66 : Travaux réalisés en collaboration avec I’équipe de Y. Binnaz. Résultats de I’étude morphométrique
réalisée sur une cohorte de femelles de 5 mois (n=3).
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>  Les 1% conclusions

La 1% vague d’expériences mise en place dans ce projet de caractérisation phénotypique avait pour
objectif de déterminer si le nouveau modeéle murin Vps15~9%8/R9%8Q &tait un bon modéle d’étude pour
la ciliopathie ultra rare rapportée dans Stoetzel et al. 2016. Nous n’avons pas montré d’anomalies ni
rétinienne ni rénale significatives aux ages étudiés, ce modele murin ne semble donc pas étre un bon
modele d’étude pour cette ciliopathie car il ne récapitule pas les traits phénotypiques typiques de ces
pathologies.

Une étude préliminaire réalisée sur les cerveaux des souris en collaboration avec Yalcin Binnaz a mis
en évidence des anomalies morphométriques au niveau des hippocampes des souris. Nous avons donc
approfondi la caractérisation du phénotype cérébral de la souris Kl Vps15.

Des premiers résultats de MET réalisée sur quelques souris Kl agées de plus de 1 an ont révélé, de
maniere inattendue, la présence de plaques cérébrales dans I'hippocampe (photos non montrées). Le
phénotype mis en évidence avec ce « coup de sonde » a déja aidé a orienter le projet. Bien
évidemment, étant donné le peu de souris étudiées, nous étions conscients qu’il faudrait confirmer
ces observations avec un effectif plus important d’animaux. En plus, les recherches bibliographiques
portant sur les maladies neurodégénératives associés a un phénotype de plaque, nous ont aidé a
définir les expériences a mettre en ceuvre afin de préciser le phénotype cérébral des souris Vps15. La
2%me yague d’expériences imaginée pour ce projet avait pour objectif de répondre & une nouvelle
hypothése de travail : Est-ce que le modéle murin Vps15f9982R98Q noyrrait présenter les principaux

criteres de la maladie d’Alzheimer et étre, finalement, un modele d’étude pour cette pathologie ?
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Une 2°™ vague d’expérience a débuté en 2019 avec la constitution de plusieurs cohortes de souris, de
sexes différents. Certaines étaient nourries avec une nourriture normale dite « chow diet » (cohorte
3). D’autres ont été soumises a une nourriture spéciale dite « high tout, 12 » afin de les « challenger »
(cohorte 1 et 2). Sa composition riche en cholestérol, fructose et graisse est propice au développement
des plaques d’athérosclérose et des plaques cérébrales comme rapporté dans Mancini et al. 2018.
L’idée était de déterminer si, sous cette nourriture, les souris Kl allaient présenter un phénotype plus

sévere par rapport aux WT : prouvant un impact de la mutation sur le phénotype provoqué.

B) Etude de la mémoire de travail

Toutes les cohortes de souris, quelque soit leur nourriture, ont été soumises au test de comportement
Y-maze. Ce test de référence permet de calculer le pourcentage d’alternance entre les 3 bras du
labyrinthe pour une souris donnée. Une valeur diminuée par rapport a un contréle est synonyme d’une
altération de la mémoire de travail a court terme. La souris « ne se souvient pas » qu’elle a déja
explorée ce bras et va retourner I'explorer. Ce type de trouble cognitif fait partie des critéres associés
a la maladie d’Alzheimer.

Une premiére cohorte (cohorte 1) composée de femelles, ont été mises sous 12 pendant 6 mois entre
10M et 16M. Elles ont été soumises au Y-Maze a 16M (Figure 67A). Lors du Y-Maze, 4 souris (n=2 WT
et n=2KIl) ont été exclues car elles n’avaient pas exploré un minimum de 10 bras. Il s’agit du seuil
minimum a atteindre pour pouvoir considérer que la souris a exploré le labyrinthe. Ainsi, une souris
n’ayant pas explorée (=exclue) est aisément visualisable sur les trajectoires obtenues a I'issue du test
(Figure 67B). Pour cette cohorte, le pourcentage moyen d’alternance est diminué par rapport aux WT
(Figure 67C) avec un effectif de n=4 seulement. En augmentant I'effectif, la diminution sera peut-étre

statistiquement significative.
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Figure 67 : Etude de la mémoire par Y-maze, Cohorte 1. A. Représentation schématique de la chronologie des
événements pour cette cohorte. B. Comparaisons des trajectoires entre une souris ayant explorée (inclue dans
I’analyse) et une souris n’ayant pas explorée (exclue). C. Histogramme représentant les résultats du Ymaze pour
n=4 femelles de 16M (sous 12 depuis 6 mois). Chaque animal est représenté par un point.
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Des cohortes de males et de femelles (cohorte 2), nourris avec la nourriture 12 pendant une période
de 6M des leur 2M, ont été soumises au test de comportement Y-Maze a 8M. La valeur moyenne du
pourcentage d’alternance pour les femelles Kl est |égérement diminuée par rapport aux WT (Figure
68A). Pour les males, il n’y a pas de différences entre les 2 génotypes (Figure 68B). Il semblerait donc
qgue I'impact cognitif soit plus important chez les femelles. Pour consolider cette hypotheése, il faudrait
augmenter I'effectif pour réduire au maximum les variations intra-groupes.
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Figure 68 : Etude de la mémoire par Y-maze, Cohorte 2. Représentation schématique de la chronologie des
événements pour cette cohorte de souris placée 6 mois sous 12 et analysée a 8M. Histogramme représentant les
résultats des Y-maze pour A. les femelles (n=9) et B. les males (n=6). Chaque animal est représenté par un point.

Les cohortes de males et femelles n’ayant pas été mises sous la nourriture 12 (cohorte 3) ont subis une
série de Y-maze a des ages croissants (4,5M, 6M et 9M) afin de mettre en évidence I'apparition d’'une
potentielle atteinte cognitive au cours du temps (Figure 69A). Les pourcentages d’alternance au sein
de chaque groupe sont trés hétérogenes. L'ensemble des résultats ne montre pas de différence entre

les génotypes, quelque-soit le sexe (Figure 69B et C).

Il semblerait donc que le trouble cognitif soit accentué et potentiellement observable seulement chez
des femelles dans des conditions ou elles sont nourries avec le 12. L'effet semble accentué quand I'adge
des femelles est plus avancé. Ces résultats de comportements préliminaires sont encourageants et
devront étre reproduits avec des effectifs plus importants d’animaux pour émettre une conclusion plus

solide.
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Figure 69 : Etude de la mémoire par Y-maze, Cohorte 3. A. Représentation schématique de la chronologie des
événements pour cette cohorte de souris nourrie par « chow diet ». Histogramme représentant les résultats des
Ymaze pour B. les femelles (n=7) et C. les males (n=9). Chaque animal est représenté par un point.

Q) Analyse de 'ultrastructure des régions hippocampigues

Afin de mettre en évidence d’autres critéres associés a la maladie d’Alzheimer, nous avons réalisé de
la MET sur les hippocampes des femelles (n=3) de la cohorte 1 (Figure 67A). Les régions CA1 et CA3
ont été observées. Des plagues, une accumulation de filaments et des morts cellulaires de neurones

ont été mises en évidence seulement chez les souris Kl dans les 2 zones. (Figure 71).

D) Déterminer la nature des plaques

Afin de déterminer la nature des plaques visualisés par MET, nous avons réalisé des IF sur des
cryocoupes de cerveaux issus d’une cohorte de n=3 males de 1 an, nourris par « chow diet ». Nous
avons marqué l'a-synucléine (une protéine ayant été rapportée dans la composition de plaque
amyloide de patients (Twohig et Nielsen 2019)) et les peptides AB-amyloides (1-40, 1-42). Nous avons
recherché les zones de colocalisations au niveau de I'hippocampe (Figure 70). Nous avons pris des
photos plus précisément au niveau des zones CAl et CA3 en mode Z stack. Nous avons ainsi visualisé
la colocalisation des protéines marquées a la surface des cellules. Nous avons observé une
accumulation des agrégats de colocalisations a la surface des cellules des souris Kl Vps15. Il faudrait
reproduire ce marquage sur les cryocoupes de cerveaux issus des cohortes décrites précédemment

notamment celles sous 12 afin de confirmer ces premiéres observations.
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Figure 70 : Marquages protéiques sur des cryocoupes de cerveaux. Résultats du co-marquage anti-a-synucléine
et anti-peptides AB-amyloides par IF. Photos d’hippocampes obtenues aprés marquage de cryocoupes de
cerveaux de souris males de 1 an (n=3). Photos en mode Z stack a la surface des régions CA1 et CA3.
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Figure 71 : Observation de I’hippocampe par M Al et CA3
des femelles de la cohorte 1 (n=3). Les critéres histologiques observables sur les photos ont été surlignés par des
marquages de couleurs.
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E) Etude de la protéine Tau

L’hyperphosphorylation de la protéine Tau est I'un des critéres associés a la maladie d’Alzheimer. J'ai
réalisé des WB sur les protéines totales extraites a partir des cerveaux des femelles de la cohorte 1
(n=3). J’ai marqué la protéine Tau et certaines des sérines de cette protéine potentiellement
phosphorylées (Figure 72B). J'ai fait une quantification en normalisant par rapport au stain free (Figure
72A) afin de déterminer le niveau de phosphorylation de chaque sérine en fonction du génotype
(Figure 72C). ll est tres difficile de conclure face a ces résultats car la quantité protéique déposée (40pg)

est trop importante ce qui biaise les quantifications. Cette expérience est donc a refaire.
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Figure 72 : Tau et ses sérines phosphorylées. Résultats des WB sur les protéines totales extraites des cerveaux
des femelles de la cohorte 1 (n=3). A. Photos des 5 membranes « stain free » avant I'étape de révélation. B.
Résultats des marquages de la protéine Tau et de ces sérines phosphorylées. C. Histogrammes représentants la
quantité de protéine Tau et le niveau de phosphorylation des sérines en fonction du génotype.

»  2°m conclusion partielle sur le phénotype cérébral

Finalement, les résultats de cette 2°™® vague d’expériences nous ont permis de « dégrossir » le sujet
et d’effectivement mettre en évidence certains des criteres associés a la maladie d’Alzheimer,
notamment, la présence de plagues au niveau de I'hippocampe, révélées par MET. Les résultats
préliminaires des IF montrent qu’il s’agirait d’agrégats de type B-amyloides au niveau de I'hippocampe.
Les résultats de Y-Maze et WB restent trés préliminaires et donnent seulement des tendances car ils
ne sont pas significatifs. Ils devront étre confirmés en augmentant I'effectif des cohortes analysées. |
faudrait notamment étoffer la cohorte 1. Il serait intéressant de réaliser le méme schéma
d’expériences avec des males du méme age nourris au 12 pour voir si le sexe joue un réle dans
|"apparition des signes.

Dans la troisieme et derniere vague d’expériences, nous avons poursuivi nos investigations pour

comprendre pourquoi la mutation R998Q dans le géne Vps15 est responsable d’un phénotype de
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plague chez les souris. Pour I'instant, nous avons effectué une série d’Elisa afin doser les quantités
protéiques des enzymes impliquées dans la synthese des peptides AB (a partir des cerveaux des
femelles de la cohorte 1). D’autres expériences sont en cours d’analyse a I'heure actuelle (Full moon
et Co-IP). Les amyloidoses sont des maladies dont la maladie d’Alzheimer fait partie. Elles sont
caractérisées par I'accumulation de protéines agrégées sous forme de plaques dans une multitude
d’organes. Par exemple, le diabéete de type 2 peut étre provoqué par la présence, autour des flots de
Langerhans, d’'une plague composée d’amyline qui empéche le relargage dans le sang des hormones
synthétisées par les cellules a (glucagon) et B (insuline) (Lorenzo et al. 1994). Nous avons donc étendu

notre exploration au pancréas pour voir si une plague pouvait effectivement étre visualisée par MET.

