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INTRODUCTION

Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS) est un syndrome pléiotropique qui se caractérise par
I’association d’une rétinopathie pigmentaire a une obésité, une polydactylie, un hypogonadisme,
des anomalies rénales et des troubles des apprentissages et 1i¢ & une anomalie du cil primaire.

Le cil primaire est une évagination membranaire présente sur la quasi-totalité des cellules
eucaryotes, longtemps considérée comme un vestige inutile d’une structure ancestrale.
Cependant, il a été démontré que cette organelle agit comme 1’antenne réceptrice de la cellule par
laquelle vont étre intégrés les signaux provenant de son environnement. De nombreuses
protéines interviennent dans la formation et dans le fonctionnement du cil primaire. Des défauts
de ses protéines sont responsables de pathologies pléiotropiques appelées les ciliopathies.

Le groupe des ciliopathies s’enrichit régulierement de nouveaux syndromes pour lesquels il
existe un continuum clinique et moléculaire, des mutations dans un méme géne pouvant donnant
des phénotypes différents et un méme phénotype pouvant étre li¢ a des mutations dans différents
genes.

A ce jour, 21 genes ont été identifiés dans le syndrome de Bardet-Biedl dont cinq par le
Laboratoire de Génétique Médicale (BBS10, BBSI12, BBS16/SDCCAGS, BBSI17/LZTFLI et
BBSI18/BBIPI), pour lesquels des mutations sont identifiées chez environ 80% des patients.
Malgré 1’hétérogénéité clinique et moléculaire de ce syndrome, peu de corrélations génotype-

phénotype ont été rapportées et aucune de facon significative.

Dans le premier chapitre, il sera fait une description clinique du BBS. Puis le deuxiéme
chapitre exposera la fonction du cil primaire. Le troisiéme chapitre abordera le BBS en tant que
ciliopathie en traitant des genes BBS identifiés a ce jour et de leurs fonctions, en expliquant le
lien entre les protéines et les atteintes cliniques observées et en abordant les quelques
corrélations génotype-phénotype rapportées a ce jour. Enfin, le quatriéme chapitre portera sur le

grand groupe des ciliopathies.



1 Description Clinique du Syndrome de Bardet-Biedl

Le syndrome de Bardet-Biedl a été rapporté pour la premicre fois en 1920 (Bardet, 1920) par
le Docteur Bardet puis en 1922 par le Professeur Biedl (Biedl, 1922).

Le syndrome de Bardet-Biedl est a distinguer du syndrome de Laurence-Moon auquel il a
¢été initialement associé sous le nom de syndrome de Laurence-Moon-Bardet-Biedl. Le syndrome
de Laurence-Moon a été décrit en 1866 par Laurence et Moon (Laurence and Moon, 1866) qui
ont rapporté des patients présentant une déficience intellectuelle, une rétinopathie pigmentaire,
un hypogénitalisme et une paraplégie spastique. La similitude des signes cliniques avec le
syndrome de Bardet-Biedl les a conduit a rapprocher ces deux syndromes mais la distinction a
¢été rétablie en 1965 par Bowen ef al., ce qui a été¢ confirmé par la suite par d’autres auteurs
(Bowen et al., 1965). 11 a été démontré récemment que le syndrome de Laurence-Moon était lié

au gene PNPLA6, un gene non ciliaire (Hufnagel et al., 2015).

La prévalence du BBS en Europe du nord est de 1/100 000 (Forsythe and Beales, 2013). Elle
est plus fréquente dans les populations a forte consanguinité ou géographiquement isolées
(Sheffield, 2004). Ainsi, la prévalence est estimée a 1/3 700 dans les iles Féroé¢ (Hjortshej et al.,
2009) ou a 1/18 000 sur I'ile de Terre-Neuve (Moore et al., 2005), avec un effet fondateur. Les
populations a forte consanguinité ont elles aussi une prévalence plus élevée de la maladie comme
c’est le cas pour la population Bédouine du Nord Est et du Centre de I’ Afrique (Farag and Teebi,
1989; M’Hamdi et al., 2011) ou encore la population Amish (Stone et al., 1998).

En 1999, le Professeur Beales rapporte la plus grosse cohorte de patients (109) permettant de
décrire des critéres majeurs et des critéres mineurs du syndrome (Table 1). Le diagnostic positif
doit associer 4 critéres majeurs, ou 3 critéres majeurs et 2 criteres mineurs (Beales ef al., 1999).

Les criteres majeurs du BBS sont la dystrophie rétinienne, la polydactylie, I’obésité précoce,
I’atteinte rénale, I’hypogonadisme et les troubles d’apprentissage. A ceux-ci peuvent Etre
associées d’autres manifestations mineures telles que le retard de développement, le retard de
langage, les anomalies des extrémités (brachydactylie, syndactylie), les anomalies dentaires,
I’ataxie/troubles de la coordination, I’anosmie, le diabéte, des anomalies cardiaques, une fibrose

hépatique ou d’autres signes variés.



Signe clinique Fréquence
Critéres Dystrophie rétinienne 93%
majeurs Polydactylie 63-81% (4 membres :21% ;
membres supérieurs : 9% ;
membres inférieurs : 21%)
Obésité 72-92%
Hypogonadisme/anomalies génitales 59-98%
Anomalies rénales 53%
Troubles des apprentissages 61%
Critéres Retard de langage 54-81%
mineurs Retard de développement 50-91%
Diabete sucré 6-48%
Anomalies dentaires 51%
Hypertrophie ventriculaire gauche / 7%

Anomalie cardiaque congénitale
Brachydactylie / Syndactylie

Ataxie / Troubles de la coordination /
Troubles de 1’équilibre

Anosmie / hyposmie

Strabisme / Cataracte /Astigmatisme
Polyurie / Polydipsie (diabéte insipide)
Fibrose hépatique

46-100% / 8-95%
40-86%

60%

Table 1 : Critéres majeurs et mineurs du syndrome de Bardet-Biedl (adapté de Beales et

al.,1999 ; Roorysck and Lacombe, 2008 ; Deveault ef al., 2011 ; Putoux ef al., 2012)

Le diagnostic de BBS n’est pas aisé dans les premiéres années de vie, la plupart des signes
cliniques n’étant pas présents a la naissance (en dehors de la polydactylie et possiblement de
I’atteinte rénale). De ce fait, il existe un retard au diagnostic (4ge moyen de 9 ans (Beales et al,

1999)), le plus souvent évoqué devant I’apparition d’une dystrophie rétinienne de fagon

constante mais d’apparition plus ou moins précoce, en général dans la premiere décennie.

De plus, il existe une importante variabilité phénotypique inter et intrafamiliale (Riise ef al.,

1997 ; Waters and Beales, 2015), rendant ce diagnostic d’autant plus difficile.




1.1. Manifestations cliniques majeures

1.1.1. Polydactylie

La polydactylie peut étre le signe le plus précoce de la pathologie car présente des la période
anténatale. Elle est retrouvée chez deux-tiers des patients (63 a 81%) (Beales et al, 1999 ;
Deveault et al., 2011).

Elle affecte, de fagon variable, une a quatre extrémités et est classiquement décrite comme
postaxiale (c6té ulnaire au niveau des membres supérieurs et coté fibulaire au niveau des
membres inférieurs). Elle peut étre associée a une brachydactylie (doigts courts) et/ou une
syndactylie (fusion partielle de doigts/orteils cutané et/ou osseux) le plus souvent entre le 2°™ et

3 éme

le orteil, signes mineurs du BBS (Figure 1).

Figure 1: Anomalie des extrémités dans le BBS (adapté de Mockel et al., 2011).

A-B : brachydactylie des mains et des pieds associée a une syndactylie 2-3 et un signe de la
sandale au niveau des pieds (écartement excessif entre le 1 et le 2™ orteil).

C-D : polydactylie postaxiale des 4 membres (radiographies préopératoires).



1.1.2. Dystrophie rétinienne

La dystrophie rétinienne est le signe le plus constant dans le BBS, rapporté chez la quasi-
totalité¢ des patients. Dans la série de Beales et al., 93% des patients avaient une dystrophie
rétinienne mais ceux n’en ayant pas avaient tous moins de 8 ans. Le diagnostic de BBS est le
plus souvent évoqué devant une dystrophie rétinienne syndromique.

Dans le BBS, la dystrophie rétinienne est une rétinopathie pigmentaire (RP). Les RP sont un
groupe de maladies génétiques li¢ a la dégénérescence des couches externes de la rétine, a savoir
I’épithélium pigmentaire rétinien ou les cellules photoréceptrices (batonnets et cones). Chez les
patients BBS, la RP est liée a la mort des cellules photoréceptrices touchant initialement les
photorécepteurs de type batonnets puis secondairement les photorécepteurs de type cones (type
rod-cone). Les manifestations cliniques sont initialement ’héméralopie (malvoyance nocturne),
suivie de la photophobie et la perte de la vision centrale et des couleurs (Hamel ez al.,, 2007).
D’autres phénotypes avec atteinte initiale des cones puis des batonnets (dystrophie cone-rod) ont
¢galement été décrits (Beales ef al., 1999). Quel que soit le type de RP, les deux types de cellules
sont atteints a un stade évolué de la maladie et il n’est plus possible de distinguer 1’atteinte
initiale.

L’¢électrorétinogramme est I’examen de choix pour faire le diagnostic de RP et montre des
altérations précoces du fonctionnement des batonnets (vision scotopique) le plus souvent dans les
deux premicres années de vie alors que les signes cliniques ophtalmologiques apparaissent
rarement avant 5 ans (Baker and Beales, 2009). L’atteinte des cones (vision photopique) est
visible secondairement (Figure 2D). Le second examen de choix est le fond d’ceil qui met en
évidence des dépots pigmentaires au niveau de la rétine périphérique liés a la migration de
pigments dans les couches internes de la rétine, alors que les signes cliniques sont déja bien
présents (Figure 2A). L’examen de tomographie par cohérence optique maculaire visualise
I’amincissement de la rétine (Figure 2B).

Les symptomes visuels se développent le plus souvent dans la 1¥® décade de la vie avec une
perte progressive du champ visuel (Figure 2C) et la majorité des patients présentent une
malvoyance sévere, parfois limitée a une perception lumineuse voire méme responsable d’une

céeité (75% des patients), dans la 2°™ ou 3°™ décade (Adams e al., 2007). Il existe cependant

des formes plus modérées avec une préservation de la vision a un age plus avance.
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D’autres anomalies ophtalmologiques telles que la cataracte, le nystagmus, le strabisme, le
glaucome et les troubles de la réfraction (forte myopie) sont aussi fréquemment retrouvés chez

les patients BBS (Beales et al., 1999) et constituent des signes mineurs de la pathologie.
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Figure 2: Phénotype rétinien du BBS (adapté de Mockel et al., 2011).

A : le fond d’ceil montre une hétérogénéité de 1’épithélium pigmentaire en périphérie.

B: I’examen de tomographie par cohérence optique maculaire montre un amincissement
important de la rétine.

C : le champ visuel de Goldmann met en évidence un rétrécissement concentrique.
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D : ’ERG photopique et scotopique montre une absence de réponse au stimulus chez un patient
(ligne du haut) comparé a un contrdle (ligne du bas).
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1.1.3. Obésité

L’obésité est présente chez plus de 70% des patients BBS (72 a 86% selon les études),
apparaissant généralement dans 1’enfance et générant un ensemble de complications secondaires
(Riise et al., 1997 ; Beales et al., 1999 ; Moore et al., 2005 ; Tobin et al., 2007 ; Rooryck and
Lacombe, 2008 ; Hjortshej et al., 2010). Alors que le poids de naissance est habituellement dans
les normes hautes, un tiers des patients va développer une obésité précoce dans la premiére année
de vie (Putoux et al., 2012).

L’obésité est diffuse et répartie sur I’ensemble du corps chez I’enfant alors qu’elle touche
principalement le tronc et les membres proximaux chez I’adulte (Figure 3). L’Indice de Masse
Corporel (IMC) moyen chez les femmes est de 31,5 kg/m” et chez les hommes de 36,6 kg/m?, ce
qui correspond a une obésité dont la définition est un IMC supérieur a 30 kg/m?>. 25% des
patients présentent une obésité morbide avec un IMC supérieur a 40 kg/m* (Moore et al., 2005).
Le diabete de type 2 est une complication fréquente de 1’obésité dans le BBS, souvent associé a

un syndrome métabolique (hypertension artérielle, hypercholestérolémie...).