5. Analyses exploratoires

A) Dosages protéiques cérébrales

Afin de préciser le mécanisme pouvant expliquer le développement de la plaque observée en MET,
nous avons réalisé une série de tests Elisa afin de doser dans le cerveau des souris de 16M (cohorte 1)
les quantités de protéines impliquées dans la formation des peptides A amyloides 1-40 et 1-42 a partir
du précurseur APP. Nous avons donc déterminé la quantité de Bace 1 et 2 (B sécrétases) et de la 'y
sécrétase ainsi que celle de sa sous unité catalytique Psenl (préséniline 1). Le résultat obtenu pour
Bace 1 n’est pas significatif entre les 2 génotypes : les barres d’erreur se chevauchent. Les quantités
de Bace 2, de y sécrétase et de Psenl semblent réduites chez le Kl par rapport au WT. Nous avons
également dosé la quantité protéique de Pp2a, une phosphatase qui réalise la déphosphorylation des
sérines de la protéine Tau. Sa quantité semble moindre chez les souris Vps15 (Figure 73). En
complément de ces tests Elisa, il serait intéressant de déterminer le niveau d’activité enzymatique de
ces protéines. Ce niveau pourrait étre augmenté chez les Kl pour compenser I'écart di a la réduction

de la quantité protéique et maintenir un niveau d’activité normal.
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Figure 73 : Dosages protéiques. Résultats des tests Elisa réalisés sur les protéines extraites des cerveaux des
femelles de la cohorte 1 (n=3).

B) Etude protéique (en cours)

Le Full moon est une expérience qui permet I'exploration de la quantité de nombreuses protéines

(Elisa) et de la phosphorylation de certaines protéines sur une lame (IF). J’ai réalisé I'expérience
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« phosphoexplorer » sur les protéines extraites de cerveau des souris de 16M mais je n’ai pas finalisé

I’analyse du grand nombre de données obtenues.

Q) Etude de l'interactome de Vps15 (en cours)

Afin de comprendre plus précisément le mécanisme reliant le génotype au phénotype cérébral obtenu,
nous avons réalisé des Co-IP anti-Vps15 sur des tranches de cerveaux de 3mm d’épaisseur contenant
I’hippocampe. Nous avons utilisé les cerveaux des femelles de la cohorte 2 (Figure 68A). Le cerveau a
été découpé au moyen d’un moule appelé « brain slicer » dédié aux souris adultes permettant de
découper transversalement tous les Imm des tranches de cerveau de maniére reproductible.

Pour déterminer (1) les conditions optimales pour la mise en place de I'expérience et (2) si I'anticorps
anti-Vps15 utilisé dans les 2 Co-IP précédentes serait applicable pour cette expérience sur les cerveaux,
j’ai effectué une premiére mise au point de Co-IP avec une tranche d’hippocampe contréle. Sur le WB,
j’ai révélé dans la Co-IP+ la protéine appat Vpsl5 et Beclin-1 (une protéine connue pour étre en
interaction avec Vps15) (Figure 74). Nous avons ensuite mis en place I'expérience de Co-IP suivie de
spectrométrie de masse sur n=3 cerveaux des femelles de la cohorte 2 en collaboration avec I'équipe
de Philippe Hamann (IBMC, Strasbourg). Pour l'instant, nous n’avons pas pu analyser les résultats
récemment recus. lls devraient pouvoir nous aiguiller sur les interactions spécifiques a cette zone du
cerveau (comprenant I’hippocampe) et peut étre montrer les interactions perdues ou gagnées selon

le génotype.
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Figure 74 : Mise au point de Co-ip anti Vps15 dans le cerveau. Résultats obtenus sur les protéines de cerveaux
extraites a partir d’une tranche d’hippocampe de souris contréle. Photos de la membrane marquée avec des

anticorps dirigés contre Vps15, contre Beclin-1: un interactant connu de Vps15 (contréle positif) et contre la
Btubuline : une protéine n’interagissant pas avec Vps15 (contréle négatif).
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D) Analyses de 'ultrastructure du pancréas

Nous avons réalisé de la MET sur les pancréas des femelles de la cohorte 1 (n=3). Une plaque est
visualisable autour des flots de Langerhans chez les souris Kl (Figure 75). Ce résultat vient conforter le
phénotype cérébral mis en évidence. Etant donné que nous avons révélé la présence de plaques au

niveau du cerveau et du pancréas des femelles de la cohorte 1, il serait intéressant d’étendre nos

recherches a d’autres organes.
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Figure 75 : Observation du pancréas par MET. Résultats de MET sur les pancréas des femelles de la cohorte 1
(n=3) : La plaque a été surlignée par une couleur jaune sur les photos.

o

>  Derniére conclusion sur la 3°™ vague

Dans le cadre de cette derniere vague, les expériences de Co-IP et de Full-moon sont en cours

d’analyses et leurs interprétations devraient nous aiguiller sur le possible mécanisme

physiopathologique expliquant le phénotype. Nous avons montré la présence de plaques au niveau

des pancréas des souris Vps15 par MET. Ce résultat nous permet d’étoffer nos premieres conclusions

et d’envisager le modele murin comme un modeéle d’amyloidoses.
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lll. Ladiscussion et les perspectives
Lorsque j'ai débuté le projet portant sur le modele murin Vps15, le principal objectif était de procéder
a la caractérisation phénotypique de la souris en dirigeant nos efforts sur les 2 organes principalement
touchés chez les patients : I'ceil et le rein. Nous voulions savoir si cette souris était un bon modele
d’étude pour la ciliopathie. Pour chaque organe, nous avons essayé de suivre un schéma parallele
associant des analyses de type ERG ou des analyses biochimiques du plasma pour déterminer si le
fonctionnement de l'organe en question était altéré. Nous avons également mené des études
moléculaires pour déterminer si des interactions étaient perdues ou gagnées (Co-ip) ou si les patrons
d’expression au niveau tissulaire étaient modifiés (histologie). Au fur et a mesure des résultats obtenus
il a fallu repréciser les objectifs scientifiques du projet ce qui explique pourquoi 3 vagues d’expériences

se sont succédées.

1. Est-ce un bon modeéle d’étude des ciliopathies ?

A l'issue de la premiére vague d’expériences, aucune conclusion franche ne se dégage des résultats
obtenus. Certaines des expériences telles que la détermination du patron d’expression de la protéine
Vpsl15 dans I'ceil et le rein n’ont pas abouties. Nous nous sommes retrouvés dans une impasse. Pour
surmonter le probléme, nous mettrons en place une collaboration pour réaliser de I’hybridation in situ
contre Vps15 parce que nous n’avons pas le matériel nécessaire pour réaliser ce type d’expérience au
laboratoire. Cette technique nous permettrait de déterminer sur des coupes de tissus, les cellules qui
expriment '’ARNm de Vps15. Ce sont celles qui seraient potentiellement impactées par la mutation
R998Q.

A) Linteractome de Vps15 en fonction des organes

Pour la rétine et pour le rein, nous avons réalisé des Co-lp anti-Vpsl5 suivies d’analyses par
spectrométrie de masse afin de déterminer les interactants de cette protéine dans les tissus de souris
de 1M. Parce que nous n’avons pas mis en évidence d’anomalies histologiques dans les tissus, nous
avons choisi d’analyser des souris de cet age pour 2 raisons : (1) les animaux sont adultes, (2) il fallait
prendre en considération le besoin de générer et maintenir un effectif important de souris (concernant
la rétine) pour atteindre les 3mg de protéines requises pour la réalisation de I'expérience. Nous avons
ainsi déterminé des interactants spécifiques pour chaque tissu.

Dans la rétine, nous avons identifié les 5 sous unités (2 sous unités catalytiques, 2 sous unités
régulatrices et une protéine d’ancrage) composant I’'ensemble du complexe PKA (protéine kinase A)
qui appartient a la famille des protéines kinases dépendantes de I’AMPc. Nous avons confirmé par WB
I'interaction de Vps15 avec KapO, une des sous unités régulatrices. Comme le résume la Figure 76,
quand PKA est inactive, les sous unités régulatrices et catalytiques interagissent. L’activation de PKA

est dépendante de la fixation d’AMPc au niveau des sous unités catalytiques qui entraine un
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changement de conformation du complexe et permet le relargage des sous unités catalytiques. En
conséquence, elles phosphorylent une multitude de protéines cibles et participent a la mise en place
de multiples réponses cellulaires. Le premier lien entre PKA et autophagie a été montré dans le modele
de levure S. cerevisiae ou les protéines ATG1, ATG13 et ATG18 ont été identifiées comme de
potentielles cibles de PKA.

Mavrakis et al. 2006 a montré que la sous unité régulatrice de PKA (Ria) réside dans les
autophagosomes et que I'invalidation du géne dans des MEF de souris (Prkarla’") active la voie mTOR
et inhibe le processus d’autophagie. L’activation de la PKA dans ces cellules menerait donc a
I'activation du processus d’autophagie. Une autre étude (Cherra et al. 2010) a montré que la protéine
LC3 peut étre directement phosphorylée par PKA, ce qui inhibe le processus d’autophagie dans les
neurones. Ces informations montrent que I'impact de PKA sur le processus d’autophagie est double et
dépend de I'organe considéré. La protéine codée par Sphkap permet I'ancrage du complexe PKA a la
membrane. Elle est également impliquée dans I’'ancrage et la régulation de I'activité de la protéine
SPHK1 (la sphingosine kinase de type 1). Il s’agit d’une kinase, exprimée dans les photorécepteurs et
les cellules de Miiller entre autre, qui phosphoryle la sphingosine 1P (Lacana et al. 2002; Simdn et al.
2019). Nous n’avons pas retrouvé Sphk1 parmi les interactants de Vps15 mais d’autres données de co-
ip montrent une interaction entre Sphkap et Sphk1 (Lacana et al. 2002). Un lien entre cette protéine
et I'autophagie a été rapporté par Moruno Manchon et al. 2016 : la kinase est localisée au niveau des
autophagosomes en cas de stimulation du processus d’autophagie.

Cet ensemble de données montre qu’il existe un lien entre le processus d’autophagie et PKA. Il faudrait
maintenant déterminer les cibles de PKA dans la rétine et le potentiel impact de la mutation R998Q de
Vps15 sur le fonctionnement de cette voie. Nous n’avons pas mis en évidence de différentiel
d’interactions entre les souris WT et Kl concernant les 5 sous unités identifiées. La mutation de Vps15
peut potentiellement avoir un impact en aval de la voie PKA, au niveau des protéines cibles, en régulant
le niveau d’activation du processus d’autophagie par exemple.

Nous avons également identifié puis confirmé par WB I'interaction entre Vps15 et Binl (Bridging
integrator 1 ou Amphiphysine 2) dans la rétine. Il s’agit d’'une protéine régulatrice du processus
d’endocytose qui est ancrée a la membrane plasmique grace a un site de liaison au phosphatidyl-
inositol (Pi). La protéine Bin-1 colocalise et interagit avec la protéine Tau : elle est impliquée dans la
genése de la maladie d’Alzheimer (Prokic, Cowling, et Laporte 2014). Il serait donc intéressant de
déterminer si Vps15 est également en interaction avec Bin-1 dans le cerveau des souris ce qui pourrait

apparaitre comme une premiere hypothése pour relier la mutation dans Vps15 au phénotype cérébral.
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Figure 76 : L’activation de PKA. Représentation schématique des sous unités (ssu) du complexe PKA.

Dans le rein, nous avons identifié les 3 isoformes des récepteurs Inositol 1, 4, 5 tri-phosphate (Itpr 1, 2
et 3) en interaction avec Vps15. Il s’agit de récepteurs, couplés a des canaux ioniques, localisés au
niveau du RE qui permettent la libération de Ca?* dans le cytoplasme quand ils sont activés. Le role de
ces récepteurs vis-a-vis de l'autophagie est double. Le Ca?* relargué par l'intermédiaire de ces
récepteurs est un second messager qui permet d’activer de nombreuses voies de signalisation dont le
processus d’autophagie. Par exemple, Vps34 et Dapkl ont été décrites comme des cibles de cette voie
(Kabir, Kim, et Chae 2018). L'étude de Criollo et al. 2007 rapporte un réle antagoniste des Itpr en
montrant que ces récepteurs sont en interaction directe avec Bcl-2, un inhibiteur du processus
d’autophagie qui séquestre Beclin-1. La perte des Itpr en recourant aux techniques d’ARNi ou a des
antagonistes de ces récepteurs (la xestospongine B par exemple) stimule le processus d’autophagie
avec un mécanisme indépendant du Ca?. Il semble donc que les récepteurs Itpr puissent réguler
positivement et négativement le processus d’autophagie. Nous pourrions mettre en place des
marquages du flux calcique dans les cellules des souris en culture afin de déterminer une potentielle
altération du relargage calcique chez les souris KI. Nous pourrions utiliser la xestospongine B sur les
cellules des souris Kl pour déterminer I'effet sur le processus d’autophagie.

Grace a I'étude interactomique, nous avons également mis en évidence, dans le rein, une interaction
entre Vpsl5 et Dapkl qui a été validée par WB. Il semble que la quantité de protéine Dapkl en
interaction avec Vps15 dans les reins des souris KI Vps15 soit plus importante par rapport au WT.
’activation de Dapkl est dépendante de la liaison avec le Ca* qui pourrait potentiellement étre
relargué par les récepteurs Itpr. Dapkl est connue pour provoquer I'activation d’'un programme de

mort cellulaire dépendante du processus d’autophagie et est également impliquée dans la
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pathogénese de la maladie d’Alzheimer. Tout comme Bin-1, il serait intéressant de déterminer si Vps15
est en interaction avec Dapkl dans le cerveau des souris, ce qui pourrait apparaitre comme une
deuxieme hypothése pour relier la mutation dans Vps15 au phénotype cérébral.

Dans I'ensemble, les données d’interactomiques nous laissent envisager de nombreuses pistes
expérimentales a explorer vis-a-vis du processus d’autophagie. Les expériences mentionnées
pourraient nous aider a préciser I'impact de la mutation de Vps15 sur le processus d’autophagie. En
effet, nous avons obtenu des résultats trés encourageants sur les cellules des souris. Le niveau basal
d’autophagie est augmenté dans les cellules Kl par rapport aux WT. Ces résultats sont préliminaires et
devront étre reproduits. Néanmoins, ils indiquent une probable altération du processus d’autophagie.
Une conclusion cohérente au regard du réle connu de Vps15 dans la formation des autophagosomes.
La mutation R998Q n’impacte pas I'établissement des interactions entre Vps15 et les autres protéines.
Par contre, la présence de la mutation peut potentiellement perturber I'activation de voies de
signalisations dans lesquels Vps15 est acteur.

Finalement, nous n’avons pas mis en évidence les anomalies typiques de la ciliopathie observée chez
I'Homme, telles que la rétinopathie pigmentaire ou la présence de kystes rénaux. Le modele murin KI

Vps15 n’est donc pas un bon modeéle d’étude pour la ciliopathie d’intérét.

B) Explications potentielles a I'absence de phénotype

Le premier modele murin KO a été étudié en 1989 (Thompson et al. 1989). Depuis des milliers d’autres
publications ont rapporté des liens entre génotypes et phénotypes basés sur la caractérisation
phénotypique de nouveaux modeéles murins. L'objectif commun de ces travaux vise a assigner une
fonction a chacun des genes du génome murin. Par contre, le nombre de modeles murins invalidés
pour un géne donné ne présentant pas de phénotype est estimé a 10-15% (Barbaric, Miller, et Dear
2007). Ce nombre est certainement sous-estimé par le manque de publications scientifiques
rapportant les résultats négatifs obtenus a I'issu du phénotypage de nouveaux modeles murins. De
méme, la restriction des explorations a certains organes réduit la possibilité de mettre en évidence des
atteintes hors du phénotype attendu. Plusieurs consortiums (comme I'lMPC par exemple) ont été créés
ces dernieres années afin de générer des modéle KO pour chacun des génes de la souris et mettre en
place un phénotypage standardisé pour I'ensemble des organes des animaux. Parmi ces modeles
murins, certains ont montré des symptémes inattendus : le modéle KO pour Lif (codant pour la
cytokine Leukemia Inhibitory Factor) a d’abord montré, pour les femelles gestantes, un défaut
d’implantation des blastocystes (C. L. Stewart et al. 1992). Un phénotype inattendu a été mis en
évidence plus tard montrant des problémes immunitaires associés a des problemes neurologiques
(Pechnick et al. 2004). Clemen et al. 2018 a rapporté le cas d’'un modéle murin porteur d’'une mutation

faux-sens dans Vcp responsable d’une sclérose latérale amyotrophique chez I’homme qui ne récapitule
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pas le phénotype typique de cette pathologie. Plusieurs hypotheses peuvent étre énoncées pour
expliquer cette absence de phénotype ou encore la présence d’un phénotype inattendu pour ces
modeles animaux. D’abord, nous ne pouvons pas écarter I'impact du fond génétique sur I'apparition
d’un phénotype. Des études GWAS (Genome Wide Association Studies) appliquées au génome murin
ont montré que certains loci modulent la présence/absence ou encore le niveau de sévérité d’un
phénotype (Sittig et al. 2016). Par exemple, la comparaison des phénotypes de souris ayant les mémes
mutations sur les 2 fonds génétiques les plus courants (CsH/Hel et C57BL6J) a montré des différences
dans 43% des cas (Barbaric, Miller, et Dear 2007). Dans le cadre du projet portant sur la souris Vps15,
nous pourrions envisager de changer le fond génétique des animaux par la mise en place de backcross.
Nous ne pouvons écarter la possibilité que des phénotypes apparaissent chez des souris Vps15 ayant
d’autres fonds génétiques.

Méme si la souris est un bon modele d’étude pour les pathologies humaines, parmi les 29 000 génes
murins, 61% (17800) sont des orthologues des génes humains (Schofield, Hoehndorf, et Gkoutos
2012). ll existe donc des protéines n’ayant pas forcément le méme mécanisme d’action en fonction de
I’espéece considérée. Certaines protéines ne seront produites que dans 1 des 2 especes. Par exemple,
une mutation du géne Ocrl1 est responsable du syndrome oculo-cérébro-rénal (OCRL) chez ’homme
et le modele murin KO pour Ocrl/1 ne présente aucun phénotype. Par contre, une souris KO pour un
géne inexistant dans le génome humain (Inpp55b, en I'occurrence, dont la protéine codante est
rapportée en interaction avec la protéine OCRL1 chez la souris) va présenter un phénotype typique
d’OCRL. Le réle des protéines d’intéréts au sein des tissus peut diverger d’une espéce a I'autre. En
effet, la publication El-Amraoui et Petit 2014 a permis de mettre en évidence des différences dans
I"architecture des photorécepteurs murins par rapport a ceux des primates expliquant ainsi pourquoi
les souris mutées dans les genes Ushl et 3 ne développent pas de RP. Enfin, dans certains cas, le
phénotype associé est trés subtil, le nombre d’animaux inclus pour I'étude est trop limité pour
permettre de déceler celui-ci. Pour contourner cette possible limitation dans le cadre du projet Vps15,
j'ai eu I'idée de mettre en culture les fibroblastes des souris et d’étudier leurs réponses/phénotypes
en fonction de la condition de culture appliquée. Les résultats ont été obtenus sur un nombre réduit

de souris (n=1). Pour la suite, il sera primordial d’augmenter I'effectif a un minimum de n=3.

2. Est-ce un modeéle pour d’autres maladies plus communes ?

A) Refaire et valider les conclusions

A l'issue des vagues d’expériences 2 et 3, nous avons montré que le modele murin Vps15 présente des
plagues au niveau de I'hippocampe et du pancréas a des ages avancés (12 et 16 mois). Pour le moment,
nous avons réalisé des expériences préliminaires qu’il faudra reproduire telles que les IF pour

déterminer la nature des plaques hippocampiques, les WB dirigés contre les sérines phosphorylées de
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Tau ou encore les tests ELISA. Dans le cas des WB, la quantité protéique qui a été déposée dans les
puits lors du dépot est trop importante et le marquage obtenu lors de la révélation est trop fort pour
permettre de distinguer des variations de quantités et de conclure. Il sera donc primordial de prendre
en compte ces changements en refaisant cette expérience. Pour les ELISA, il faudra augmenter I'effectif
de souris analysé et réaliser I'analyse sur plusieurs cohortes afin de pouvoir comparer les résultats
selon les conditions. Globalement, pour la caractérisation portant sur le cerveau des souris Kl Vps15,
des expériences supplémentaires devront étre mises en ceuvre et les effectifs d’animaux inclus dans
les cohortes devront étre augmentés afin de déterminer si le modele Vps15 présente I'ensemble des
criteres de la maladie d’Alzheimer (mort neuronale, plaque amyloide, hyperphosphorylation de la
protéine Tau, troubles cognitifs). Pour confirmer la présence de morts cellulaires, nous pourrions
envisager la mise en place d’'un TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
sur des cryocoupes de cerveaux afin de déterminer la proportion et la localisation des cellules en train
de mourir par apoptose.

Si nous parvenons a confirmer I'ensemble de nos résultats, nous pourrions conclure que le modéle
murin Kl Vps15 est un nouveau modele d’étude pour la maladie d’Alzheimer. Ces conclusions
s’avéreraient totalement inattendues au regard des premiéres hypothéses émises au début de mon
travail de caractérisation phénotypique. Du coup, il sera également important de déterminer pourquoi
la mutation dans le géne Vps15 conduit au développement d’un tel phénotype, nous avons commencé
ce travail au cours de ces derniers 6 mois en mettant en place la derniere vague d’expériences. Les
résultats de Co-ip et de Full-moon devraient apporter un début de réponse et nous aiguiller pour la
suite du projet.