Figure 3: Patiente de 18 ans atteinte d’'un BBS présentant une obésité a prédominance
tronculaire. Photographies de face (A) et de profil (B) (adapté de Mockel et al., 2011).
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1.1.4. Hypogonadisme

L’hypogonadisme clinique est fréquent dans le BBS (59 a 98%) et touche préférentiellement
les gargons (Beales et al., 1999 ; Moore et al., 2005 ; Deveault et al., 2011). Elle peut étre ou non
en relation avec un hypogonadisme au niveau biologique.

Chez les garcons, I’hypogonadisme peut se manifester dés la naissance par un
hypogénitalisme (micropénis et testicules de petite taille) et/ou une cryptorchidie (9% des
patients) (Beales et al.,, 1999) ou par la suite par un retard pubertaire.

Chez les filles, I’hypogénitalisme n’est le plus souvent diagnostiqué qu’au moment de la
puberté par un retard pubertaire ou des regles irréguliéres. Des anomalies génitales variées ont
¢été rapportées, le plus souvent diagnostiquées a la puberté: hypoplasie des trompes de Fallope,
des ovaires ou de l’utérus, atrésie vaginale compléte ou partielle, cloison vaginale, utérus
cloisonné ou bicorne, hydrocolpos ou hydrométrocolpos (Figure 4), persistance du sinus uro-
génital, fistule vésico-vaginale, absence d’orifice vaginal ou encore urétral (Stoler ef al., 1995 ;
Mehrotra et al., 1997).

L’hypogonadisme comme les malformations génitales peuvent étre a I’origine d’une
diminution de la fertilité¢ voire d’une stérilit¢ décrite comme quasi-constante chez les hommes.
Cependant, plusieurs hommes et femmes atteints du BBS ont eu des enfants (Green ef al., 1989 ;

Beales et al., 1999). De plus, une spermatogénése normale a été rapporté chez un homme BBS

(Desai et al., 2009), donnée confirmée dans notre cohorte issue des Protocoles Hospitaliers de

Recherche Clinique (PHRC).

14



Figure 4: Hydrométrocolpos visualisé en imagerie par résonance magnétique (IRM) (coupe
sagittale et coronale T2) chez un feetus BBS : visualisation d’une masse kystique abdominale
communiquant avec la lumiére endométriale (adapté de Chetta et al., 2011).

1.1.5. Atteinte rénale

L’atteinte rénale est la premiere cause de morbi-mortalité dans le BBS (O’Dea et al., 1996).
Cependant, elle est trés variable sur le plan clinique et le plus souvent asymptomatique. Elle
toucherait 53 a 82% des individus BBS selon les études (Beales et al., 1999 ; Imhoff et al.,
2011).

L’atteinte rénale peut parfois étre la premiere manifestation du BBS avec la présence de gros
reins (+1 a +4DS) hyperéchogénes avec perte de la dédifférenciation cortico-médullaire en
période anténatale (Figure 5) (Cassart ef al., 2004 ; Chaumoitre ef al., 2006 ; Emmanuelli et al.,
2010). Des kystes uniques ou multiples et des anomalies des pyramides peuvent étre visualisés.
Cet aspect échographique change avec le temps (Dippell and Varlam, 1998). Une médullaire
bien délimitée et hyperéchogeéne avec une inversion de la différentiation cortico-médullaire (un
signe pathognomonique du BBS) peut apparaitre apreés les 3 mois de vie de 1’enfant. Puis, la
taille des reins et leur aspect échographique se normalise entre 1’age de 1 et 2 ans chez la plupart
des enfants avec une régression possible des kystes. Des études prospectives d’un petit nombre
de patients montrent une perte progressive de la masse rénale (Dippell and Varlam, 1998) avec
installation d’une insuffisance rénale (Putoux ef al. 2010). La présentation anténatale est parfois
trés sévere, similaire a celle du syndrome de Meckel avec une insuffisance rénale anténatale,
responsable d’un oligo/anamnios conduisant au déces in utero ou néonatal ou a une interruption
médicale de grossesse (Karmous-Benailly et al., 2005 ; Putoux et al., 2010).

En I’absence de signes anténataux, I’atteinte rénale est trés variable se caractérisant soit par
des malformations rénales diverses soit par une dysplasie rénale avec une anomalie du
parenchyme et la présence de kystes rénaux développés aux dépens des tubules rénaux
(néphronophtise) (Parfrey et al., 2002 ; Beales et al., 2009).

Le signe le plus précoce de ’atteinte tubulaire est la polyurie/polydipsie touchant un tiers
des patients et li¢ a un défaut de concentration des urines (Tieder et al., 1982 ; Gourdol ef al.,
1984 ; Marion et al., 2011). Par la suite, I’atteinte devient glomérulaire aboutissant a une
insuffisance rénale progressive dont I’age de diagnostic varie de la naissance a un age avancé

(O’Dea et al., 1996 ; Sharifian et al, 2007 ; Hooda et al., 2009 ; Putoux et al., 2012). Des
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atteintes glomérulaires initiales, plus rares, ont également été rapportées (Frangois ef al., 1987 ;
Barakat et al, 1990). L’¢tude de O’Dea et al. montre que 25% des patients BBS ont une
insuffisance rénale chronique a I’age de 48 ans et 10% développent une insuffisance rénale
terminale dans I’enfance ou ’adolescence (O’Dea et al., 1996).

Les anomalies rénales a I’imagerie sont variées et concernent environ la moitié¢ des patients :
reins de petite taille a contours normaux ou irréguliers, agénésie unilatérale, dysplasie, lobulation
feetale, malformation des calices, dilatation pyélo-calicielle, présence de kystes médullaires et/ou
corticaux (Tieder ef al. 1982 ; Green et al., 1989 ; Beales et al., 1999). Ces anomalies peuvent se
compliquer de calculs rénaux, reflux vésico-urétral, coliques néphrétiques récurrentes et

infections urinaires. Elles peuvent parfois étre vues en période anténatale (Figure 5).
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Figure 5 : Echographie anténatale d’un foetus BBS a 26 semaines d’aménorrhées montrant une
dilatation pyélo-calicielle et des gros reins hyperéchogenes (adapté de Pasinska et al., 2015).
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1.1.6. Troubles des apprentissages

Les troubles des apprentissages sont fréquents dans le BBS. Dans 1’étude de Beales ef al.,
62% des patients présentent des troubles des apprentissages dont la moitié nécessitant une
scolarité adaptée (Beales ef al., 2009).

Dés la petite enfance, les patients peuvent présenter des troubles au niveau des compétences
sociales (jeux d’interaction, habilité a reconnaitre les signaux sociaux) (Beales et al., 1999).

Alors que la déficience intellectuelle a été décrite comme un signe majeur du BBS, les
conséquences de la déficience visuelle n’ont le plus souvent pas été prises en compte dans
I’évaluation des fonctions cognitives. Plusieurs études ont maintenant conclu que la majorité des
patients a des troubles des apprentissages et que seulement une minorité présentent une
déficience intellectuelle quantifiée lors d’un test du Quotient Intellectuel (Beales ef al. 1999 ;
Barnett et al., 2002 ; Moore ef al., 2005). Une étude réalisée au sein de notre Hopital et portant
sur une cohorte de 34 patients BBS, a montré que seulement 29% des patients présentaient une
déficience intellectuelle avérée ; 38% avaient une intelligence limitée et 29% une intelligence
moyenne. Les patients présentent principalement des difficultés d’attention et une lenteur
d’idéation (Bennouna-Greene et al., 2011). Une étude plus récente portant sur 42 patients BBS
agés de 2 a 61 ans retrouve un indice de compréhension verbale moyen de 81, un indice de
mémoire de travail a 81, un indice de raisonnement perceptif a 78 et un Quotient Intellectuel
moyen de 75, correspondant a une efficience intellectuelle limite. L’indice de mémoire a court
terme est de 89 (Brinckman ef al., 2013). Le retard est souvent global mais peut affecter certains
domaines en particulier (Baker et Beales, 2009).

Au niveau radiologique, diverses anomalies sont observées qu’il est difficile de relier aux
signes cliniques : ventriculomégalie des 2™ et 3°™ ventricules, amincissement du cortex,
réduction du corps strié (Rooryck and Lacombe, 2008), diminution du volume et dysgénésie de

I’hippocampe (>40% des cas) (Baker ef al., 2011 ; Bennouna-Greene et al., 2011).
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1.2. Criteres mineurs

Les signes mineurs du BBS sont moins spécifiques que les signes majeurs et parfois plus
difficiles a apprécier notamment en raison de leur caractére parfois subjectif mais ils peuvent étre

d’une aide précieuse a 1’établissement du diagnostic clinique (Klein and Ammann, 1969 ; Beales

et al., 1999).

1.2.1. Anomalies des extrémités

* Brachy/syndactylie

Les critéres mineurs au niveau des extrémités sont la brachydactylie, la syndactylie partielle
(le plus souvent 2-3 au niveau des orteils), la clinodactylie des 5™ doigts et le « signe de la
sandale » (écartement excessif entre les 1 et 2°™ orteils) que I’on peut observer au niveau des

mains et/ou des pieds. En incluant la polydactylie, les anomalies des extrémités sont retrouvées

chez 95% des patients.

1.2.2. Anomalies neuropsychiatriques

* Retard de langage

Le retard de langage est reporté chez 60% des patients (Beales ef al. 1999). Les patients ont
le plus souvent une voix nasonnée, difficilement compréhensible avant 1’Age de 4 ans. Méme
aprés I’acquisition du langage, des difficultés a type de bégaiement, substitution des consonnes
ou perte des suffixes persistent (Beales ef al., 1999 ; Moore et al., 2005). Ces troubles du langage
peuvent étre aggravés par une surdité rapportée chez 17 a 21% des patients (Beales et al., 1999 ;

Deveault et al.,, 2011). Une prise en charge orthophonique est le plus souvent nécessaire (Beales

etal., 1999).

* Retard de développement moteur
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La plupart des enfants BBS présentent un retard de développement moteur affectant la
motricité globale et la motricité fine (Beales ef al., 1999 ; Brinckman et al., 2013), difficile a
distinguer d’un probléme visuel précoce.

* Troubles du comportement

Des troubles du comportement sont rapportés chez un-tiers des patients avec notamment une
intolérance a la frustration, une immaturité émotionnelle, un manque de sociabilité et des traits
dépressifs et/ou d’obsession-compulsion (Beales et al., 1999 ; Moore et al., 2005 ; Deveault et

al., 2011 ; Bennouna-Greene ef al., 2011 ; Brinckman et al., 2013).

* Troubles psychiatriques

Une proportion importante des patients développe une maladie psychiatrique au cours de
leur vie (Beales et al., 1999 ; Moore et al., 2005) : anxiété, troubles de I’humeur, dépression,
troubles bipolaires, troubles obsessionnels compulsifs et manifestations psychosomatiques.
Plusieurs enfants ont été rapportés avec des troubles du spectre autistique sévéres voire des

psychoses (Barnett et al., 2002 ; Moore et al., 2005 ; Bennouna-Greene et al., 2011).

* Troubles neurologiques

La plupart des patients BBS présentent une maladresse et des troubles de 1’équilibre. Une
ataxie et des troubles de la coordination sont rapportés chez 40% des patients sans dysfonction
cérébelleuse sous-jacente (Beales ef al.,, 1999). Dans I’étude de Moore et al., 75% des patients
ont une diminution des mouvements faciaux (amimie) attribuée a un défaut de coordination

(Moore et al., 2005).

1.2.3. Anomalies sensorielles

e Surdité
Une majorité de patients présentent une surdité de transmission secondaire a des otites
moyennes chroniques (Beales et al., 1999). Une surdité de perception subclinique, uniquement

détectable a ’audiogramme, a été rapportée chez pres de la moitié des adultes BBS (Ross ef al.,

2005).
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* Autres anomalies ophtalmologiques
En dehors de la rétinopathie pigmentaire, les autres anomalies ophtalmologiques observées

sont le strabisme, la cataracte et I’astigmatisme.

* Anosmie

L’anosmie a été décrite initialement chez des patients BBS avec des mutations dans le géne
BBS4 (Iannaccone et al., 2005) suite a I’observation des souris modeles Bbs1/Bbs4 (Kulaga et
al., 2004), Bbs2 (Nishimura et al., 2004) et Bbs6/Mkks (Fath et al.,, 2005). Les patients BBS
n’ont aucune plainte, contrairement a ce qui est observé dans d’autres causes d’anosmie. Une
étude portant sur 42 patients a retrouvé une hyposmie chez tous (Brinckman et al., 2013). Dans
notre cohorte issue du PHRC, nous avons mis en évidence, sur 20 patients BBS explorés, une
anosmie chez 8, une hyposmie sévere chez 6 et une hyposmie 1égere chez 6 ; aucun n’avait une
olfaction normale (Braun et al., 2014). Ces anomalies de I’olfaction ont ét¢ mises en relation
avec les anomalies cérébrales observées a 1’imagerie cérébrale de ces patients : modification
dans les aires de 1’olfaction et de la vision (Braun et al., 2014) et diminution de volume du bulbe

olfactif (Braun et al., 2016).

1.2.4. Autres atteintes d’organes

* Malformations cardiaques

Les anomalies cardiaques sont trés variables dans le BBS. Une étude portant sur 22 patients
issus de 3 familles d’origine bédouine, retrouvait des anomalies cardiaques chez 50% d’entre eux
(Elbedour ef al., 1994) mais dans un contexte de forte consanguinité. Beales ef al., ont identifié
des anomalies cardiaques chez seulement 7% de leur cohorte (Beales er al, 1999). Ces
anomalies correspondent a des sténoses valvulaires, une persistance du canal artériel, des
cardiomyopathies et des défauts septaux (communication inter-auriculaire, inter-ventriculaire)

(Beales et al., 1999 ; Slavotineck and Biesecker, 2000).

* Anomalies hépatiques
Les anomalies hépatiques sont également variables et peuvent inclure des fibroses

hépatiques péri-lobulaires ou péri-portales aves des canaux biliaires de petite taille, des
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dilatations kystiques des voies biliaires intra ou extra-hépatiques, une cirrhose biliaire, une

hypertension portale (Baker and Beales, 2009).

* La maladie de Hirschprung

La maladie de Hirschprung se caractérise par une absence d’innervation du coélon distal plus
ou moins étendue, responsable d’une diminution de la motilité du tube digestif a 1’origine d’une
constipation chronique voire d’une occlusion intestinale. La maladie de Hirschprung a été
associée a plusieurs reprises au BBS mais son incidence exacte n’a pas été évaluée (Beales et al.,

1999 ; de Pontual ef al., 1999 ; Tobin et al., 2008).

1.2.5. Anomalies cranio-faciales

* Dysmorphie faciale

La dysmorphie faciale se caractérise par une brachycéphalie, une macrocéphalie, un front
étroit, une calvitie chez les hommes, de grandes oreilles, des fentes palpébrales étroites et petites
et orientées vers le bas et le dehors, des yeux enfoncés, un hypertélorisme, un long philtrum, une
arréte nasale déprimée, un nez court avec une pointe du nez peu bulbeuse, un nez et une lévre
supérieure hautement placés, une petite bouche, une rétrusion de 1’étage moyen de la face, et un

1éger rétrognathisme (Beales ef al., 1999 ; Lorda-Sanchez et al., 2001 ; Moore et al., 2005, Tobin

et al., 2008). La dysmorphie faciale n’est pas constante et peut étre parfois subtile (Figure 6)
(Forsythe and Beales, 2013).
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Figure 6: Dysmorphie faciale chez des patients BBS avec des yeux enfoncés, un
hypertélorisme, des fentes palpébrales vers le bas et le dehors, une petite bouche, une hypoplasie
malaire et un rétrognathisme (adapté de Forsythe and Beales, 2013).

* Anomalies dentaires
Les patients BBS ont souvent un palais ogival et une malposition dentaire. D’autres
anomalies sont également rapportées : hypodontie, malocclusion, hypoplasie des racines et

hypoplasie de I’émail (Figure 7) (Waters and Beales, 2015).

L
Figure 7 : Anomalies dentaires visualisées chez des patients BBS avec des chevauchements
dentaires (f) et un palais ogival (g) (adapté de Forsythe and Beales, 2013).

1.2.6. Syndrome métabolique

e Diabéte sucré

Le diabete sucré apparait le plus souvent a 1’adolescence ou 1’4ge adulte. Sa fréquence serait
de 6% dans une cohorte frangaise (Imhoff ef al., 2011). Il s’agit le plus souvent d’un diabéte de
type 2 non insulino-dépendant (Beales et al, 1999). Une insulinothérapie est rarement
nécessaire. L apparition du diabéte pourrait étre corrélée au degré d’obésité. Une intolérance au
glucose a été décrite chez des patients plus jeunes avant ’apparition du diabéte (Green ef al.,

1989).

* Hypertension artérielle retrouvée chez 30% des patients (Imhoff et al., 2011)

* Dyslipidémie retrouvée chez 60% des patients (Imhoff ez al., 2011)
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2 Le cil primaire

Les cils sont des excroissances cellulaires extrémement conservées au cours de 1’évolution

présent au pole apical de la plupart des cellules eucaryotes (Singla and Reiter, 2006).

2.1. La ciliogénése

Les cils sont des organelles microtubulaires dérivés du centrosome. Le centrosome est
composé de 2 centrioles perpendiculaires, pére et fils, entourés de matériel péricentriolaire. Il
constitue le centre organisateur des microtubules lors de I’interphase cellulaire.

Le cil est une structure active qui se forme et se résorbe au cours du cycle
cellulaire (Figure 8). Lors de 1’entrée dans le cycle cellulaire (phase G1), le cil se résorbe. En
phase S, les centrioles se dupliquent puis ils s’allongent en phase G2. Apres la mitose (phase M),
la cellule entre en quiescence (phase GO), phase au cours de laquelle le cil va se former

(Figure 8).
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Figure 8 : Formation et résorption du cil au cours du cycle cellulaire (Nigg and Raff, 2009).
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En phase GO, le centriole pére, le plus agé des deux centrioles, se transforme en corps
basal composé de 9 triplets de microtubules. Ces microtubules vont étre liés a des vésicules
dérivées de I’appareil de Golgi grace a des fibres de transition.

Ce complexe va migrer vers la surface apicale de la cellule. Pendant cette migration, un
axoneme se forme, dérivé du corps basal et composé de 9 doublets de microtubules. La transition
entre les triplets et les doublets de microtubules n’est pas encore claire a ce jour. L’axonéme
s’allonge du corps basal vers la partie distale, contenu dans une membrane plasmique particuliere
possédant des molécules de signalisation et des canaux ioniques (Goetz and Anderson, 2010).

Les protéines nécessaires a 1’allongement de 1’axonéme ne peuvent pas étre produites au
sein du cil primaire ; elles sont synthétisées par les ribosomes au niveau du cytoplasme ou du
réticulum endoplasmique et véhiculées via 1’appareil de Golgi vers la base du cil pour y étre
incorporées.

Puis la membrane vésiculaire du complexe va fusionner avec la membrane plasmique
externalisant I’axonéme au poéle apical de la cellule ; la « porte d’entrée » du cil devient la zone
de transition recouverte par I’invagination de la membrane plasmique appelée la poche ciliaire
(Figure 9) (Kobayashi and Dynlacht, 2011).

Lorsque la cellule entre dans un nouveau cycle, le cil se résorbe et le corps basal redevient

un centriole qui contribue a I’organisation du centrosome.
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Figure 9 : Formation du cil au cours de la phase GO du cycle cellulaire (Garcia-Gonzalo and
Reiter, 2012).

2.2. Les structures ciliaires

Le cil primaire est constitu¢ de 3 parties distinctes : le corps basal, I’axonéme et la zone de

transition (Figure 10).

. Le corps basal
Le corps basal dérive du centrosome et plus particulieérement du centriole pére. Le centriole
pere est attaché perpendiculairement au centriole fils. Le corps basal est composé de 9 triplets de
microtubules et entouré¢ de matériel péricentriolaire. Il est accroché a la cellule par des pieds
basaux et des racines ciliaires et a la membrane ciliaire par des fibres de transition (Yang et al.,

2005).

. La zone de transition

La zone de transition est constituée des fibres de transition qui lient le corps basal a la
membrane vésiculaire, a proximité du corps basal. Au niveau de la zone de transition, les
doublets de microtubules sont attachés a la membrane cytoplasmique avoisinante grace a des
projections en forme de Y. Ces fibres forment ainsi un « collier ciliaire », site d’association fort
entre les fibres et la membrane.

La poche ciliaire est impliquée dans le trafic des vésicules issues du Golgi qui fusionnent
avec la membrane ciliaire a ce niveau mais également dans le trafic de vésicules de la membrane
ciliaire vers le cytoplasme grice a un phénomeéne d’endocytose; ces deux phénomenes
permettant un équilibre au niveau de 1’ajout et du retrait de membrane ciliaire (Molla-Herman
et al., 2010).

Enfin, a noter la présence d’un réseau d’actine connecté a la poche ciliaire et facilitant

I’orientation appropriée du cil (Benmerach, 2013).
. L’axonéme

La membrane de 1’axonéme est en continuité avec la membrane plasmique mais différente

en termes de composition en phospholipides et protéines.

26



L’axonéme est composé de 9 doublets de microtubules. Ces microtubules sont liés entre eux

par des bras de nexine correspondant au complexe de régulation du moteur dynéine au niveau

des cils mobiles (Heuser et al., 2009).

Le sommet du cil est réduit a 9 microtubules simples. Il s’agit d’une zone privilégiée ou se

fait la croissance du cil, le passage du transport intraflagellaire (IFT) d’antérograde a rétrograde

(cf. Chapitre 2.3.2) et une zone riche en récepteurs ciliaires.
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Figure 10 : Coupes longitudinale et transversales des différentes structures du cil primaire: le
corps basal, la zone transition et I’axoneme. Schématisation de la poche ciliaire avec ses roles
d’endocytose et d’exocytose et la présence du réseau d’actine (Ke and Yang, 2014).

27



23 Le transport intraciliaire

2.3.1. La zone de transition

La zone de transition empéche le passage libre des vésicules entre le cil et le cytoplasme
grace a 3 barrieres physiques : les fibres de transition, le collier ciliaire et la poche ciliaire
(Nachury et al., 2010 ; Garcia-Gonzalo and Reiter, 2012 ; Reiter ef al., 2012).

Cette organisation empéche la diffusion de grosses molécules dans ce compartiment. Seules
les molécules de petit poids moléculaire (inférieur a 30 kDa) (Kee et al., 2012) et de petite taille
(inférieure & 9 nm de diametre) (Breslow, 2013) peuvent passer par la zone de transition et aller
dans le compartiment ciliaire par diffusion.

Cela signifie que la plupart des protéines utilisent un transport actif pour aller dans le
compartiment ciliaire. Les protéines peuvent arriver dans la zone de transition par deux moyens :
soit en arrivant du cytoplasme liées a certaines protéines IFT soit par I’adressage et la fusion des
vésicules post-golgiennes, contenant des protéines destinées au cil, avec la membrane de la
poche ciliaire (Ishikawa and Marshall, 2011).

Les protéines IFT sont assemblées dans la zone de transition avant d’étre transfloquées dans

I’axonéme grace au transport intraflagellaire (Garcia-Gonzalo et al., 2011 ; Reiter et al., 2012).
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Figure 11 : Les voies du trafic ciliaire (Ishikawa and Marshall, 2011).

2.3.2. Le transport intraflagellaire

Le cil n’a pas la capacité de synthétiser ses propres protéines et pourtant 1200 a 1500
protéines y transitent permettant le renouvellement des protéines structurales de I’axoneme et
’adressage des protéines ciliaires (Liu ef al., 2007 ; Oh and Katsanis, 2012). Les protéines sont
synthétisées dans le cytoplasme, localisées a la base du cil puis acheminées le long de I’axonéme
vers le sommet grace au transport intraflagellaire. L’IFT est bidirectionnel avec un transport
antérograde (de la base au sommet du cil) et un transport rétrograde (du sommet a la base du cil),
possibles grace a I’action de protéines motrices. Le transport antérograde est conduit par un
hétérotrimere de kinésine (KIF3A, KIF3B et KAP3) et le transport rétrograde grace a un
complexe de dynéine cytoplasmique (chaine lourde, chaine intermédiaire, chaine intermédiaire
légere et chaine légere) (Rosenbaum and Witman, 2002).

Ces protéines motrices interagissent avec des complexes protéiques de plusieurs sous-unités
appelées les particules IFT, réparties en 2 sous-complexes (Taschner and Lorentzen, 2016) :

- le complexe IFT-A, lui méme scindé en 2 sous-complexes indépendants :
o IFT-A central : comprenant 3 protéines (IFT144, 140 et 122)
o IFT-A non central : comprenant 3 protéines (IFT139, 121 et 43)
- le complexe IFT-B, lui aussi scindé en 2 sous-complexes indépendantes
o) IFT-B1 central : comprenant 10 protéines (IFT88, 81, 74, 70, 56, 52, 46, 27, 25 et
22)
o IFT-B2 périphérique : comprenant 6 protéines (IFT172, 80, 57, 54, 38 et 20)

Ces complexes servent d’adaptateurs entre les moteurs moléculaires et les protéines cargo a
transporter.