B) Modele d’étude pour la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est considérée comme la premiére cause de démence chez les personnes agées
et concernera plus de 92 millions d’individus d’ici 2050 selon les estimations du World Alzheimer report
édité par I’Alzheimer’s disease international en 2015. Pour l'instant, les seuls traitements existants
sont palliatifs. Par exemple, des inhibiteurs de la cholinestérase (AchEls) tel que le Doneprezil ou des
antagonistes aux récepteurs NMDA telle que la Mémantine sont prescrits aux patients afin de réduire
les symptomes de la maladie. Les chercheurs travaillent sur des traitements ciblant plus précisément
le processus physiopathologique qui débute bien avant I'arrivée des symptémes. Dans 22% des
molécules testées, la cible appartient a la cascade de signalisation qui aboutit a la formation de la
plague amyloide a partir du précurseur APP (P.-P. Liu et al. 2019). A I'heure actuelle, des inhibiteurs
des enzymes B et y sécrétases, des anticorps dirigés contre la plaque amyloide ou les peptides AB ont
été développés et sont testés au cours de phases précliniques, comme le résume la Figure 77. Le test

de ces molécules est réalisé en recourant a des modéles d’études pour la maladie d’Alzheimer tels que
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le vers C. elegans, les organoides de mini-cerveaux, les poisson-zeébres, les primates non-humains ou
encore les rongeurs. Pour ces derniers, 2 générations d’animaux ont été créées. La premiere
génération de modeéles murins générés correspond a des souris transgéniques surexprimant des
protéines mutées dans les formes familiales d’Alzheimer, surexprimant le précurseur APP mutant ou
surexprimant les enzymes B, y sécrétase ou Psenl. La deuxiéme génération regroupe des souris
exprimant des séquences humanisées d’APP porteuses de mutations ponctuelles des formes familiales
d’Alzheimer. Finalement, a I'issus des multiples croisements et des modifications de fond génétique,
un total de 180 modeles murins est répertorié dans la base de données AlzForum. Chacune des lignées
a été caractérisée phénotypiquement. Le succeés des essais précliniques est contrebalancé par les
échecs des études cliniques. Le choix du modeéle pour le test des potentielles molécules thérapeutiques
dépend de I'impact de la molécule d’intérét car a I’heure actuelle, il n’existe pas de modele disponible
qui récapitule I'ensemble des critéres de la maladie d’Alzheimer. Par exemple, une molécule ciblant la
plague amyloide va étre testée sur un modele murin qui présente une plague amyloide mais qui ne
présente pas d’hyperphosphorylation de la protéine Tau par exemple. Les modéles murins ne
récapitulent pas non plus I'age de développement tardif de la maladie observé chez les patients ni la
distribution cérébrale des plaques. Il existe un véritable manque de corrélation entre les modéles
murins et les patients atteints de cette maladie. L’enjeu majeur dans la recherche de traitement pour
la maladie d’Alzheimer est de trouver un modele d’étude pertinent. Les perspectives envisagées pour
la suite de ce projet positionnent le modele murin KI Vps15 comme un potentiel candidat pouvant

endosser ce role.

v Inhibiteurs : Hﬂque amylo'i'de

- Verubecestat (MK-8931, Merck & Co)

- Lanabecestat (A7D3293, AstraZeneca, Eli Lilly)
Umibecestat (Novartis/Amgen)

- Elenbecestat (E2609, Eisai)

¥ Immunothérapie :
Solanzumab (essai EXPEDITION, Eli Lilly...)
- Gantenerumab (Roche)
- Crenezumab (Roche)
- Aducanumab (essais ENGAGE & EMERGE, Biogen) Mars 2019

¥ Recours miARN ex : miR107 (gemfibrozil)

sAPPR

¥ GV-971 (oligosaccharide extrait d’une algue) actuellement
mis sur le marché chinois, Shanghai Green Valley

g~
sécrétase

(BACE 1) i

¥ Combinaison :

CNP520 (anti-BACEL, Alzheimer association)

+
CAD106 (vaccin avec épitope multiple de AB, Novartis)

y sécrétase

¥ Inhibiteurs :
- Semagacestat (Eli Lilly)
- Avagacestrat (Bristol Myers Squibb)
Figure 77 : Molécules thérapeutiques anti-plaques. Représentation schématique repositionnant les molécules
thérapeutiques testées (non exhaustif) en regard de leurs cibles dans la voie pathologique aboutissant a la
formation de plaques amyloides a partir du précurseur APP (inspirée de Huang, Chao, et Hu 2020; Maia et Sousa
2019; Liu 2002).
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Q) Modeéle d’étude pour les amyloidoses

La maladie d’Alzheimer appartient a un groupe de maladies appelées amyloidoses caractérisées par
I'agrégation de protéines anormales sous la forme de plaques dans différents tissus (cceur, rein,
pancréas, cerveau, etc.). Nous avons formulé I’hypothése selon laquelle le modeéle KI Vps15 pourrait
étre un nouveau modele d’étude de la maladie d’Alzheimer et peut é&tre méme des amyloidoses en
raison de la présence de plaques dans le pancréas. D’ailleurs, le diabéete de type 2 peut étre causé par
une amyloidose dans le cas ou I'amyline (formée a partir d’un précurseur appelé pro-IAPP) s’agrege
pour former des plaques (Lorenzo et al. 1994). Pour l'instant, nous avons une indication sur la
composition des plaques présentes au niveau de I"hippocampe des souris Kl grace au marquage des
peptides B-amyloides par IF. Il faudra faire un marquage similaire sur les cryocoupes de cerveaux issus
de la cohorte 1 de femelles par exemple pour confirmer la nature des plaques. Pour le pancréas, nous
pourrions également envisager un marquage anti-amyline afin de déterminer la composition des
plagues dans cet organe. Pour confirmer I'atteinte pancréatique, nous pourrions mettre en place des
tests fonctionnels pour explorer la présence d’un phénotype chez les souris tels qu’'un Glucose
tolerance test (GTT), des tests Elisa sur le plasma (anti-insuline, anti-glucagon ou anti-peptide C...).
Nous souhaiterions, comme nous I'avons fait précédemment, réaliser une analyse de I'interactome de
Vps15 dans le pancréas.

Afin de déterminer si des plaques sont présentes dans d’autres tissus et si le modéle Vps15 est un

potentiel modéle d’étude des amyloidoses, nous comptons élargir nos recherches a d’autres organes.

IV. Les conclusions
Nous avons accumulé beaucoup de résultats concernant le nouveau modeéle murin KI Vjps15F998a/r995a
au cours des 3 années de thése. Nous pouvons conclure que les souris ne présentent pas le phénotype
de ciliopathie attendu au début de ce projet. Par contre, certains résultats semblent indiquer une
altération du processus d’autophagie : une conclusion similaire aux modeles KO et hypomorphe Vps15
rapportés par d’autres équipes. L'analyse cérébrale mise en place au cours de la derniere année de
these indique la présence de plaques dans I’hippocampe. L’exploration du pancréas a mis en évidence
le méme phénotype. Il faut maintenant confirmer les premiers résultats et mettre en place les
expériences imaginées pour confirmer ou non nos hypothéses selon lesquelles le modéle murin KiI
Vps15 serait un modele d’étude pour la maladie d’Alzheimer ou pour les amyloidoses plus largement.
Ceci ouvrirait des perspectives importantes qui seront développées dans la discussion générale qui

suit.
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Le travail de these que je vous présente dans ce manuscrit s’inscrit dans le vaste domaine de la
génétique médicale appliquée aux maladies rares et aborde plus précisément certaines ciliopathies
comme le BBS. Le travail que nous réalisons au laboratoire s’inscrit dans la recherche dite
translationnelle qui se décrit en plusieurs étapes. Je vais les reprendre par la suite afin de montrer les

principales limites et les possibles ouvertures pour chacunes d’elles.

I Le diagnostic génétique
A ce jour, on dénombre environ 7000 maladies rares qui atteignent plus de 3 millions de personnes en
France (soit 4,5% de la population francaise). Il est estimé que seulement 50% des malades ont un
diagnostic slr, c’est-a-dire que la mutation responsable de la maladie a été identifiée et validée. Dans
le cadre du BBS, on estime que >80% des patients sont résolus. Il existe encore une grande part de
patients concernés par I'errance diagnostique voire par I'impasse diagnostique. En effet, soit la cause
génétique de la pathologie n’est pas encore identifiée, malgré toutes les techniques utilisées (NGS),
soit une cause potentielle est identifiée, mais la preuve de la pathogénicité n’est pas clairement établie
(les VUS). En France, I'errance diagnostique dure en moyenne 4 a 5 ans (CARE’19, Alliance maladies
rares). L'objectif principal a atteindre a I’'heure actuelle dans le cadre de ces maladies est de parvenir
a 100% de taux de résolution, mais la question est la suivante : Comment y parvenir, comment
pourrait-on résoudre ce qui est encore irrésolu ? Il s’agit d’ailleurs du principal objectif du Plan
Prioritaire de Recherche sur les maladies rares lancé par le gouvernement pour une période de 10 ans
dans la continuité du 3™ plan national maladies rares (2018-2025) et du plan France Médecine
Génomique 2025. Une aide financiére sera apportée dans les prochaines années aux laboratoires pour

leur permettre de développer des approches innovantes afin de résoudre les impasses diagnostiques.

Un des points qu’il faut soulever a ce stade trés préliminaire de la discussion est la nécessité de prendre
en compte les variations des taux de résolution en fonction des cohortes considérées. En effet, il a été
montré dans le cas du BBS que plus le nombre de critéres cliniques majeurs est important, plus la
probabilité de détecter les 2 alleles mutés dans un gene BBS connus augmente. Dans le cas ou le
diagnostic clinique établi est sdr, la résolution peut attendre 100%. Par contre, si le diagnostic clinique
est partagé parmi d’autres ciliopathies alors, le taux de résolution diminue (Redin et al. 2012c). Le
probléeme c’est que de plus en plus de patients ayant des formes atypiques avec des phénotypes de
plus en plus éloignés de ceux d’un BBS typique sont inclus dans les cohortes (Shamseldin et al. 2020b).
La démarche scientifique pour la détection des mutations est un compromis entre le co(t financier des
analyses et la probabilité de détecter les variants pathogenes avec chacunes des analyses. La démarche
qui est habituellement mise en place se restreint au départ aux génes connus pour étre responsables

des pathologies avec ce type de phénotypes (TES). Si aucun génotype compatible n’est mis en évidence
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alors la recherche s’élargie au WES. Si le diagnostic génétique n’est toujours pas résolu alors une
exploration du génome entier par WGS est mise en place. Ce type d’analyse va permettre la détection
de milliers de mutations a grande échelle mais I'interprétation de cette masse de données s’avéere
complexe a I’heure actuelle. Si cela était envisageable d’un point de vue financier, I'analyse génétique
serait directement faite par WGS sachant que I'analyse peut étre virtuellement restreinte aux genes
connus (TES) ou a la séquence codante du génome (WES). Il s’agit d’'une démarche récemment mise
en place par Shamseldin et al. 2020 qui a directement fait I'analyse génétique par WGS pour des
patients dont les signes cliniques n’étaient pas forcément compatibles avec le phénotype typique
d’une ciliopathie. Ne serait-ce finalement pas le protocole a mettre en place a I'avenir pour répondre
a la question, « comment résoudre l'irrésolu ? ». On peut d’ores et déja répondre que oui car ce
protocole correspond au plan France Médecine Génomique lancé depuis 2016 ayant pour objectif de
multiplier par 5 le nombre de séquencages annuels en France par la mise en place de 12 plateformes
de WGS. D’ailleurs, 2 plateformes de WGS sur les 12 prévues sont opérationnelles depuis cette année.

Mais, il existe plusieurs autres hypothéses qui peuvent étre avancées pour répondre a la question.

1. Les nouveaux genes

D’abord, parmi les 20% des cas non résolus, il est possible qu’une partie des patients soient porteurs
de mutations dans des genes considérés comme de nouveaux genes de ciliopathies au moment de
I'analyse. Il peut s’agir de génes candidats qui ont été mentionnés comme ayant un lien avec le cil lors
d’études exploratoires expérimentales in vitro ou in vivo. Par exemple, la détermination du ciliome
(Gherman, Davis, et Katsanis 2006) a permis la mise en évidence de nombreux génes candidats. A
I’époque, ce travail a donné naissance a une base de données nommée « Ciliproteome » qui avait pour
objectif de partager avec la communauté scientifique les protéines ciliaires identifiées (et donc les
génes candidats potentiels) afin d’aider a la compréhension du cil primaire alors encore méconnu. De
nombreux genes ont d’ailleurs été validés par la suite comme de véritables genes de ciliopathie. Cette
premiere base de données a été maintenant remplacée par d’autres ayant les mémes objectifs telles
que Syscilia (http://syscilia.org/) ou encore CilDB (http://cildb.cgm.cnrs-gif.fr/). Des études d’analyses
bioinformatiques « in silico » permettent également de déterminer des génes candidats de ciliopathie.
Par exemple, Nevers et al. 2017 est une publication du laboratoire qui rapporte une étude de
génomique comparative ayant permis de déterminer une liste de 274 génes ciliaires a partir de la
conservation des genes orthologues entre 100 especes eucaryotes. Parmi eux, 87 génes ont été
considérés comme candidats.