Les complexes IFT-A et IFT-B ont des fonctions différentes : I’inactivation de la kinésine-2
ou des particules IFT-B empéche la ciliogénése, tandis que I’inactivation du moteur dynéine ou

des particules IFT-A donne des cils plus courts et gonflés (Goetz and Anderson, 2010).
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Figure 12 : Le transport intraflagellaire (Ishikawa and Marshall, 2011).
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24. Cils mobiles et immobiles

On distingue les cils immobiles des cils mobiles de par leurs localisations, leurs structures et

leurs fonctions (Tobin and Beales, 2007 ; Baker and Beales, 2009).

* Localisation
Il existe de nombreux cils mobiles a la surface d’une cellule dite « ciliée » (environ 200 a
300) alors que le cil primaire est présent en un seul exemplaire.
Les cils mobiles sont situés au niveau des surfaces épithéliales des voies respiratoires
supérieures et inférieures, dans ’oreille moyenne, dans les ventricules du systéme nerveux

central et dans les trompes de Fallope. Les cils immobiles sont présents a la surface de la quasi-

totalité des cellules de I’organisme (Singla and Reiter, 2006).

Figure 13 : Représentation schématique des principaux types cellulaires possédant des cils
mobiles ou immobiles dans le corps humain : les photorécepteurs de la rétine (1), I’épithélium
respiratoire (2), les spermatozoides (3), I’épithélium de I’oviducte (4), I’épithélium rénal (5), le
kiniocilium de I’oreille interne (6), les cellules épendymaires dans le cerveau (7) et les neurones
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olfactifs de I’épithélium nasal (8). Les cils mobiles sont représentés en vert et les cils immobiles
en rouge (Mockel et al., 2011).
e Structure

L’axoneéme des cils immobiles est constitué de 9 doublets externes de microtubules
(structure 9+0) alors que I’axoneme du cil mobile contient en plus un doublet central (structure

9+2), des bras de dynéine internes et externes et des rayons radiaires (Figure 14).

Figure 14 : Structure d’un cil primaire et d’un cil mobile. Le cil primaire 9+0 a 9 doublets de
microtubules périphériques avec un arrangement circulaire (axoneme) (a). Le cil mobile 9+2 a
une paire de microtubules centraux additionnels (c) ainsi que des bras de dynéine internes et
externes (Takeda and Narita, 2012).

Il existe cependant des exceptions : le cil de la plaque nodale est un cil mobile avec une

structure 9+0 et le cil immobile de I’oreille interne une structure 9+2 (Bisgrove and Yost, 2006).

* Fonction

Les cils mobiles génerent un écoulement ou un mouvement des fluides (environ 1000
battements par minute). Au niveau des voies respiratoires, les cils mobiles sont responsables de
la clairance muco-ciliaire, permettant de défendre I’organisme contre les infections des micro-
organismes ou les particules inhalées en faisant remonter le mucus (Shah ef al., 2009). Au niveau
du cerveau, les cils mobiles générent le flux épendymaire permettant la circulation du liquide
céphalo-rachidien ; une altération du cil mobile a ce niveau peut induire une hydrocéphalie, signe
bien décrit chez le modeéle souris (Tissir et al.,, 2010 ; Lee, 2013). Au niveau des trompes de

Fallope, ils aident a la progression de I’ovule jusqu’a I’utérus et chez I’homme, ils permettent la
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progression des spermatozoides (Lyons et al., 2006). Le cil mobile de la plaque nodale de
structure 9+0 détermine 1’asymétrie droite-gauche de 1’organisme.

Un défaut du cil mobile est responsable d’une dyskinésie ciliaire primitive se manifestant
par une bronchectasie, une infertilité et une possible asymétrie gauche-droite (observée chez

environ 50% des patients) (Waters and Beales, 2011).

Le cil primaire a une fonction sensorielle. Il agit comme une antenne cellulaire en captant les
signaux extracellulaires et en les transmettant a la cellule pour réguler de nombreuses voies de
signalisation intracellulaires (cf. Chapitre 2.5).

De plus, des vésicules extracellulaires ont été identifiées au sommet du cil (Wood et al.,
2013) et des exosomes portant des protéines de la membrane ciliaire ont été isolés au niveau du
foie et des urines, prouvant que le cil relargue des vésicules et a un role de signalisation en plus

de sa capacité a recevoir des signaux sensoriels (Wang and Barr, 2016).
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2.5. Les grandes fonctions du cil primaire

L’importance fonctionnelle du cil primaire a émergé ces derniéres années avec la
connaissance de son rdle central dans le développement humain normal et dans la génése de
nombreuses maladies.

Le cil primaire agit comme une antenne cellulaire qui capte les signaux extracellulaires
grace a sa membrane riche en récepteurs, en canaux transmembranaires et en molécules. Ainsi, il
détecte des stimuli chimiques (molécules couplées a leur ligand, hormones, morphogénes),
mécaniques (fluides (urinaires et sanguins par exemple)) et physiques (photons) (Bisgrove and
Yost, 2006).

La détection des signaux est transmise a la cellule et entraine 1’activation de cascades de
signalisation conduisant a des réponses cellulaires variées (Fry et al., 2014) (Figure 15) :

- Stimulation ou inhibition de la différenciation et de la prolifération cellulaire au cours du
développement embryonnaire mais également dans les organes matures comme pour le
chondrocyte, I’adipocyte ou les neurones de I’hippocampe (Wallingford and Mitchell,
2011 ; Briscoe and Thérond, 2013).

- Modulation des voies clés de développement comme la voie Wnt et la voie Hedgehog.

- Modulation des voies de signalisation régulées par les facteurs de croissance (détectés au
niveau de la membrane du cil) comme les voies PDGF, FGF et Notch (Schneider ef al.,
2005 ; Tanaka et al., 2005 ; Ezratty ef al., 2011).

- Controle de la polarité cellulaire dans les tissus épithéliaux, processus majeur pour la
structuration des tissus et le développement des organes. Ainsi, dans la polykystose
rénale, pathologie ciliaire, les tubules s’étendent latéralement au lieu de
longitudinalement et forment des kystes, caractéristiques de cette pathologie (Carroll and
Yu, 2012).

- Controle de la migration des cellules.

- Transduction des stimuli sensoriels

- Régulation de la prolifération et de la maintenance des cellules souches.

De ce fait, le cil primaire contribue au développement et a la fonction de la plupart voire de

tous les organes du corps humain (Badano et al., 2006 ; Gerdes et al. 2009).
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Figure 15 : Vue schématique du cil primaire illustrant les voies de signalisation contrdlées par
cet organelle, les phénotypes cliniques, les organes impliqués et les ciliopathies syndromiques
associées a des défauts de signalisation du cil primaire. MKS : syndrome de Meckel-Gruber ;
JBTS: syndrome de Joubert : BBS: syndrome de Bardet Biedl ; NPHP: néphronophtise ; OFD:
syndrome Oro-Facio-Digital ; SLS: syndrome de Senior-Leken ; AS: syndrome d’Alstrom ;
SRPS: syndromes polydactylie-cotes courtes ; EVS: syndrome d’Ellis-Van Creveld (Fry et al.,
2014).
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*  Voie Hedgehog (HH)

Cette voie de signalisation sera citée dans les résultats et la discussion, raison pour laquelle
je la développe dans ce chapitre.

La voie HH est impliquée dans la détermination des patrons des segments, des yeux et des
membres (Ingham and Placzek, 2006), ainsi que dans la différenciation des doigts (Lopez-Rios et
al., 2014). Cette voie est également impliquée dans la différentiation des cellules du tube neural
(Dessaud et al., 2008).

La voie de signalisation HH est complexe et fait intervenir plusieurs protéines autres que
HH, Patched et Smo notamment. En I’absence de la protéine HH, la protéine transmembranaire
Patched inhibe le récepteur Smoothened et la transcription est inactivée. En présence de HH,
Patched est 1i¢ a HH et libére Smoothened qui migre au niveau de la membrane plasmique puis
dans I’axonéme du cil ou il active les protéines Gli. Les protéines Gli activées entrent dans le

noyau de la cellule et activent la transcription de genes cibles (Figure 16).

GIliA

\. Ptch1

€N
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Figure 16 : Mécanisme de la voie HH au niveau du cil primaire (Laboratoire de Génétique
Médicale, U1112).
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3 Le syndrome de Bardet-Biedl est une ciliopathie

Le BBS a été relié¢ pour la premiere fois a un défaut du cil primaire suite a I’identification de
BBSS, dont la protéine a été localisée au niveau du corps basal du cil (Ansley ef al., 2003). Par la
suite, plusieurs autres études ont confirmé la localisation ciliaire des protéines BBS (Badano et
al., 2003a ; Blacque ef al., 2004 ; Fan et al., 2004 ; Kim et al., 2004 ; Li et al., 2004 ; Kim et al.,
2005 ; Nachury et al., 2007).

A ce jour, plus de 20 genes sont identifiés dans le BBS dont le role des protéines est plus ou
moins bien connu, notamment au niveau de leurs fonctions au sein du cil primaire et de leurs

implications dans la génese des signes cliniques du BBS.

3.1. Les genes et protéines BBS identifiés a ce jour

A ce jour, 21 génes BBS (BBSI a BBS21) et 2 génes candidats (NPHPI1 et IFT74) ont été
identifiés (Table 2 et Figure 17).

Les 5 premiers loci ont été identifiés par des analyses de liaison sur des grandes cohortes de
patients BBS : BBS1 (Leppert et al., 1994), BBS2 (Kwitek-Black ef al., 1993), BBS3 (Sheffield
et al., 1994), BBS4 (Carmi et al., 1995), BBS5 (Young et al., 1999). Les 5 génes correspondants
ont été identifiés quelques années plus tard : BBSI (Mykytyn et al., 2002), BBS2 (Nachimura et
al., 2001), BBS3 (Chiang et al., 2004 ; Fan et al., 2004), BBS4 (Mykytyn et al., 2001) et BBSS
(Liet al., 2004).

De fagon intéressante, le premier geéne identifi¢ dans le BBS était le géne MKKS, initialement
impliqué dans le syndrome de McKusick-Kaufmann (MKKS) (Katsanis et al., 2000 ; Slavotinek
et al., 2000). Cependant, 5 loci BBS ayant été identifiés préalablement, il prit le nom de BBS6.
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Géne Locus Localisation subcellulaire, Références
fonction
BBS1 11q13.1 | BBSome Leppert et al., 1994
Mykytyn et al., 2002
BBS2 16921 BBSome Kwitek-Black et al., 1993
Nishimura et al., 2001
BBS3/ARL6 3ql1.2 Petite GTPase, participe a Sheffield et al., 1994
I’assemblage du BBSome Chiang et al., 2004
Fan et al., 2004
BBS4 15g22.3 | BBSome Carmi et al., 1995
Mykytyn et al., 2001
BBS5 2q31.1 BBSome Young et al., 1999
Liet al., 2004
BBS6/MKKS 20pl12 Complexe chaperonne Katsanis et al., 2000
Slavotinek et al., 2000
BBS7 4927 BBSome Badano et al., 2003a
BBSS8/TTC8 14g32.11 | BBSome Ansley et al., 2003
BBS9 Tpl4 BBSome Nichimura et al., 2005
BBSI10 12g21.2 | Complexe chaperonne Stoetzel et al., 2006
BBSI1 9q33.1 E3 ubiquitine ligase, impliquée Chiang et al., 2006
dans le trafic membranaire
BBS12 4q27 Complexe chaperonne Stoetzel et al., 2007
BBS13/MKS1 17922 Corps basal, participe a Leitch et al., 2008
I’organisation de la ZT
BBS14/CEP290 12g21.3 | Corps basal, participe a Leitch et al., 2008
I’organisation de la ZT et a ’entrée
du BBSome dans le cil
BBS15/WDPCP 2pl5 Corps basal, impliquée dans la Kim et al., 2010
localisation des septines et dans la
ciliogénese
BBS16/SDCCAGS | 1¢43 Corps basal, régule le recrutement | Otto et al., 2010
du matériel péricentriolaire a la
région centrosomale
BBS17/LZTFL1 3p21.3 BBSome, participe a la voie de Marion et al., 2012
signalisation Shh
BBS18/BBIP1/10 10g25.2 | BBSome Scheidecker et al., 2014
BBS19/IFT27 22ql2 Protéine G, impliquée dans le Aldamesh et al., 2014
transport intraflagellaire
BBS20/IFT172 2p23.3 Transport intraflagellaire Bujakowsla et al., 2015
BBS21/C8orf37 8g22.1 Corps basal Héon et al, 2016
IFT74 9p21 Transport intraflagellaire Lindstrand et al. 2016
NPHP1 2ql3 Corps basal, participe a Lindstrand et al. 2014

I’organisation de la ZT

Table 2 : Les geénes identifiés

dans le BBS avec leurs localisations chromosomiques, leurs
localisations et fonctions cellulaires (cf Chapitre 3.2) et la référence de la publication dans
laquelle ils ont été initialement décrits (ZT : zone de transition).
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Figure 17 : Schéma illustrant la localisation des protéines BBS. Le complexe chaperonine
permet I’assemblage du BBSome, qui interagit avec BBS3 (GTPase) et les membres de la

famille Rab pour organiser la ciliogénése et la maintenance du cil (cf. Chapitre 3.2) (Adapté de
Forstythe and Beales, 2013).
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3.2. Fonctions des protéines BBS

L’ensemble des protéines BBS participe au fonctionnement du cil primaire en faisant partie
soit du BBSome (BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8, BBS9, BBS17 et BBS18), soit du
complexe chaperonine (BBS6, BBS10 et BBS12), soit du corps basal (BBS13, BBS14, BBS15,
BBS16, BBS21 et NPHPI1), soit en ayant des fonctions biologiques reli¢ées (BBS3, BBS11,
BBS19, BBS20, [FT74) (Figure 18).