Les genes candidats de ciliopathies peuvent également étre des génes n’ayant aucun lien apparent
avec une fonction ciliaire. Par exemple, la protéine LZTFL1 (Leucine Zipper Transcription Factor Like 1)

a d’abord été décrite en 2010 comme un suppresseur de tumeur, considéré comme un marqueur
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pronostic dans le cadre des cancers gastriques (Wei et al. 2019). Le role de cette protéine dans le cil a
été décrit pour la premiére fois en 2011 (Seo et al. 2011). Ce géne a été rapporté comme étant le 17¢™
géne BBS par notre laboratoire en 2017 (Marion, Stutzmann, et al. 2012). Parfois, les génes candidats
peuvent étre des genes codants pour des protéines dont le réle connu est totalement éloigné du
fonctionnement du cil. Ceci est le cas pour VPS15/PIK3R4 dont le role dans l'autophagie était
clairement établi au préalable.

Néanmoins, il parait relativement évident que la proportion de nouveaux génes BBS restant a identifier
soit assez faible, si on considére que depuis I'identification du géne BBS13/MKS1, le nombre de familles
rapportées pour chacun des 11 derniers nouveaux genes BBS est trés restreint: il s’agit de

contributeurs mineurs au BBS par rapport a des genes tels que BBS1 et BBS10 par exemple.

2. Plusieurs genes = plusieurs signes cliniques
Parmi les 20% des cas non résolus, il est possible que le phénotype de certains des patients atteints de
ciliopathies syndromiques soit finalement le résultat de I'addition de plusieurs signes cliniques dans
des organes différents, tous causés par des mutations dans des génes différents. Nous avons été
confrontés a ce type de conclusion dans le cadre du projet portant sur le géne /IQCE (Estrada-Cuzcano
et al. 2020b). Cette situation est loin d’étre isolée comme 2 autres études le montrent. DelLuca et al.
2015 rapporte le cas d’un patient avec un phénotype proche de celui du syndrome de Usher dont la
combinaison des signes cliniques est finalement causée par la mutation M390R de BBS1 a I'état
homozygote et des mutations hétérozygotes composites au niveau du gene SLC26A4. L’'étude de
Karaca et al. 2018 rapporte le cas d’'une cohorte de 106 patients ayant des atteintes
neurodéveloppementales dont I'analyse génétique a identifié, pour 13 d’entre eux, des variants

pathogénes au niveau de 2 génes ou plus, expliquant chacun une partie du phénotype.

3. Les génes connus

A) De nouveaux mécanismes

Parmi les 20% des cas non résolus, il est possible que les mutations soient présentes dans des genes
connus mais liées a un mécanisme qui n’est pas envisagé de maniere systématique. Depuis le projet
portant sur BBS1 et I'insertion du rétrotransposon SVA-F, la PCR duplex ciblant le site d’insertion est
mise en place en routine au laboratoire de diagnostic (HUS) et le protocole bioinformatique de
détection des MEI a été ajouté a notre pipeline d’analyse des exomes et des génomes. Avec cette
insertion dans I'’exon 13 de BBS1, nous avons au final résolu le cas de 6 familles BBS supplémentaires
et cet alléle représente a présent la 2°™ mutation la plus fréquente dans le géne BBS1. En ajoutant la
premiere famille publiée par Tavares et al. 2019, nous portons a 7 le nombre de familles dans le monde

a avoir le méme génotype.
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Dans d’autres cas, la mutation peut échapper aux techniques d’identification, que ce soit en lien avec
les techniques de biologies moléculaires ou bien avec les algorithmes bioinformatiques utilisés. Nous
nous avons été confrontés a ce cas dans le projet portant sur BBS5 pour lequel la délétion des 2
premiers exons n’a pu étre détectée ni par le panel de génes ni par 'exome. En effet, la délétion
englobant le promoteur et les exons 1-2 du géne n’a été identifiée que par la mise en place d’'un WGS.

Une fois identifié, la pathogénicité de ce variant est évidente.

B) Qui s’occupe des VUS ?

Dans le cadre de l'identification et de la validation des mutations, il existe une frontiere facilement
franchissable entre le travail dévolu au laboratoire de diagnostic et celui dévolu au laboratoire de
recherche. Théoriquement, le travail du laboratoire de recherche est d’identifier des mutations dans
de nouveaux genes et de publier ses recherches afin d’alimenter en nouveautés les connaissances de
la communauté scientifique. Le travail du laboratoire de diagnostic génétique est d’identifier des
mutations dans les génes connus qui ont été rapportés précédemment par les laboratoires de
recherche, en mettant en place du TES par exemple. Cependant, une part non négligeable des variants
identifiés sont classés en tant que VUS (classe 3) nécessitant la mise en place d’analyses moléculaires
plus poussées afin d’apporter la preuve ou pas de leur pathogénicité comme c’est le cas de la 2°™
mutation identifiée dans BBS5. Le laboratoire de diagnostic n’a pas forcement les outils ou
I'infrastructure pour mettre en ceuvre ces expériences supplémentaires et transfere quand c’est
possible ce travail a un laboratoire de recherche qui a plus de latitude dans la mise en place d’un large
panel d’expériences afin de reclasser les variants. Bien que la coopération entre les laboratoires soit
essentielle, il est évident que la validation de certains variants ne reléeve pas de la mission du

laboratoire de recherche et devrait plutot étre a la charge du laboratoire de diagnostic.

Q) La difficulté d’obtenir du matériel biologique

Dans le cadre du projet portant sur le gene IFT27, nous avons validé et publié en 2019 nos recherches
portant sur des variants ayant déja été rapportés par des publications de 2014 et 2018. Cette étude
me permet d’illustrer la durée parfois nécessaire pour obtenir le matériel biologique nous permettant
de poursuivre nos travaux de recherche. Il nous a fallu plus d’un an pour y avoir acces, ce qui a modifié
notre stratégie de publication : nous sommes passés de la 2™ famille identifiée a la 4°™ et notre
article est devenu le 4°™ & décrire des mutations dans ce géne. Bien que cela soit toujours trés
important de rapporter ces données dans la littérature, il est également important de considérer

I’effort et la forte compétition du milieu de la recherche.
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D) Le WGS

Je voudrais a présent revenir sur I'essor des techniques NGS et en particulier sur le recours du WGS
pour I'identification des causes génétiques des ciliopathies. En effet, parmi les 20% des cas non résolus,
on peut raisonnablement penser que de nombreuses mutations seront localisées dans des zones non
codantes de notre génome comme : des variations introniques profondes, des variations des éléments
régulateurs (pouvant altérer le niveau d’expression du gene) qui ne sont pas ciblées par le WES. Le
recours au WGS se démocratise de plus en plus en génétique médicale en devenant plus accessible
financierement. Cette technique permet également de mettre en évidence des mutations non
identifiées par le TES ou le WES. Par exemple, dans le cas du projet portant sur BBS5, le WGS a pu
mettre en évidence une délétion des 2 premiers exons du gene BBS5, une zone qui était pourtant
accessible par le TES et le WES. Le WGS ne nécessite pas d’étape de capture et la couverture des
différentes régions (pas seulement des exons par exemple) est plus compléte et homogene, ce qui
offre une situation plus favorable a la détection des CNV. Le génome permet donc d’obtenir des
données du WES mais de maniére plus robuste.

L'un des problémes majeurs qu’il va falloir résoudre avec I'essor du WGS est l'interprétation de
I’ensemble des variants. A I’heure actuelle, il y a encore peu de données et donc d’annotations pour
les zones du génome, qui n’étaient pas ou peu explorées jusqu’a présent. Ceci entraine une plus grande
difficulté pour classer les variants et laissera de nombreux variants en classe 3 (VUS). Ces lacunes
devront étre comblées afin de permettre le rendu d’un diagnostic pour des mutations dans des régions
non codantes sans systématiquement nécessiter la mise en place de validations fonctionnelles
poussées. On peut imaginer des mutations au niveau de régions régulatrices des genes comme les
« enhancers », des mutations au niveau de séquences de mi-ARN qui régulent les transcrits, des
mutations introniques profondes qui perturberaient le niveau d’expression ou le processus d’épissage
des genes connus et causeraient une ciliopathie.

Une partie de ces limitations sera comblée par la généralisation du WGS et la mise a disposition des
fréquences des variants dans les zones introniques et intergéniques comme le permet la base de
données Genome Aggregation Database (GnomAD V3) qui référence plus de 70000 génomes
d’individus indemnes de maladies pédiatriques (Karczewski et al. 2020).

L'utilisation du WGS devrait également permettre de déterminer avec précision le fond génétique de
chacuns des malades et d’appréhender les éventuels alleles modificateurs. Nikopoulos et al. 2019
rapporte I’étude d’une cohorte de patients japonais atteints de dégénérescence rétinienne héréditaire
et aborde le cas particulier de la mutation non-sens p.Arg1933* du gene RPI1. Cette mutation est
associée a un mode de transmission complexe : il s’agit d’'une mutation fréquente au Japon (a 0,6%)

qui n’est pas pathogéne lorsqu’elle est présente a I'état hétérozygote ou homozygote. Par contre, elle
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le devient quand elle est présente a |'état hétérozygote composite (en trans d’une autre mutation du
méme géne) ou en tant que 3™ alléle associé & de 2 mutations dans le géne EYS. Ces résultats
montrent que la question de l'oligogénisme dans le cadre des ciliopathies est d’actualité. Cette
hypothése a été avancée par les articles Katsanis et al. 2001b et Badano et Katsanis 2002 dans le cadre
du BBS par mais reste débattue au sein de notre laboratoire. Les articles Hichri et al. 2005 et Laurier et
al. 2006 rapportent I'absence de preuve de triallélisme dans les cohortes étudiées. Par contre, dans le
cadre du projet portant sur BBS1, nous avons rapporté le cas de 2 familles (issues de la cohorte
américaine de N. Katsanis) pour lesquelles I'insertion du SVA-F correspond & un 3™ ou méme un 4™

alléle. Le génome sera possiblement le point de départ le plus a méme de répondre a ces questions.

Il. Les validations fonctionnelles
Dans le cadre de mon travail de thése, j’ai eu la chance de pouvoir découvrir et réaliser de nombreuses
techniques différentes pour répondre aux problématiques. Lorsqu’on regarde les logigrammes
d’expériences pour la partie 1 du manuscrit portant sur I’étude moléculaire des génes de ciliopathies,

finalement, un schéma récurrent se dégage.

1. Les modéles cellulaires

A) Lequel choisir ?