Ces protéines ne sont pas redondantes et la modification de I’une d’entre elles conduit a une
dysfonction du cil primaire (Tayeh er al, 2008). La majorit¢ des mutations BBS testées
conduisent a un assemblage aberrant du BBSome, mécanisme qui semble primordial dans la

genese du BBS (Zhang et al., 2012a).

¢ Le BBSome

Jusqu’a D’identification du BBSome, 12 protéines BBS avec des roles distincts étaient
connues. En 2007, Nachury ef al., identificrent le complexe BBSome grace a une purification
biochimique des proétines associées a BBS4 (Nachury ef al, 2007). Ils démontrerent que le
BBSome était d’un complexe de protéines (BBS1, BBS2, BBS4, BBSS, BBS7, BBS9 et BBIP1)
stables, trés conservées et localisées a la base du cil en dehors de BBS4, satellite péricentriolaire.
Le BBSome se lie transitoirement 8 PCM1, composant principal des satellites péricentriolaires.
Le BBSome aurait plusieurs focntions au sein de la cellule méme si toutes sont imparfaitement
comprises & ce jour : il joue un role dans la sélection des cargos, dans le trafic des cargos
adressés au cil, dans le trafic vésiculaires de protéines membranaires jusqu’au cil, dans 1’ancrage

et la fusion des vésicules a la base du cil et le transport IFT (Madhivanan and Aguilar, 2014).

* Assemblage du BBSome (Figure 18B)

Les protéines BBS6, 10 et 12 forment le complexe chaperonines-BBS qui permet
I’assemblage du BBSome avec les chaperonines CCT/TRiC (Seo ef al., 2010). Tout d’abord, le
complexe CCT/TRiC/complexe chaperonines-BBS lie et stabilise BBS7. BBS7 s’assemble
secondairement avec BBS2 et BBS9 pour former le noyau du BBSome. Les autres protéines
BBS sont recrutées dans ’ordre suivant pour former le BBSome, un complexe de 438 kDa :
BBS1, BBSS5, BBS8, BBS4 a qui BBIP1/BBIP10/BBS18 se lie (Loktev et al., 2008 ; Zhang
et al., 2012a).
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* Le BBSome permet I’adressage des vésicules vers le cil (Figure 18A)

Les protéines destinées au cil sont contenues dans des vésicules post-golgiennes régulées par
les protéines Rab8 et Rabin8. Lors de sa premiére description en 2007, il a été démontré que le
BBSome interagissait directement avec Rabin8. Il a été alors suggéré que le BBSome avait un
role dans la régulation de I’adressage des protéines membranaires en permettant une exocytose

ciblée depuis le Golgi vers la membrane ciliaire (Nachury et al., 2007 ; Jin et al., 2010).

* Le BBSome recrute les protéines membranaires vers le cil (Figure 18C)

Puis, il a été démontré que le BBSome était capable de reconnaitre des signaux des protéines
membranaires et de les amener a la membrane ciliaire sous le controle de la petite GTPase
ARL6/BBS3 qui va permettre la liaison entre le BBSome et les protéines membranaires pour un
transport vers la membrane ciliaire par diffusion contrélée (Jin et al., 2010 ; Berbari et al.,
2008).

¢ Le BBSome facilite 'IFT (Figure 18E)

Les protéines BBS ont été localisées le long du cil primaire (Blacque et al., 2004 ;
Nishimura et al., 2004), suggérant que le BBSome lie les protéines cargo aux protéines IFT pour
leur acheminement le long du cil primaire. Cependant la contribution du BBSome a I’IFT reste
contreversée et varie d’un organisme a I’autre.

Chez C. reinhardtii, Lechtreck et al, démontrent que le BBSome facilite 'IFT en
association avec d’autres protéines IFT mais n’en est pas un composant essentiel (Lechtreck et
al., 2009). De méme, la méme équipe montre que le BBSome n’est impliqué que dans la sortie
de certaines protéines du cil et non dans leur entrée (Lechtreck ef al., 2013).

Chez T. brucei, il a été démontré que le BBSome facilite le tri de certaines protéines
membranaires qui vont étre intégrées par endocytose a la base du cil (Langousis et al., 2015).

Chez C. elegans, Wei et al., démontrent que les protéines BBS participaient a I’assemblage
et au modelage (désassemblage et réassemblage) des complexes IFT, a la fois & la base et au
sommet du cil (Wei et al., 2012).

Avec un modele murin, Eguether et al., montrent que LZTFL1/BBS17 lierait le BBSome au
complexe IFT via le complexe IFT27/IFT25 (Eguether et al., 2014). Liew et al., suggérent que
I’hydrolyse du GTP associ¢ a ARL6/BBS3 permettrait le désassemblage du complexe IFT.
Secondairement, le complexe IFT-B relacherait le complexe IFT27/25 et IFT27 seul permettrait
a ARL6/BBS3 de déclencher I’assemblage du BBSome aux protéines cargo et IFT destinées au
transport rétrograde (Liew et al., 2014).
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* Le BBSome module I’exportation de protéines hors du cil
Le BBSome joue également un rdle dans I’évacuation des protéines hors du cil. Ainsi, il
permet la sortie de Patched-1 et Smoothened, deux composants de la voie Hedgehog. La
suppression des protéines Bbs chez la souris induit une diminution de la voie de signalisation

Shh (Seo et al., 2011 ; Zhang et al., 2012b).

*  BBS4 régule le recrutement du BBSome (Figure 18D-E)

En plus de son rdle en tant que sous-unit¢é du BBSome, la protéine BBS4, grace a moteur
moléculaire dynéine et a un microtubule, est nécessaire au transport de PCMI1 vers la région
péricentriolaire (Kim et al., 2004). Les satellites péricentriolaires semblent réguler 1’entrée de
BBS4 au niveau de la région péricentriolaire qui joue une fonction de réservoir a protéines

BBS4, régulant ainsi le recrutement du BBSome au cil (Stowe ef al., 2012).

e BBIP1/BBIP10/BBS18 a une action sur les microtubules
La sous-unité du BBSome BBIP1/BBIP10/BBS18 affecte la polymérisation et 1’acétylation
des microtubules suggérant que le BBSome participe a la formation/maintenance du cil par la

régulation de la composition de la membrane du cil et de la dynamique des microtubules (Loktev

et al., 2008).

* Protéines BBS de la zone de transition
La protéine Cep290/BBS14 est localisée au niveau de la zone de transition et permet
I’assemblage et I’entrée du BBSome dans le cil (Barbelanne ef al,, 2015). D’autres protéines
BBS telles que MKS1/BBS13 et SDCCAGS8/BBS16 sont aussi localisées dans la zone de
transition, renfor¢ant I’importance de cette région pour la fonction du BBSome (Leitch ef al.,

2008 ; Marion et al., 2012).

D’autres roles non-ciliaires ont été attribués aux protéines BBS :

- Le trafic des vésicules intracellulaires : BBS1 et BBS4 recyclent le récepteur Notch a la
membrane plasmique (Leitch et al., 2014) ; IFT20 et BBS8 sont impliqués dans la
localisation membranaire de Vangl2, une protéine de la voie PCP, dans un processus non
dépendant du cil (May-Simera ef al., 2015) ; BBS3/ARL6 module la voie de signalisation

Wnt (Wiens ef al., 2010) mais son action indépendante du cil n’est pas encore démontrée.
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La régulation de I’activité du protéosome : plusieurs protéines BBS (BBS1, BBS2, BBS6,
BBS7, BBS8) sont capables d’interagir avec différentes sous-unités du protéosome. Une
diminution de I’activit¢ de BBS1, BBS4 et OFD1 altere la composition des sous-unités
du protéosome et inhibe son activité (Liu et al., 2014).

La dynamique du cytosquelette d’actine: BBS4, BBS6 et BBS8 régulent la
polymérisation de I’actine (Ridley, 2006 ; Hernandez-Hernandez ef al., 2013), pouvant
faire suspecter un role de ces protéines dans la migration cellulaire et la cytokingese.

La régulation de I’expression de génes : BBS1, BBS2, BBS4, BBSS, BBS6, BBS7, BBS8
et BBS10 interagissent avec RNF2, qui permet le remodelage de la chromatine du groupe
polycomb. L’inactivation de ces protéines BBS conduit a la modification de 1’expression

des cibles de RNF2 (Gascue et al., 2012).
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Figure 18 : Représentation schématique des roles connus des protéines BBS (Novas et al.,
2015).

(A) : le BBSome reconnait et adresse les vésicules contenant les protéines transmembranaires
destinées au cil, au cil.

(B) : I’'assemblage du BBSome implique une série de complexes intermédiaires et est facilité par
I’action du CCT/TRiC/complexe chaperonines-BBS.

(C) : BBS4 est impliqué dans le transport des protéines vers la région péricentriolaire.

(D) : la région péricentriolaire semble agir comme un réservoir de protéines BBS4 controlant
ainsi la disponibilité du BBSome.

(E) : le BBSome participe a la formation des complexes IFT et a leur transport le long du cil.

(F) : le désassemblage du BBSome semble contrdler le remodelage de I'IFT au sommet du cil et
le recrutement des cargo destinés a la sortie des complexes [FT-A du cil.
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3.3. Les signes cliniques du BBS en lien avec le cil primaire

La pathogénése des signes cliniques du BBS a été élucidée en partie, notamment par le

caractere pléiotropique du cil primaire.

* Dystrophie rétinienne
Au niveau de la rétine, le cil connecteur qui relie le segment interne et le segment externe du
photorécepteur est un cil primaire modifié. La dystrophie rétinienne semble étre la conséquence
d’un défaut du trafic des protéines a travers le cil modifi¢ conduisant a 1’apoptose des

photorécepteurs (Nishimura et al., 2004 ; Sheffield, 2010 ; Mockel et al., 2012).

* Polydactylie
L’origine de cette malformation est associée a un dysfonctionnement de la voie de
signalisation Sonic-Hedgehog (SHH). En effet, les récepteurs impliqués dans cette voie ont une
localisation ciliaire et jouent un réle prépondérant durant le développement des membres

(Bimonte et al., 2011).

* Anomalies rénales
Le cil primaire est présent a la surface des cellules épithéliales rénales. Il détecte le flux
urinaire et régule ainsi la réabsorption d’eau, expliquant qu’une anomalie du cil soit a I’origine
d’un trouble de concentration des urines et d’une perte non appropri¢e d’eau (polyurie) (Marion
et al., 2011). De plus, le cil primaire contrdle la polarité des cellules et en cas d’anomalie, les
tubules s’étendent latéralement (au lieu de longitudinalement) et des kystes se forment (Carroll

and Yu, 2012).

*  Obésité

L’origine de I’obésité est multifactorielle dans le BBS. Le métabolisme énergétique semble
identique entre les patients BBS et les personnes obéeses de la population générale (Grace et al.,
2003) mais le modele souris montre une augmentation de la prise alimentaire, une diminution de

I’activité physique et met en évidence une résistance a la leptine (Sheffield, 2010).
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Pluiseurs études ont démontré que I’hypothalamus qui régule 1’équilibre entre la prise
alimentaire et la dépense énergétique en intégrant des signaux périphériques, possede des
neurones ciliés exprimant les protéines BBS et portant a leurs surfances des récepteurs
hormonaux dont celui de la leptine, hormone de la satiét¢ (Rahmouni et al., 2008 ; Seo et al,
2009). Ces travaux confortent I’hypothése centrale de I’origine de 1’obésité dans le BBS comme
suspectée depuis les premicres descriptions en raison de I’atteinte d’autres axes hypophysaires
(hypogonadisme notamment) (Bardet, 1920).

Cependant, plusieurs travaux récents, dont ceux de notre équipe, ont nuancé cette hypothése
en montrant une origine périphérique en plus de 1’origine centrale a 1’apparition de 1’obésité. En
effet, il a ét¢ démontré que le modele souris présentait un développement accru du tissu adipeux
malgré une prise alimentaire contrélée. De plus, les protéines BBS sont exprimées par les
adipocytes avec un pic d’expression lors de la phase adipogénique (Marion ef al., 2009). Par
ailleurs, les protéines BBS jouent un rdle régulateur dans les étapes de différenciation
adipogénique ; I’inactivation des genes Bbs4, Bbs10 et Bbs 12 favorise la voie adipogénique dans
les cellules précurseuses (Aksanov et al., 2014). Enfin, chez le modele souris Bbs4, il existe un
taux ¢élevé de leptine circulante avec une réponse intacte a la leptine dans I’hypothalamus

(Berbari et al., 2013).

* Hypogonadisme
L’origine de ’hypogonadisme est encore mal connue : elle pourrait étre liée a un défaut
développemental ou une défaillance de 1’axe hypothalamo-hypophysaire ou une combinaison des

deux (Toledo et al., 1977 ; Soliman et al., 1996).

* Troubles des apprentissages

L’origine exacte des troubles des apprentissages est encore imparfaitement connue dans le
syndrome de Bardet-Biedl.

Comme la plupart des cellules de 1’organisme, les neurones possédent un cil primaire
(Whitfield, 2004). Des études sur des modeles animaux et cellulaires ont montré I’importance du
cil dans le développement et le maintien du réseau neuronal cérébral (Davis et al., 2007 ;
Nishimura ef al., 2004 ; Kamiya ef al,, 2008). Swiderski ef al. ont notamment montré que le
modele souris Bbs4 présente une altération de la structure, de la distribution apparente et des

propriétés chimiques des cils primaires neuronaux (Swiderski et al., 2012).
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Les cils primaires neuronaux sont notamment situés au niveau des cellules souches
neuronales du gyrus dentelé de I’hippocampe et dirigent ainsi la neurogénése (Whitfield and
Chakravarthy, 2009). Les modeles murins montrent des anomalies du développement de
certaines régions cérébrales avec notamment une hypoplasie de ’hippocampe (Davis et al.,
2007), traduisant un déficit primaire en cellules souches neuronales impliquant le cil primaire via
la voie Shh (Breunig et al., 2008 ; Han et al., 2008).

La neurogénese de I’hippocampe adulte a un rdle crucial dans les apprentissages et la
mémoire épisodique et spatiale (Bird and Burgess, 2008 ; Deng et al., 2010). Amador-Arjona et
al., ont démontré que la déplétion conditionelle des cils au niveau cérébral diminue la mémoire
spatiale par perte des cellules progénitrices de 1’hippocampe (Amador-Arjona et al., 2011). De
plus, Agassandian et al., ont montré que le mod¢le souris Bbs4 avait des anomalies de nombre et
de morphologie des cil primaire neuronaux dans les régions cérébrales impliquées dans les
apprentissages et la mémoire mais pas dans les autres régions (Agassandian et al., 2014).

Chez I’homme, des études par imagerie cérébrale ont montré une diminution significative du
volume du néocortex (cortex fronto-orbitaire et lobe temporal) et de I’hippocampe chez les
patients Bardet-Biedl (Baker ef al., 2011 ; Bennouna-Greene ef al., 2011). De plus, notre équipe
a montré une expression plus importante des génes BBS2 a BBSI2 dans I’hippocampe que dans

les autres régions cérébrales (Bennouna-Greene ef al., 2011).
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3.4. Mutations identifiées dans les génes BBS

*  Modes de transmission

Le mode de transmission autosomique récessif fut suggéré des les premicres études portant
sur le BBS et ce mode¢le fut confirmé dés I’identification des premicres mutations (Kwitek-Black
etal, 1993 ; Leppert et al., 1994 ; Young et al., 1999).

Cependant, d’autres études par la suite évoquerent un mode de transmission plus complexe.
Des observations de patients porteurs de mutations sur deux alleles différents ont été rapportées
faisant évoquer un mode de transmission oligogénique. Soit la présence d’une 3°™ mutation sur
un second locus était nécessaire a 1’expression de la pathologie (les patients porteurs de deux
mutations sur un méme locus étaient asymptomatiques), soit elle aggravait le phénotype
(Katsanis ef al., 2001). Des publications ultérieures ont confirmé ces données (Katsanis et al.,
2002 ; Badano ef al., 2003b ; Beales ef al., 2003 ; Fauser et al., 2003 ; Mykytyn et al., 2003 ;
Eichers et al., 2004 ; Hjortshej et al., 2010 ; Estrada-Cuzcano et al., 2012a) ; il a notamment été
démontré que certaines mutations avaient un effet dominant négatif (Zaghoul et al., 2010) qui
pourrait, selon les auteurs, expliquer 1’exces de patient avec une seule mutation identifiée ainsi
que le role du 3°™ alléle dans le modéle triallélique. D’autres articles récusent ces données
arguant que le mécanisme d’action du 3™ alléle est obscur et que la 3°™ variation étant le plus
souvent un faux-sens, il est possible qu’elle corresponde a un polymorphisme rare plutét qu’a
une réelle mutation (Hichri et al., 2005 ; Laurier et al., 2006 ; Smaoui et al., 2006 ; Abu-Safich
et al., 2012). De plus, la probabilité d’étre porteur d’une mutation dans un gene BBS a 1’état
hétérozygote est estimée a 1/50, ce qui pourrait expliquer la présence d’une 3°™ mutation
comme un fait du hasard (Laurier et al., 2006 ; Redin et al., 2012). Une ¢étude récente a réalisé

des exomes chez 265 familles atteintes de ciliopathies et a prouvé que ces pathologies se

transmettaient selon les lois de Mendel, mettant a bas I’hypothése de I’oligogénisme (Shaheen et

al., 2016).

Certaines observations rapportent la présence de signes isolés (obésité notamment) de BBS
chez les parents d’un patient atteint et/ou chez les porteurs hétérozygotes pour une mutation
BBS, alors que d’autres études le récusent (Croft et al., 1995 ; Beales et al., 1999 ; Cox et al.,
2003 ; Hjortshej et al., 2007 ; Kim et al., 2007 ; Webb et al., 2009 ; Guo and Rahmouni, 2011).

A noter qu’a ce jour, malgré le nombre de publications croissantes, la variabilité clinique

observée entre les patients, méme au sein d’une méme famille, n’est toujours pas expliquée.
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* Détection des mutations

Des mutations sont retrouvées chez environ 80% des patients (Billingsley et al., 2011 ;
Forsythe and Beales, 2013 ; Glockle et al., 2014).

Une grande partie des mutations identifiées sont des faux-sens (Muller ef al., 2010 ; Pereiro
et al., 2010 ; Deveault ef al., 2011 ; Alvarez-Satta et al., 2014 ; Lindstrand et al., 2014) dont
I’interprétation est parfois difficile reposant sur 1’é¢tude de la ségrégation familiale, les outils
bioinformatiques et les analyses fonctionnelles (Muller ef al., 2010). De plus, les techniques de
séquencage n’incluent pas le plus souvent la MLPA et les réarrangements de grande taille ne
sont pas mis en évidence (Muller et al. 2010 ; Lindstrand et al, 2014) alors qu’ils doivent
correspondre a un nombre certain d’alléles pathogénes (Lindstrand et al., 2016). Au vu du
nombre de génes impliqués dans le BBS, les techniques de séquencage haut débit sont de plus en
plus utilisées et ont prouvé leur efficacité dans I’établissement d’un diagnostic moléculaire
(Redin et al., 2012). Cependant, ces techniques ne permettent pas de couvrir I’ensemble des
régions codantes (Redin et al., 2012).

L’ensemble des ces données explique probablement 1’excés de patients hétérozygotes sans

deuxieme événement identifi¢ (Fauser et al., 2003 ; Hichri et al., 2005 ; Hjortshgj ef al., 2010).

* Mutations fondatrices

Plusieurs mutations a effet fondateur ont été rapportées et sont retrouvées chez un nombre
important de patients (Muller et al., 2010).

La mutation p.Met390Arg du géne BBS! est caractéristique de la population européenne
alors que la mutation p.Cys91Leufs*5 du gene BBSI0 est retrouvée dans différents groupes
ethniques (Zaghloul and Katsanis, 2009). La mutation p.Met390Arg du géne BBS! représenterait
la moiti¢ des mutations identifiées dans ce géne (Mykytyn et al., 2002).

D’autres alleles sont spécifiques de certaines ethnies : la mutation ¢.1091+3G>C du géne
BBSI dans les iles Féroé (Hjortshej ef al., 2009), la mutation ¢.472-2A>G du gene BBS2 dans la
communauté huttérienne au Canada (Innes et al., 2010), la mutation p.Arg189* du géne BBS2 et
la mutation ¢.459+1G>A du geéne BBSS en Tunisie (M’Hamdi et al., 2014), les mutations
c.311A>C (p.D104A) et c.1895G>C du gene BBS?2 dans la population juive ashkénaze (Fedick et
al., 2014), la mutation ¢.272T>C du géne BBS3 dans la population indienne (Sathya Priya ef al.,
2015), les mutations ¢.77_220del144 et c.1156 _1157CG>TA du geéne BBS4 en Iran (Mykytyn et
al., 2001 ; Fattahi ef al.,, 2014) et la mutation ¢.1967 1968delTAinsC du géne BBS7 en Russie
(Suspitsin et al., 2015).
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e Prévalence des genes mutés (Figure 19)

La majorité des mutations sont identifiées dans les genes BBS! et BBS10, respectivement
dans 23,2% et 20% des cas dans la population caucasienne (Waters and Beales, 2015). I1 existe
des variations selon les régions géographiques (Hjortshej et al, 2010): BBSI est peu
fréquemment muté dans la population non caucasienne dans laquelle d’autres génes sont
retrouvés plus fréquemment mutés notamment dans certaines ethnies (génes BBS4, BBSS et
TTCS chez les patients d’Afrique Centrale et du Nord (Billingsley et al., 2011) par exemple) sans
qu’il existe de gene spécifique d’une population.

Certains génes BBS n’ont été identifiés que dans une famille (BBS/1, BBS13, BBSIi4,
BBS15, BS18, BBS19, IFT74 et NPHPI). Pour les génes récemment identifiés (BBSI8, BBS19,
IFT74 et NPHPI), il est probable que d’autres observations viendront renforcer et valider ces
données, la description clinique semblant étre caractéristique de ce syndrome. Pour les génes
identifiés précédemment (BBS/1, BBS13, BBS14 et BBS15), la question de leur 1égitimité en tant
que gene BBS peut étre soulevée, ce d’autant plus que la clinique des patients était trés peu

détaillée. Ceci est d’autant plus vrai pour BBS// dont la fonction ciliaire est peu claire.

BBS21
BBS200,10% 0,10%

BBSome
BBS19 0,10% (36, 5%)
BBS17 0,20%
BBS16 1%

| non identifiés 17,90% |

BBSS
BBS72%  0/40%

BBS8 1%

BBS18 0,10%

Protéines chaperonnes (31%)

Figure 19 : Répartition de la fréquence des mutations dans les genes BBS. Le graphique
représente |’occurrence de mutations dans les différents genes BBS identifiés (BBS1 a BBS21).
Les génes codant pour les protéines composant le BBSome sont les protéines BBS1, 2, 4, 5, 7, 8,
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9 et 18 et celles ayant une fonction de chaperonne sont les protéines BBS6, 10 et 12 (adapté de
Forsythe and Beales, 2013).

3.5. Corrélations génotype-phénotype existantes

A ce jour, les investigations moléculaires ne peuvent étre guidées par les signes cliniques
des patients, aucune corrélation génotype-phénotype significative n’ayant été mise en évidence
(Forsythe and Beales, 2013).

Certaines corrélations génotype-phénotype ont été suggérées mais toujours pour des petites

séries de patients que nous présentons ici.

* Corrélations pour le géne BBS!

- Le phénotype semble plus modéré de fagon générale (Estrada-Cuzcano ef al., 2012a), ou
quand le phénotype est comparé a ceux liés a BBS2 et BBS10 (Hjortshej et al., 2010) ou
d’autres génes BBS (Daniels ef al., 2012).