Nous avons toujours utilisé au moins un des modeles d’études que je vous ai présenté dans
I'introduction pour réaliser la validation des mutations. Les modeéles cellulaires que nous utilisons sont
des fibroblastes issus de biopsie de peau. Il s’agit de cellules facilement amplifiables permettant I'acces
au matériel biologique essentiel a savoir ’ADNg, I’ARN et aux protéines. Elles peuvent étre cultivées
dans des conditions différentes en fonction de la question scientifique posée. Dans le cadre du BBS,
les patients présentent des atteintes rétiniennes, rénales, cérébrales... On peut donc se demander si
I'utilisation de fibroblastes de peau pour mettre en place la validation des mutations identifiées est le
choix le plus adéquat. Il pourrait-étre intéressant d’utiliser des modeéles cellulaires de types organoides
permettant de générer des mini-rétines, des mini-reins, des mini-cerveaux. Il s’agit de systemes multi-
cellulaires qui peuvent étre créés par la différenciation de cellules souches induites issues la
dédifférenciation de fibroblastes de patients ou de contréles (Lou et Leung 2018). Les organoides sont
pour I'instant ce qui se rapproche le plus des conditions in vivo pour un organe donné cultivé hors du
corps. lIs récapitulent certains critéres morphologiques, fonctionnels et transcriptomiques. Ils laissent
ainsi envisager la mise en place d’expériences pouvant attester du bon fonctionnement ou d’'une
altération de I'organe in vitro. La combinaison de tels modeles avec des techniques de type « single
cell transcriptomic » permettrait de comparer les profils d’expressions transcriptionnelles parmi les

populations cellulaires dans des contextes physiologiques et pathologiques (Brazovskaja, Treutlein, et
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Camp 2019). L'objectif serait d’identifier des signatures cellulaires pour chaque pathologie pouvant
étre considérées comme de futurs biomarqueurs qui faciliteraient le diagnostic moléculaire pour
chacune d’elle.

Plusieurs publications rapportent des analyses fonctionnelles a partir de mini-cerveaux dans le cadre
de la maladie d’Alzheimer. Par exemple, I'article de Gonzalez et al. 2018 montre que de tels organoides
générés a partir de cellules de patients présentent des agrégats de peptides AB et de protéines TAU
phosphorylées. D’autres articles comme celui de Cowan et al. 2019 rapportent une étude
transcriptomique comparative (analysant chaque type cellulaire par « single cell transcriptomic »)
entre des organoides de rétines humaines in vitro et de véritables rétines humaines in vivo en
montrant des profils d’expressions similaires. Ce sont des résultats qui viennent confirmer la
pertinence des études utilisant de tels modeéles et leurs applications dans I'étude des RP par exemple.
Ces modeles apparaissent a I’heure actuelle comme une alternative intéressante a la culture de cellules
en monocouche et aux modeles animaux. Il existe néanmoins des limites a ne pas négliger face a leur
utilisation : la mise en place de tels modéles nécessite un investissement financier conséquent et il
s’agit de mini-organes isolés qui n’interagissent pas avec les autres organes a I'inverse d’un organisme
entier.

Dans le cadre du projet 2, j'avais débuté la culture des fibroblastes de souris pour mettre au point des
IF et étudier le processus d’autophagie a une échelle plus réduite. Les premiers résultats sont
prometteurs car ils montrent un niveau d’autophagie basal accru dans les cellules des souris KI. Dans
ce cas, le recours aux fibroblastes permet la mise au point d’expériences pour étudier un processus
ubiquitaire avant d’appliquer ces conditions a des cellules plus spécialisées par exemple. S’il est
confirmé que les souris présentent effectivement des altérations au niveau cérébral et pancréatique,
nous pourrions envisager d’extraire, maintenir en culture et réaliser des tests sur les neurones
hippocampiques ou les ilots de Langerhans isolés par dissociation a partir des tissus murins (Beaudoin
et al. 2012; Saliba et al. 2017). Nous pourrions ainsi étudier des types cellulaires spécialisés, sans que
les résultats soient « dilués » par les autres types cellulaires constituants I'organe. Il s’agirait d’'un pas
supplémentaire pour décortiquer les mécanismes physiopathologiques qui relient la mutation R998Q

aux phénotypes observés au niveau du cerveau et du pancréas.

B) Quelles conditions de culture ?

Dans la plupart des projets de la partie 1, les fibroblastes ont été étudiés en condition de ciliogénése :
un état ou la cellule est pourvue d’un cil primaire. Dans cet état, les protéines impliquées dans le
fonctionnement du cil sont présentes et une altération du cil causée par le dysfonctionnement d’une
de ces protéines est visible. Dans le cadre du projet portant sur IQCE, le séquencage d’ARN a été réalisé

sur des cellules cultivées en condition normale. Afin de mieux comprendre les relations et les
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dysfonctionnements liés a des mutations du gene IQCE, cette analyse pourrait étre réalisée en
comparant les transcriptomes dans plusieurs conditions de culture telles que celles induisant la
ciliogénese seule (-SVF) et celles induisant la ciliogénése avec I'activation de la voie SHH (-SVF+SAG).

Pour aller plus loin dans cette idée, nous pourrions envisager a I'avenir de mettre en place des
cinétiques en réalisant les mémes expériences a intervalles de temps définis afin de distinguer le
moment ou d’éventuelles dérégulations apparaissent entre patients et controles. Il est possible de ne
pas déceler de différences a la fin d’'une expérience alors que I'évolution au cours du temps est en fait
différente pour la croissance du cil par exemple (Lechtreck et al. 2017). Le cil primaire peut étre
finalement correctement formé bien que la mise en place de la ciliogénese ait été retardée chez un
patient atteint de ciliopathie. L'étude de Wen et al. 2010 portant sur la voie SHH montre comment

évolue I'accumulation des protéines GLI2 et GLI3 a I'apex du cil aprés stimulation de la voie. La quantité

de GLI3 accumulée atteint 80% dans les 30 a 60 minutes apreés |'activation, puis décline pour atteindre
une phase plateau a ~50%. L’évolution est similaire pour GLI2. La mise en place de telles cinétiques
nous permettrait de déterminer de potentielles variations vis-a-vis de cette courbe d’évolution telles
que des décalages dans le temps (plus t6t ou plus tard) ou des quantités maximales d’accumulations
moindres, dans les cellules des patients.

De la méme maniére, certaines lignées de fibroblastes de patients ont une croissance cellulaire plus
lente ce qui peut révéler des anomalies ciliaires (Goto, Inaba, et Inagaki 2017). Il serait donc
intéressant de suivre en temps réel la prolifération cellulaire afin de déterminer de maniere
systématique l'indice de prolifération des cellules et de le comparer en fonction des mutations, des
génes ou des ciliopathies pour voir si des correspondances se dégagent. Cette expérience simple
pourrait étre mise en place en routine au laboratoire (avec I'acquisition de technologies comme
I'Incucyte, de Sartorium par exemple) et permettrait d’aiguiller le diagnostic moléculaire dés le début
des projets qui utilisent des modeéles cellulaires.

Afin de mettre en évidence un phénotype cellulaire de ciliopathie, nous marquons les cils primaires
des cellules. Nous déterminons ensuite la fréquence de cellules ayant un cil et la taille de celui-ci
comme cela a été réalisé dans le cadre du projet portant sur le gene /IQCE. Dans le cas ou il existe une
variation significative entre le contréle et le patient, nous pouvons seulement conclure que les cellules
des patients présentent un phénotype de ciliopathie et confirmons le diagnostic clinique. Néanmoins,
nous ne sommes pas capables de montrer que le phénotype cellulaire est causé par la mutation
identifiée. De la méme maniére pour le projet portant sur le gene BBS5, dans |'état actuel des choses,
nous avons montré une activation excessive de la voie SHH chez la patiente dans des conditions -SVF
+SAG mais nous ne savons pas si c’est la mutation c.N184dup qui cause ce phénotype. Il est donc
nécessaire de mettre en place des expériences de rescue/sauvetage de maniére systématique au

laboratoire pour établir une véritable relation de cause a effet entre la ou les mutations identifiées et
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le phénotype cellulaire. Ainsi, il faudrait insérer une copie normale du gene par transfection d’un
plasmide dans les cellules de patients et refaire les mémes expériences. Pour étre le plus complet
possible, nous pourrions avoir la réflexion inverse en insérant la mutation au niveau du gene d’intérét
par des techniques d’édition comme CRISPR-Cas9 (Bassett 2017). Dans ce cas, si le phénotype cellulaire
induit reproduit celui du patient alors nous pourrons conclure que la mutation identifiée cause
effectivement le phénotype. Le probleme dans ce type d’expérience reste le fond génétique qui est
différent d’un individu a l'autre et provoque des modulations au niveau du phénotype. Pour
déterminer a quel point le fond génétique peut moduler le phénotype, il pourrait étre envisagé de
réaliser en paralléle des expériences sur les cellules de patients vs contréles, les mémes expériences
sur des lignées isogéniques dont le fond génétique est identique et ne differe qu’au niveau du

nucléotide ou la mutation aura été introduite (Bassett 2017).

2. Le modéle du poisson-zébre
Un autre modele animal classiquement utilisé pour I'étude des ciliopathies est le poisson zébre. Nous
avons utilisé un tel modele pour le projet portant sur IQCE. |l a été créé en recourant aux morpholinos
(Igce™©). 1l a déja été montré que les phénotypes des poisson-zébres créés par recours aux morpholinos
en comparaison a ceux créés avec la technique CRISPR-Cas9 peuvent étre assez différents alors que le
méme gene est ciblé (Stainier et al. 2017). Dans le premier cas, les morpholinos bloquent I’expression
du géne cible de maniere plus ou moins efficace en ciblant ’ARNm alors que dans le deuxiéme cas,
I'invalidation est totale en ciblant la séquence génomique directement. Finalement, il aurait été
intéressant de créer des poisson-zébres Igce”” avec la technologie CRIPR-Cas9 et de déterminer si un
phénotype typique de ciliopathie syndromique était observé comme ce flt le cas avec le premier

modele Igce©.

3. Les modeles murins
L’autre modele animal que j’ai eu I'opportunité d’étudier au cours de ma these est le modele murin Kl
Vps15R998Q/R98Q - nour lequel certaines expériences et conclusions méritent d’étre discutées.
Jaborderais également les expériences qui nous permettraient de poursuivre ce projet.
Pour commencer, pour plusieurs expériences nous avons analysés n=3 souris par génotype : un
nombre qui est trop bas pour permettre d’établir une différence significative entre les souris mutantes
et les controles. Pour conclure sur les résultats, il faudra refaire en incluant davantage d’animaux, au

moins n=6.
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A) Elargir I'exploration phénotypigue des organes

Nous voulions déterminer si ce nouveau modeéle murin était un bon modele d’étude pour les
ciliopathies mais nous devons malheureusement conclure négativement face aux résultats obtenus: il
ne récapitule par les altérations habituellement observées dans le cadre des ciliopathies, pour les 3
organes analysés. En comparant le schéma de notre caractérisation phénotypique avec celui mis en
place par les grands consortiums de générations de modéles animaux génétiquement modifiés, nous
n’avons pas exploré I'ensemble des organes murins de maniére systématique. Nous avons priorisé
I'analyse des organes principalement atteints chez les patients porteurs de la méme mutation puis
nous avons cherché a élargir la caractérisation aux autres organes. L’étude histologique débutée va
dans ce sens, elle porte sur une quinzaine d’organes et devrait nous aider a définir les patrons
d’expressions de Vps15 sous la forme d’un atlas histologique. Pour compléter ce travail et étre le plus
exhaustif possible, il faudrait poursuivre les études d’interactomiques déja menées sur les 3 organes
aux 12 autres afin de déterminer les interactants de Vps15 et établir un différentiel entre les tissus. Il
est possible qu’un différentiel, cette fois ci, d’interaction soit révélé dans certains organes en fonction

du génotype des souris.

B) Elargir I'exploration phénotypique d’autres modeles murins

Comme je I'ai mentionné dans I'introduction, il existe d’autres modéles murins Vps15 et en particulier
des modeles KO. Chez 'Homme, seulement 2 familles porteuses de mutations faux-sens dans VPS15
ont été rapportées dans le monde par Stoetzel et al. 2016 et Gstrein et al. 2018, avec des phénotypes
différents. Vps15 est une protéine ubiquitaire, essentielle au développement embryonnaire murin
puisque les modeles KO total présentent une Iétalité embryonnaire. Ceci explique pourquoi ce sont
des modeles conditionnels qui ont été étudiés jusqu’a présent. Il est fortement envisageable qu’une
mutation entrainant la perte totale de VPS15 chez I'homme soient également létale, expliquant
I'absence de patient avec un tel génotype. Il serait tres intéressant de générer un modele KO
conditionnel Vps15 dans la rétine et dans le rein a partir du modele KO de Nemazanyy et al. 2013 afin
de déterminer si la perte de Vps15 peut provoquer le développement d’une rétinopathie pigmentaire
ou d’anomalies rénales. Ce sont des phénotypes normalement attendus pour un gene ayant un impact
sur le fonctionnement ciliaire. Il serait également intéressant d’étudier les 3 organes d’intérét a partir
du modeéle murin hypomorphe de Gstrein et al. 2018 et ainsi comparer les 3 modeles murins Vps15
disponibles. Le principal probléeme auquel nous serions confrontés pour I'’étude cérébrale serait I'age
d’analyse des animaux car les études ont été menées sur les modeles KO tres tot par rapport au modele

Kl analysé a 16 M.
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Enfin, nous pourrions envisager de recourir a d’autres systemes ciblant la dégradation de protéines
d’intérét directement telle que I’Auxin-inducible degron (AID) : une technologie transplantée des
cellules de plantes a celles des mammiferes comme I’'Homme ou la souris. Cette technique permet une
dégradation de la protéine d’intérét en une vingtaine de minutes par I'ajout d’une phytohormone
appelé auxine. Elle reconnait un «tag» ajouté dans la séquence de la protéine qui sera
polyubiquitinilée et dégradée via le protéasome. L’'effet est réversible car I'activation du processus de
dégradation s’arréte quand l'auxine disparait du milieu. Natsume et al. 2016 décrit une technique
couplant la technologie CRISPR-Cas 9 (pour I'ajout du tag dans la séquence du gene) au systeme AID
et appliquée sur des cellules ES de souris. Face aux résultats concluants de cette étude, il est tout a fait
envisageable qu’a I'avenir des modeles de souris KO inductibles soient générés a I'aide de cette
technologie. D’ailleurs, I’hépital Johns Hopkins de Baltimore a lancé un projet intitulé “Genetic
engineering of mouse models and embryonic stem cell lines with auxin-inducible protein

degradation system”.

4. Le modéle K| Vps15R998Q/R998Q

Pour les 2 paragraphes de discussion suivants, je n’ai pas souhaité trop extrapoler nos conclusions
sachant gu’elles reposent sur des résultats qui doivent encore étre confirmés. J'ai quand méme
souhaité les aborder brievement afin de présenter les orientations possibles du projet.

En élargissant I'exploration phénotypique aux cerveaux des souris, nous nous sommes retrouvés face
a des résultats de MET totalement inattendus avec la présence de plaques au niveau de I’hippocampe.
Ces plagues semblent correspondre a des plagues amyloides ce qui nous a orienté vers la maladie
d’Alzheimer. Nous avons poursuivi I'analyse cérébrale a la recherche d’autres critéres de la maladie.
La plupart de ces expériences exploratoires devront étre reproduites. En effet, leurs résultats ne sont
pas significatifs a cause d’un effectif trop réduit ou de conditions expérimentales inadéquates. Avant
d’aller encore plus loin dans cette étude, nous devrons assoir les conclusions en déterminant
précisément la nature des agrégats protéiques : Est-ce que les plaques identifiées sont bien composées
des peptides AB 1-40/1-42 ? Y a-t-il réellement une hyperphosphorylation de la protéine Tau et peut-
on visualiser I'accumulation des DNF ? La neurodégénérescence mise en évidence par MET est-elle
confirmée par I'application d’'un TUNEL ? Si nous parvenons a répondre par I'affirmative a I'ensemble
de ces questions, alors nous pourrons conclure que la souris Kl Vjps15f9/*998Qast yn véritable modéle
murin de la maladie d’Alzheimer et envisager d’autres expériences pour exploiter ce nouveau modeéle.
Nous pourrions par exemple réaliser une étude comparative entre ce nouveau modele et ceux déja
utilisés dans les études de phase précliniques (X. Li, Bao, et Wang 2016). Certains des modéles murins

de la maladie d’Alzheimer et les phénotypes associés ont été récapitulés dans le Tableau 9.
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Signes cliniques typiques de la maladie d"Azheimer

Référence Tauopathie Atteintes neuronales
Type de modéle murin Nom L : Mutation IDépot ap autou ’ - Remarques
bibliographique Plaque AB e | Neur Perte de mémoire
(+ 3ge d"apparition)| hyperphosphorylation ONE (CAA) (gliose) Perte Mort (+ dge d'apparition)
de Tau synaptique | neuronale
PDAPP  |Gamesetal. 1995 hAPPTTF E(6-8M) / / ] 2 / =] =(3M)
Pg2576 | Hsaioetal. 1996 hAppE7ON VeIt ©(9-11M) / / 2] ] =] / ©(6M)
Sturchler-Pierrat 6700, w711 .
APP23 eral. 1997 hAPP¥ o (6-8M) = / = = / = =(3M)
promotteurs|  J20  [Muckeetal. 2000  happ77E KON M7 ©(6-8M) / / =] 2 = =] = (2Mm) R )
. — du transgéne APP muté
"single" €XOBENES [ 1ocRNDS  [Chishtietal. 2001|  hAppY7L7% Ke7ow Me7sL H(35M) / / =] =] = / = (6M)
transgenic
mouse model TgSweDi Davis et al. 2004 | hAPPX670N, ME71L, E693G, DEsaN| (3Mm) / / =} =] / / = (6M)
Tomiyama etal pas de plaque,
APPE93A ¥ g hAPPES3L peptides ap seuls = / / = / = o (6M)
2008
(8M)
Promotteur expression normale : plus proche dela voie
endogéne | APPN-L-G-F | Saitoetal. 2014 | hApp<E7oN. M671L. & (2M) / / / 2] =] / ©(6M) P rmale : plus proche
P amyloidogénique humaine
hAPP T I,
APPPS1-21 [Radde etal. 2006 PSENTUS ©(6-8M) / / ) a = / =(7m)
“double” trangenic mouse Jankowskyetal. | hAPPFONMETIL; g
wenger APP/PS1 oon hpsENTE ©(6-9M) / / = @ = ] ©(6M)
[ ————
SXFAD  |0akleyetal. 2006 ") Lo\ s izses | = (2M) / / = a = =] =(EM)
i . o e le plus complet des modles transgéniques
triple” transgenic mouse hAPPRETON VBT . pus cor " n
e 3XTe | Oddoctal. 2008 |, oo iy o oo ©(6M) ®(12M) / o] / / ©(aM) d'Alzheimer, s\::\eu);pal;?sf‘lsunds multiples

Tableau 9 : Principaux modéles murins de la maladie d’Alzheimer. Annotation des ages d’apparition 4 : présence, / : absence.
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Pour établir ce tableau, je me suis basée sur la base de données « Alz-forum » qui répertorie les 180
modeles de rongeurs existants pour la maladie d’Alzheimer et sur ceux rapportés par Sasaguri et al.
2017 et Myers et McGonigle 2019. Il existe 3 notions a respecter concernant la définition d’un bon
modele animal pour une pathologie donnée. D’abord, la lignée doit présenter des signes cliniques
similaires aux patients (phénocopie). Ensuite, les mécanismes pathogéniques doivent étre similaires
entre les 2 espéces. Enfin, I’évolution des signes cliniques du modele animal peut s’avérer prédictif et
aider a la prise en charge des patients. La plupart des modeles murins existant sont porteurs de
mutations rapportées pour les formes familiales de la maladie d’Alzheimer correspondant a une
minorité de patients (1 a 2%) et les lignées murines sont porteuses de plusieurs mutations : une
situation jamais retrouvée chez les patients. Les lignées de souris ne récapitulent que partiellement
I’ensemble des criteres histologiques présents chez les patients. Les phénotypes observés chez les
animaux varient en fonction du fond génétique et du promotteur qui contréle I'expression du
transgene. Certaines lignées de souris (APP23, APP693A) présentent une hyperphosphorylation de la
protéine Tau, sans DNF associés. Les animaux présentent généralement des anomalies
comportementales entre 1 et 6 mois suivant I'apparition des premiers dépots amyloides alors que
I"augmentation des concentations en peptides AB et I'apparition des premiers déficits cognitifs sont
espacés de 10-15 ans chez les patients. Finalement, les 3 notions définissant un bon modele animal
d’une pathologie humaine ne sont pas respectées dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Ce manque
de concordance explique d’ailleurs la réussite des phases pré-cliniques des molécules anti-Alzheimer
testés sur des modeles pour lesquels le phénotype a été choisi en conséquence et I'échec des phases
cliniques, lors de I'application aux patients. Il existe a I’'heure actuelle un vrai manque concernant des
modeles animaux de la maladie d’Alzheimer pertinents pouvant étre utilisés comme véritable outil
pour le test de molécules thérapeutiques prometteuses. Au stade actuel de nos investigations portant
sur le modéle murins Vps15, nous pouvons envisager la possibilité que ce modele comble ce manque

si 'ensemble de nos hypotheses se confirment.

Pour le moment, les résultats de MET se sont révélés inattendus pour les 2 organes analysés : le
cerveau et le pancréas. Dans ce dernier, des plaques ont également été identifiées. De la méme
maniére que pour le cerveau, certaines questions sont restées en suspens pour le pancréas et plusieurs
expériences devront étre réalisées afin de préciser la composition protéique de ces plaques
pancréatiques. Afin de déterminer si ce nouveau modele murin est un modele pour les amyloidoses, il
faudrait élargir la recherche de plaques aux autres organes de la souris et définir de la méme maniére

la nature de ces plaques pour chacun d’eux.

Un vaste champ d’expériences pourrait donc étre mis en place dans la continuité de mon travail de

these si et seulement si les phénotypes cérébraux et pancréatiques sont confirmés.

249



V. Discussion générale

L'une des possibles explications a un tel phénotype chez un modele murin porteur de la mutation
R998Q dans Vps15 est le lien existant entre le processus d’autophagie et la maladie d’Alzheimer. La
relation de cause a effet existant entre ces 2 entités reste controversée et peut finalement étre
envisagée dans les 2 sens. Certains articles rapportent qu’un défaut d’autophagie conduit a I'apparition
des criteres de la maladie d’Alzheimer. A l'inverse, d’autres publications rapportent un défaut
d’autophagie comme une conséquence de la maladie. La plupart de ces études utilisent des modeéles
murins porteurs de mutations dans des genes dont les produits protéiques sont impliqués dans le
processus d’autophagie (Atg5, Atg9, Nrbf2) ou dans la génése de la maladie d’Alzheimer (APP).
L'accumulation de protéines telles que les peptides AR ou Tau dans les modéles murins d’Alzheimer
peut étre causée par une dysfonction du processus de dégradation protéique autophagie-lysosome.
Par exemple, les souris transgéniques Nrbf2 KO présentent un défaut d’autophagie mis en évidence
par I'accumulation de P62 et LC3II. Sur le plan comportemental, une altération de la mémoire spatiale
a été relevée. Une accumulation de peptides AB1-42 a également été mise en évidence. La ré-
expression de Nrbf2 entraine une réversion du phénotype observé et souligne I'impact du processus
d’autophagie sur la pathogénése de la maladie d’Alzheimer (Lachance et al. 2019). Dans la méme idée,
les modeles murins KO Atg5 et Atg7 présentent une accumulation intracellulaire de métabolites issue
d’APP au niveau cérébral. D’ailleurs, une inhibition de la voie mTor entraine une amélioration des
déficits cognitifs ressemblant a ceux de la maladie d’alzheimer, une résorption de la plague amyloide
et des DNF dans les modéles murins.