- L’atteinte rénale rénale est moins sévere chez les patients mutés dans BBSI comparés aux
patients mutés dans BBS10 (Forsythe et al., 2017).

- Les patients ont une meilleure acuité visuelle et un ERG plus ample que les patients mutés
dans d’autres génes (Daniels et al., 2012 ; Esposito ef al., 2017).

- Parmi les patients mutés dans BBS/, les patients homozygotes pour la mutation récurrente
M390R ont un phénotype rétinien plus séveére que les patients hétérozygotes composites
(Castro-Sanchez et al., 2015).

- Les patients porteurs de mutations faux-sens dans le géne BBS/ ont un risque cardio-
vasculaire moindre que les patients porteurs d’autres mutations dans le gene BBS/ ou mutés

dans le gene BBS10 (Forsythe et al., 2015).

* Corrélations pour le géne BBS?2
- Les patients avec des mutations dans les génes BBS2, BBS4 ou BBS6 ont un phénotype rénal

anténatal plus sévere (Karmous-Benailly ef al., 2005).

* Corrélations pour le géne BBS3
- Auniveau ophtalmologique, les patients porteurs de mutations dans les génes BBS3 ou BBS4

présentent une myopie contrairement aux patients mutés dans BBS2 (Héon et al., 2005).
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La polydactylie semble constante aux 4 membres (Sheffield et al., 1994) ou aux membres

inférieurs (Young ef al., 1998).

* Corrélations pour le géne BBS4
Cf. BBS3 et BBS2
Les patients présenteraient un phénotype rétinien caractéristique avec des dépodts

pigmentaires épars méme au stade avancé de la maladie (Riise et al., 2002).

* Corrélations pour le géne BBS6
Cf. BBS2
Les patients avec des mutations dans les génes BBS6, BBS10 ou BBSI2 ont un phénotype
rénal postnatal plus sévere (Imhoff ef al.,, 2011).
Les patients avec des mutations dans les genes BBS6, BBSI10 ou BBS12 présentent plus de

malformations uro-génitales (Billingsley ef al., 2010).

* Corrélations pour le géne BBS10
Cf. BBSG6 :
o Esposito et al., confirment que les patients mutés pour le géne BBSI0 ont un
phénotype rénal plus sévere (Esposito et al., 2017).
o Castro-Sanchez ef al., confirment que les patients mutés pour le gene BBS/0 ont
plus d’anomalies uro-génitales et notamment que les patients avec une mutation
dans BBS! (Castro-Sanchez et al., 2015).
Les patients mutés dans BBS10 ont un BMI, une adiposité au niveau des visceres et une
résistance a la leptine significativement augmentés par rapport aux patients avec une

mutation dans BBS! (Feuillan ef al., 2011).

* Corrélations pour le géne BBS12
Cf. BBS6
Les patients mutés dans BBSI2 présentent plus de troubles des apprentissages que les

patients avec une mutation dans BBS/ (Castro-Sanchez et al., 2015).
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Toutes ces études portent sur un petit nombre de patients et n’ont jamais, ou de facon
exceptionnelle, été reproduites sur des cohortes de plus grande taille. Elles ont parfois méme été
invalidées par d’autres observations rapportant des variabilités inter et intrafamiliales. Ainsi, il
avait été suggéré que les mutations dans le géne BBS3 étaient associées a une polydactylie des 4
membres ou des membres inférieurs (Sheffield ef al., 1994 ; Young et al., 1998) ce qui a été
réfuté par la suite, des patients mutés dans le méme geéne ayant été rapportés sans polydactylie
(Ghadami et al., 2000). De méme, il avait été suggéré que les mutations dans les chaperonines
¢taient responsables de malformations uro-génitales ayant fait évoquer initialement le diagnostic
de MKKS (Billingsley et al., 2010) mais cette observation a été contredite par la description de
phénotypes identiques dans d’autres genes n’appartenant pas a ce complexe (Devault et al.,
2011).

De plus, il s’agit souvent d’études comparant un phénotype li¢ & un géne par rapport a un ou
deux autres geénes et jamais a une cohorte de patients avec des mutations dans les différents
genes BBS. Une étude portant sur un grand nombre de patients BBS avec mutation identifiée
(105 cas et 83 familles) n’a retrouvé aucune corrélation génotype-phénotype significative

(Deveault et al., 2011).
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4 Les ciliopathies

Le BBS appartient au grand groupe des ciliopathies, pathologies liées a une anomalie du cil
primaire. Chaque ciliopathie est rare mais prises toutes ensembles, elles affecteraient 1 personne
sur 2000 (Quinlan et al., 2008).

Ce groupe de pathologies est en pleine expansion avec I’identification croissante de
nouveaux genes et syndromes en faisant partie.

Du fait de leur mécanisme physiopathologique commun, les ciliopathies présentent un
chevauchement clinique et moléculaire (Zaghoul and Katsanis, 2009). 11 est fait I’hypothese que
la sévérité du phénotype dépende du type de loci muté et du nombre de mutations impliquées
(Leitch et al., 2008 ; Gerdes et al., 2009).

Les atteintes d’organes sont pléiotropiques du fait de la localisation ubiquitaire du cil

primaire. 10 organes sont principalement touchés dans les ciliopathies (Figure 20).

3. ¢
/ :

10.« 10 main target organs
in ciliopathies

8/ @8\

\

Figure 20 : Les 10 atteintes d’organes majeures dans les ciliopathies : le situs inversus (1), les
gonades (2), le systéme nerveux central (3), la rétine (4), le systeme olfactif (5), le foie (6), les
reins (7), le tissu adipeux (8), les membres (9) et le squelette (10) (Mockel et al., 2011).
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Ces atteintes d’organes peuvent étre soit isolées soit associ€es (syndromiques). L’atteinte
prédominante permet d’orienter le diagnostic vers un sous-groupe de ciliopathies et c’est
I’association parfois spécifique de signes cliniques qui peut permettre de poser un diagnostic, ce
qui reste parfois difficile en raison du chevauchement clinique. Le diagnostic peut également étre
reconsidéré devant 1’apparition de nouveaux signes avec le temps.

Classiquement, on distingue (Figure 21) (communication orale H. Dollfus, 15°™ journées
de médecine feetale, Morzine) :

- les syndromes avec atteinte rétinienne : certaines formes d’amaurose congénitale de
Leber ou de rétinopathies précoces.

- les syndromes avec obésité : syndromes de Bardet-Biedl, d’ Alstrom et MORM.

- les syndromes avec atteinte neurologique : syndromes de Joubert (et apparentés) et de
Meckel.

- les syndromes avec atteinte rénale : néphronophtise, syndrome de Senior-Loken.

- les syndromes avec atteinte squelettique : syndromes oro-digito-faciaux, polydactylie-

membres courts et dystrophie thoracique de Jeune.

! Skeleton, |
1 craniofacial |

Meckel- | OFD | Jeune |
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Figure 21 : Le spectre des ciliopathies : en abscisse, les principales ciliopathies et en ordonnée,
les différents symptomes et organes touchés. La couleur de 1’organe est d’autant plus foncée que
’organe est touché dans le syndrome (Laboratoire de Génétique Médicale, U1112).

4.1. Atteinte ophtalmologique prédominante

4.1.1. Rétinopathie pigmentaire (RP)

Les RP sont un groupe hétérogéne de pathologies ophtalmologiques héréditaires
responsables d’une dégénérescence rétinienne progressive touchant 1 personne sur 3000 a 5000
(Veltel et al., 2008). Ces maladies se caractérisent, comme dans le BBS, par une héméralopie, un
rétrécissement du champ visuel et une diminution progressive de I’acuité visuelle centrale. Des
formes plus ou moins précoces sont décrites dont la forme la plus sévére est 1’amaurose
congénitale de Leber.

Différents modes de transmission sont décrits : autosomique récessif (50 a 60% des RP),
autosomique dominant (30 a 40% des RP), et li¢ a ’X (5 a 15% des RP). Plus de 70 genes ont
¢été identifiés a ce jour dont une dizaine ayant une fonction ciliaire. Parmi ces geénes, certains ne
sont impliqués que dans des phénotypes RP comme c’est le cas pour le gene RPGR, dont les
mutations représentent 70% des RP liées a I’X et dont la protéine est impliquée dans le transport
intraflagellaire. D’autres sont également impliqués dans des formes syndromiques de RP

(Figure 22).

4.1.2. Amaurose congénitale de Leber (ACL)

L’ACL est décrite comme une dystrophie rétinienne de début trés précoce caractérisée par
une perte de vision (ERG éteint) et un nystagmus (mouvements saccadés incontrolés des globes
oculaires).

25 geénes ont ¢été identifiés dans cette pathologie dont la transmission est autosomique
récessive. Ces genes sont  impliqués dans différents processus visuels tels que la
phototransduction, le cycle visuel de la vitamine A, le développement et la maintenance des
photorécepteurs ou encore le transport intraciliaire, ce qui explique I’hétérogénéité du tableau
clinique. Ils sont exprimés uniquement ou majoritairement dans la rétine ou 1’épithélium
pigmentaire et ne sont impliqués que dans des pathologies a expression rétinienne (ACL, RP
classique ou juvénile, dystrophie cones-batonnets), hormis CEP290 qui peut étre responsable
d’ACL et de différentes ciliopathies syndromiques (Figure 22) (Coppieters et al., 2010).
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4.2. Obésité préedominante

Outre le syndrome de Bardet-Biedl, les syndromes d’Alstrom et le syndrome MORM se

caractérisent également par une obésité, parfois sévere.

4.2.1. Le syndrome d’Alstrom (AS)

Le syndrome d’Alstrom associe une RP précoce et sévere, une cardiomyopathie, une surdité
de perception, une obésité précoce, une insuffisance rénale, un diabéte de type 2 apparaissant
dans I’enfance et un hypogonadisme (Alstrom ef al., 1959).

Un seul géne est identifi¢ a ce jour, ALMSI (Collin et al, 2002). Des mutations, se
transmettant sur un mode autosomique récessif, sont identifiées chez 88% des patients (Marshall
et al., 2015).

Le syndrome d’Alstom est le diagnostic différentiel principal du BBS dans les premieres
années de vie devant I’atteinte ophtalmologique et I’obésité¢ (Aliferis et al, 2012). Il s’en

distingue par la suite par I’apparition d’une surdité et ’absence de troubles des apprentissages.

4.2.2. Le syndrome MORM

Le syndrome MORM est un acronyme pour retard Mental, Obésité troncale, Rétinopathie
pigmentaire et Micropénis. Ce syndrome a été décrit une seule fois en 2006 dans une famille
pakistanaise consanguine présentant une dystrophie rétinienne précoce non progressive associée
a une cataracte ainsi qu’une obésité, un retard mental et un micropénis chez les hommes
(Hampshire et al., 2006).

Des mutations, transmises sur le mode autosomique récessif, ont été identifiées pour cette
famille dans le géne INPP5SE (inositol polyphosphate-5-phosphatase) en 2009 (Jacoby et al.,
2009), géne également impliqué dans le syndrome de Joubert (Bielas ef al., 2009) (Figure 22).

4.3. Atteinte neurologique prédominante
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4.3.1. Syndrome de Joubert (JBTS)

Le syndrome de Joubert correspond a un groupe de pathologies hétérogenes sur le plan
clinique et moléculaire. Il se caractérise par une hypoplasie du vermis cérébelleux (signe
caractéristique de la dent molaire a I’imagerie cérébrale) associée a des signes neurologiques
incluant des anomalies de la régulation respiratoire, une ataxie, une apraxie oculomotrice et un
retard de développement. Dans certaines formes, une dystrophie rétinienne et une atteinte rénale
de type néphronophtise sont associées (Saraiva and Baraister, 1992).

Plus de 30 genes ont été identifiés a ce jour, se transmettant tous sur le mode autosomique
récessif, hormis le gene OFD1/CXorf3, 1ié¢ a I’X. Il existe une corrélation entre le type de gene
muté et la présence ou non d’une atteinte ophtalmologique et/ou rénale (Vilboux ef al., 2017).

Le COACH syndrome, qui a été décrit de facon indépendante du syndrome de Joubert, peut
étre considéré comme un sous-type de cette pathologie car il associe une hypoplasie/aplasie du
vermis cérébelleux, une déficience intellectuelle, une ataxie, un colobome oculaire et une fibrose
hépatique, signes que 1’on retrouve dans le syndrome de Joubert. Des mutations dans des génes
de syndrome Joubert/Meckel (CC2D2A, TMEM67 et RPGRIPIL) ont été identifiés dans le
syndrome COACH, confortant I’hypothese d’une entité a rattacher au JS (Figure 22).