D’un autre coté, l'autophagie peut étre une conséquence liée a la pathogénése de la maladie
d’Alzheimer. Les cerveaux de patients et de souris présentent des accumulations de figures
d’autophagie, chez les souris, ses figures apparaissent bien avant de présenter des signes de
neurodégénerences. D’ailleurs, ce type d’accumulation est maintenant reconnue comme une des
potentielles marques de la maladie d’Azheimer. En cas de traitement du modele TgCRND8 avec un
inhibiteur de I'agrégation des peptides AB1-42, aucune anomalie du processus d’autophagie n’a été
décelée. En revanche, le méme modele sans traitement présente une accumulation des figures
d’autophagie (P.-P. Liu et al. 2019).

Le processus d’autophagie est impliqué dans la dégradation des peptides AP : il est alors considéré
comme non-amyloidogénique. Il est également impliqué dans la production et la sécrétion de ces
peptides et considéré, dans ce cas, comme amyloidogénique. Finalement, la relation de cause a effet
entre autophagie et Alzheimer est complexe, srement dépendante du contexte et possiblement
régulée différement selon le stade de la maladie considéré (précoce ou tardif) (Liu et Li 2019). En
résumé, le processus physiopathologique expliquant le lien entre le génotype (mutation dans Vps15)
et le phénotype observé (plaque hippocampique et pancréatique) doit étre encore étre déterminé. Les

plagues sont finalement définies comme étant des agrégats de protéines dont la nature varie en
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fonction du tissu d’intérét et de la maladie considérée. Le modéle murin d’autophagie Atg7/ présente
des accumulations d’agrégats protéiques non dégradés, ubiquitinylés, qui menent a une
neurodégénérescence (Komatsu et al. 2006). Nous avons fait I'hypothése que le phénotype de plaque
observé est lié au réle de Vpsl5 dans le processus d’autophagie. La mutation R998Q de Vpsi5
entrainerait une perturbation du processus d’autophagie conduisant ainsi a une accumulation des
protéines normalement dégradés dans de multiples organes. Pour approfondir cette hypotheése, il
faudrait réaliser des marquages dirigés contre P62, LC3B ou ubiquitine : des protéines liées aux
produits protéiques dégradés lors du processus et dont I'accumulation est une preuve d’anomalie du
processus d’autophagie. En obtenant des marquages au niveau hippocampique ou pancréatique dans
les zones ou les plaques ont été visualisées par MET, nous validerions I'implication du processus
d’autophagie dans la formation de ces plaques. Il est possible que la souris Kl Vps15, initialement
considérée comme un nouveau modeéle murin de ciliopathie soit en fait un nouveau modele d’étude
des maladies communes que sont la maladie d’Alzheimer et les amyloidoses plus largement : des
maladies caractérisées par une accumulation anormale de protéines. Nous serions donc face a un
nouveau modeéle murin a exploiter pour tester une multitude de molécules potentielles qui pourraient

aboutir au traitement d’un grand nombre de malades.
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VI. Conclusions et Perspectives

La recherche translationnelle permet des échanges entre le patient, les professionnels de santé et les
chercheurs pour améliorer la prise en charge, élargir les connaissances sur la maladie et déterminer
les processus physiopathologiques sous-jacents. Au départ, les scientifiques recoivent du patient : il
autorise l'auscultation, donne des échantillons de peau et de sang. Ensuite, les cliniciens apposent un
diagnostic clinique et les chercheurs mettent en place leurs logigrammes d’expériences dont les
résultats viendront alimenter et étoffer le savoir de la communauté scientifique. Une fois les résultats
scientifiques générés et interprétés par le chercheur, la relation s’inverse : c’est le patient qui recoit
de la part des scientifiques. Les chercheurs leurs fournissent des réponses génétiques et moléculaires
a leurs questions. Les cliniciens proposent une prise en charge adaptée a leur maladie. Mon travail de
these fait partie intégrante de cette relation et a contribué a la résolution de 11 familles au total (1
pour IFT27, 6 pour BBS1, 3 pour IQCE, 1 pour BBS5).

Les travaux de biologie moléculaire et cellulaire que nous mettons en place au laboratoire peuvent
aboutir (1) au développement ou au test de molécules thérapeutiques, (2) a I'identification de modéles
animaux pertinents. Notre contribution intervient dans les premieres étapes du long processus
aboutissant a la mise sur le marché de traitements palliatifs ou curatifs. Dans le cadre de la poursuite
de la partie 2, nous aurions plusieurs applications possibles. D’une part, si nous disposons
effectivement d’'un modéle murin de maladie d’Alzheimer, nous pourrions imaginer tester plusieurs
molécules anti-Alzheimer déja disponibles (ayant diverses cibles comme le résume Huang, Chao, et Hu
2020) et proposer notre modeéle pour tester des molécules en cours de développement. D’autre part,
si la souris KI Vps15R998/R998Q s’ qyérait &tre un bon modeéle pour les amyloidoses nous pourrions tester
une panoplie de molécules anti-plaques dont les cibles differeraient pour chaque organe d’intérét.
Finalement, dans ce schéma idéal, nous montrons que la recherche sur les maladies ultra-rares peut

avoir des répercussions majeures sur les maladies communes.

Les résultats des recherches réalisées sont transmis au patient par le généticien (aprés concertation
avec le laboratoire de diagnostic génétique selon le cas). Ce retour permet au patient de pouvoir
répondre a plusieurs questions au sujet de sa maladie.

D’abord, il peut répondre a « Quoi ? » : le patient connait maintenant précisément la cause génétique
responsable de la maladie dont il est atteint. Ensuite, il peut répondre a « Comment ? » : par exemple,
dans le cadre du projet BBS1, nous savons que le rétrotransposon SVA-F s’est inséré au niveau de I'exon
13 de BBS1 car un site d’insertion LINE-1 est présent dans la séquence. Sinon, le patient peut répondre
a la question « Pourquoi ? ». Nous sommes parvenus, a I'exception du projet 4 portant sur BBS5, a
établir une corrélation génotype-phénotype en déterminant le mécanisme physiopathologique qui
explique pourquoi les mutations provoquent les signes cliniques d’une ciliopathie.

Ces résultats moléculaires ouvrent de nouvelles perspectives au patient.
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Un conseil génétique peut étre proposé au patient puis a sa famille (si le patient I'a demandé
explicitement au généticien) afin de les informer sur la maladie et les conséquences de celle-ci. En cas
de projet parental, les couples sont informés sur les probabilités de transmettre la maladie a leur
descendance et la possibilité de recourir au diagnostic prénatal (DPN) ou préimplantatoire (DPI).

Le rendu d’un diagnostic univoque ouvre la porte vers de possibles thérapies ou essais cliniques
auxquels le patient pourrait participer. Il s’agit de tests pour lesquels I'inclusion dépend du type de
mutation, du gene concerné. Certaines thérapies géniques de I'ceil ont débuté et peuvent étre
proposées aux patients qui remplissent les critéres. Les études cliniques en cours sont récapitulées
dans I'article Ducloyer et al. 2020. Par exemple une thérapie génique appelée Luxturna a obtenu une
autorisation de mise sur le marché en 2018 par la Food and Drug administration (FDA) et la European
Medicines Agency (EMA) en montrant son efficacité pour des patients atteints de LCA ou d’une RP
causée par des mutations dans le géne RP65. En France, ce type de traitement est pris en charge par
la sécurité sociale et certains patients ont pu en bénéficier.

La détermination du diagnostic génétique permet d’adapter la prise en charge du patient en fonction
de sa ciliopathie. Par exemple, une surveillance cardiaque est mise en place pour les patients ALMS
alors que les patient BBS n’en ont pas besoin. Dans le cadre de la partie 2, s’il s’avére que la mutation
R998Q dans Vps15 est responsable d’'une amyloidose telle que la maladie d’Alzheimer par exemple, il
faudra mettre en place un suivi des 3 patients de la famille rapportée en 2016 pour déceler de possibles
symptomes précoces, les informer des implications de tels résultats et adapter leur prise en charge en

conséquence.

La recherche de demain s’oriente sans aucun doute vers la médecine personnalisée dont I'objectif est
d’adapter le traitement/la prise en charge des patients en fonction de leurs profils biologiques. La
médecine personnalisée n’est pas une idée nouvelle et limitée a la génétique, elle se perfectionne avec
le temps et avec la quantité de données disponibles pour chaque patient. Pour l'instant, le fait de
séquencer le génome complet de chaque patient de maniere systématique aidera a déterminer un
diagnostic génétique robuste et a mettre en place une prise en charge adaptée pour chacun. Intégrer
le WGS en routine dans la pratique clinique est I'idée fondatrice du Plan Médecine génomique 2025.
Une des mesures phares annonce la création de plateformes supplémentaires de séquencage
génétique a treés haut débit pour passer de 40 000 a 200 000 séquengages annuels en France. Les 2
premieres plateformes sélectionnées en juillet 2017 (AURAGEN a Lyon et SeqOIA a Paris) sont
opérationnelles depuis 2020 et les premiers génomes ont été séquencés. Les mesures sont en cours
de discussions concernant la prise en charge de ces examens par la sécurité sociale. L’ancienne ministre
Marisol Touraine a résumé le 22 juin 2016 les objectifs du gouvernement francgais qui seraient de

promouvoir « une médecine personnalisée, adaptée au capital humain de chacun ».
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Le résumé de these

Les ciliopathies sont des maladies rares causées par une atteinte du cil primaire pour lesquelles au
moins 20% des patients n’ont pas de diagnostic génétique résolu. Le travail présenté dans cette these
expose le panel d’expériences mis en place au Laboratoire de Génétique Médicale afin d’identifier les
génes responsables de ciliopathies, réaliser les validations fonctionnelles des mutations identifiées et
comprendre les mécanismes physiopathologiques sous-jacents en mettant en place des études in vitro
et in vivo. Au cours de ces 3 années, j'ai été amenée a développer plusieurs projets de recherche tous
inscrits dans la recherche translationnelle. Dans une 1% partie, jaborderais les projets portant sur
I'identification et la validation fonctionnelle de mutations pour des genes responsables de ciliopathies
comme BBS19/IFT27, BBS1, IQCE et BBS5. Dans une 2°™ partie, je rapporterais les expériences ayant

permis la caractérisation phénotypique du nouveau modeéle murin Vps15°9%8Q,

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont permis de résoudre les cas de 11 familles, de mieux
comprendre la physiopathologie de ces maladies et d’identifier un potentiel nouveau modele murin
pour des maladies plus communes.

Mot clés : Ciliopathies, Syndrome de Bardet-Bied| (BBS), BBS19/IFT27, BBS1, IQCE, BBS5, Vps15

The thesis summary

Ciliopathies are rare diseases caused by primary cilia abnormalities for which at least 20% of patients
are still genetically unsolved. The work of this thesis shows all experiments implemented at the
Laboratory of Human Genetics to identify ciliopathy causative genes, to achieve functional validations
on identified mutations and to better understand underlying physiopathological mechanisms by
setting up in vitro and in vivo experimental studies. During these 3 years, | have been implicated in
several projects all included in translational research. In the first part of this manuscript, | will present
projects related to identification and functional validations of mutations in known ciliopathy genes
such as BBS19/IFT27, BBS1, IQCE and BBS5. In the second part, | report experiments that have enabled
the phenotypic characterisation of the new mice model Vps1579%Q,

Overall, | contributed in the identification of the molecular causes of 11 family cases, to enhance our
knowledge on some ciliopathy physiopathologies mechanism and to identify a new potential mice
model for common diseases.

Key words : Ciliopathies, Bardet Biedl Syndrome (BBS), BBS19/IFT27, BBS1, IQCE, BBS5, Vps15