4.3.2. Syndrome de Meckel (MKS)

Le syndrome de Meckel, aussi nommé syndrome de Meckel-Gruber, est une ciliopathie
sévere, le plus souvent létale, liée a un défaut du cil primaire durant I’embryogénése précoce.
Selon les premicres descriptions, le MKS devait se caractériser par la triade suivante :
encéphalocele occipitale, gros reins polykystiques et polydactylie postaxiale. Des études de
cohortes plus importantes ont redéfini la triade en remplacant la présence de la polydactylie par
une atteinte hépatique de type fibrose portale ou prolifération ductale (Salonen, 1984). D’autres
anomalies peuvent y &tre associées: fente orofaciale, anomalies génitales, anomalies
squelettiques, microphtalmie, cardiopathie et/ou situs inversus (Salonen, 1984).

Le MKS est de transmission autosomique récessive. 12 génes ont été identifiés dont certains
sont également mutés dans d’autres ciliopathies (Figure 22), notamment dans le BBS (MKS/ et
CEP290). Le syndrome de Meckel est considéré comme la forme sévere anténatale du BBS.
Dr’ailleurs, des mutations dans les genes BBS2, BBS4 et BBS6 ont été retrouvées chez des feetus

présentant un phénotype Meckel-like avec une atteinte rénale séveére et précoce et une
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polydactylie postaxiale et/ou une fibrose hépatique mais sans encéphalocele (Karmous-Benailly

et al., 2005).

4.3.3. Syndrome hydroléthalus (HYLS)

Le syndrome Hydrolethalus a été identifié¢ lors de 1’é¢tude du syndrome de Meckel en
Finlande. En effet, tout comme le MKS, le syndrome hydrolethalus se caractérise par une
polydactylie et des malformations du systéme nerveux central. Cependant, le HYLS ne comporte
pas d’anomalie rénale ni hépatique et I’anomalie cérébrale est une hydrocéphalie et non une
encéphalocele. La polydactylie est décrite comme postaxiale au niveau des mains et préaxiale au
niveau des pieds avec souvent une duplication du gros orteil. L’anomalie cérébrale comprend,
outre I’hydrocéphalie, une malformation de la ligne médiane touchant 1’os occipital en arriere du
foramen magnum donnant un aspect caractéristique en trou de serrure. D’autres anomalies sont
décrites : malformations cardiaques a type de défauts septaux, une lobulation pulmonaire
anormale, une sténose des voies aériennes, une fente labiale/palatine et des anomalies des
organes génitaux externes.

Deux génes sont identifiés dans cette pathologie : HYSLI (Mee et al., 2005) et KIF7 (Putoux

et al, 2011), tous deux de transmission autosomique récessive.

4.3.4. Syndrome acro-calleux (ACS)

Le syndrome acro-calleux se caractérise par 1’association d’une macrocéphalie a une
anomalie du corps calleux (hypoplasie/aplasie) et une polydactylie postaxiale des membres
supérieurs et préaxiale des membres inférieurs. La plupart des patients présentent une déficience
intellectuelle. D’autres anomalies sont ¢également rapportées: fente labiale/palatine,
malformations cardiaques, anomalies des organes génitaux externes et hernies
inguinales/ombilicales.

L’ACS présente un chevauchement clinique avec le syndrome de Greig (ou syndrome
céphalopolysyndactylie) et des mutations dans le géne GLI3, responsable du syndrome de Greig,
ont été identifiées de facon exceptionnelle dans le syndrome acro-calleux.

Au vu des anomalies cérébrales et des membres, un chevauchement clinique entre I’ACS et

PHYLS a été décrit deés les premicres publications (Schinzel and Kaufmann, 1986),
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chevauchement confirmé sur le plan moléculaire avec I’identification de mutations dans le géne
KIF7 dans ces deux syndromes (Putoux et al., 2011). Le HYLS est considéré comme la forme

anténatale sévere de I’ACS.

4.4. Atteinte rénale prédominante

4.4.1. Polykystose rénale (PKD)

La polykystose rénale est la premiere cause de néphropathie héréditaire. Elle se caractérise
par le développement de kystes au niveau des différents segments du tube rénal et sa
complication principale est I’insuffisance rénale.

Différents modes de transmission sont rapportés :

- Autosomique dominant : pathologie la plus fréquente, liée aux genes PKDI et PKD2 et
caractérisée par une atteinte de [’ensemble des segments du tube rénal et une
symptomatologie tardive (dge adulte). Des kystes peuvent également se développer au
niveau du foie, du pancréas, des vésicules séminales et de la membrane arachnoidienne ;
des anomalies cardiovasculaires sont bien connues (dilatations/anévrismes artériels,
anomalies des valves cardiaques).

- Autosomique récessif : pathologie plus rare, liée au géne PKHDI, caractérisée par une
atteinte des tubes collecteurs uniquement, une fibrose hépatique congénitale et une

symptomatologie trés précoce (anténatale le plus souvent).

4.4.2. Néphronophtise (NPHP)

La néphronophtise est une néphropathie tubulo-interstitielle chronique caractérisée par une
atrophie tubulaire, des membranes tubulaires irréguliéres, une fibrose tubulo-interstitielle
chronique et une inflammation, responsables de la formation de petits reins hyperéchogenes et
occasionnellement de kystes limités a la limite cortico-médullaire, qui apparait peu différenciée.

Cliniquement, les patients présentent un trouble de concentration des urines des le plus jeune
age menant rapidement a une insuffisante rénale terminale.

Trois formes cliniques ont été décrites selon la sévérité de la symptomatologie :
juvénile (insuffisance rénale terminale (IRT) avant 15 ans), infantile (IRT avant 5 ans) et tardive
(IRT apres 15 ans). L’atteinte rénale peut €tre isolée ou associée a d’autres signes cliniques dans
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un cadre syndromique (SLS, JBTS, SRTD (Syndrome dysplasie thoracique - cotes courtes avec
ou sans polydactylie).

La néphronophtise se transmet sur le mode autosomique récessif et au moins 15 génes ont
¢été identifiés. Il existe certaines corrélations entre le géene muté et le type de néphronophtise et

les atteintes extra-rénales possiblement associées (Figure 22).

4.4.3. Le syndrome de Senior-Loken (SLS)

Le syndrome de Senior-Loken associe une atteinte rénale de type NPHP a une RP.
Le SLS se transmet aussi sur le mode autosomique récessif. 7 génes sont identifiés dans

cette pathologie dont plusieurs génes NPHP (NPHPI, NPHP4, NPHP5 et NPHP6), montrant le

chevauchement clinique et moléculaire entre ces deux pathologies (Figure 22).

4.4.4. Dysplasie réno-hépato-pancréatique (RHPD)

La dysplasie réno-hépato-pancréatique est une ciliopathie séveére qui associe, comme son
nom le désigne, une atteinte rénale avec des gros reins polykystiques, une atteinte pancréatique
avec un pancréas augmenté de taille avec présence de kystes et de nodules et une atteinte
hépatique avec une fibrose portale et une prolifération des voies biliaires. Des anomalies
cardiaques et spléniques rentrant dans le cadre d’anomalies de situs sont également rapportées.
La pathologie est sévére, le plus souvent 1étale en période anté ou néonatale.

La RHPD se transmet sur un mode autosomique récessif et 2 geénes ont été identifiés :
NPHP3 également impliqué dans la néphronophtise et le syndrome de Meckel (MKS7) et NEKS
¢galement impliqué dans la néphronophtise (NPHP?9).

4.5. Atteinte squelettique prédominante

4.5.1. Syndrome oro-digito-facial (OFD)

Le syndrome oro-facio-digital associe, comme son nom I’indique, des anomalies orales
(hamartomes de la langue, fente palatine, freins gingivaux accessoires, anomalies dentaires...),
des anomalies cranio-faciales (dysmorphie faciale, fente labiale ou de la face) et des

malformations digitales (brachydactylie, syndactylie, polydactylie pré ou postaxiale). Des
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anomalies du systéme nerveux central concernent plus de 50% des patients (agénésie du corps
calleux, agénésie cérébelleuse), le plus souvent associées a une déficience intellectuelle.
L’atteinte viscérale inclue principalement des kystes rénaux, voire des kystes hépatiques ou
pancréatiques.

Le géne principal est le gene OFD1, codant pour une protéine centrosomale, qui se transmet
sur le mode dominant li¢ a I’X, avec une létalit¢é masculine, géne également muté dans le
syndrome de Joubert (JBTS!0).

Plus de 15 sous-types ont été décrits selon les signes associés : OFDI se caractérise par une
atteinte rénale et une agénésie du corps calleux ; OFDIV par une dysplasie tibiale ; OFDVI par
une polydactylie mésoaxiale, une hypoplasie du vermis cérébelleux et un signe de la dent
molaire ; OFDIX par une rétinopathie ; ODFXIV par une microcéphalie associée.

Certains sous-types ont une base moléculaire connue et d’autres non. En dehors de OFDI,
6 autres genes, impliqués dans la fonction ciliaire, ont été identifiés dans le syndrome OFD et se
transmettent sur le mode autosomique récessif. La plupart de ces génes sont également mutés

dans le syndrome de Joubert et/ou de Meckel (Figure 22).

4.5.2. Dysplasie thoracique — cdtes courtes avec ou sans polydactylie
(SRTD)

Le groupe des dysplasies thoraciques — cotes courtes avec ou sans polydactylie inclut
7 pathologies de transmission autosomique récessive dont 5 Iétales (les cdtes courtes-
polydactylie (SRPS) : SRPI ou syndrome de Saldino-Noonan, SRPII ou syndrome de Majewski,
SRPIII ou syndrome de Verma-Naumoff, SRPIV ou syndrome de Beemer-Langer et SRPV) et 4
compatibles avec la vie (syndrome Ellis-Van-Creveld (EVC), syndrome de Jeune (ATD),
syndrome de Saldino-Mainzer (MZSDS) et syndrome de Sensenbrenner (CED)) (Schmidts,
2014).

Ce groupe de pathologies est caractérisé par une étroitesse thoracique, des cotes courtes, des
os longs courts et un aspect en trident des toits acétabulaires. Une polydactylie est constamment
présente dans SRPII et EVC, fréquente dans SRPI et III et rare dans SRPIV et ATD. Les
syndromes different par les malformations viscérales associées (fente labiale/palatine, atteinte
cérébrale, ophtalmologique, cardiaque, rénale, hépatique, pancréatique, intestinale et génitale) et

I’apparence des métaphyses.
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4.5.2.1. Syndrome d’Ellis-Van Creveld (EVC)

Le syndrome d’Ellis-Van Creveld se caractérise par des anomalies squelettiques avec un
nanisme acromélique, une polydactylie constante (des mains), une cardiopathie, des anomalies
ectodermiques des dents, des ongles et des freins gingivaux.

2 génes de transmission autosomique récessive sont identifiés dans ce syndrome : EVC et
EVC2. Le syndrome de Weyers est un syndrome allélique du syndrome EVC mais se transmet
sur le mode autosomique dominant. Les patients présentent un phénotype moins sévére avec une
polydactylie des mains, des anomalies des dents et des ongles ainsi qu’une petite taille et une

acromicrie. A I’'inverse de ’EVC, il n’y a pas d’étroitesse thoracique ni d’atteinte viscérale.

4.5.2.2. Dystrophie thoracique de Jeune (ATD)

Le syndrome de Jeune se caractérise par une étroitesse thoracique marquée, une petite taille
avec des membres courts et d’autres atteintes squelettiques telles que des anomalies du bassin
similaires @ SRPI, III et EVC, des épiphyses en cones et une polydactylie inconstante. Les
patients peuvent décéder d’insuffisance respiratoire dans le cadre de 1’étroitesse thoracique. Chez
ceux qui survivent, on observe I’apparition possible d’une rétinopathie, d’une atteinte rénale (de
type néphronophtise) et d’une atteinte hépatique.

16 genes sont identifiés a ce jour, tous de transmission autosomique récessive avec un
chevauchement possible avec d’autres ciliopathies (Figure 22). Les génes [FT140 et [FT172

semblent liés a une atteinte ophtalmologique et rénale associée.

4.5.2.3. Les syndromes polydactylie-cotes courtes (SRPS)

Les syndromes polydactylie-cotes courtes sont des pathologies 1étales qui se distinguent les
unes des autres par leurs aspects radiologiques. Cependant, il existe un chevauchement
moléculaire entre les sous-types de SRPS mais également entre les SRPS et les SRTD non
létales. Ainsi, le SRP III ou syndrome de Verma-naumoff est considéré comme une forme sévere
du syndrome de Jeune car il partage des signes cliniques et des mutations dans les mémes génes

(IFT180, DYNC2H]). 6 genes ont été impliqués dans le groupe SRPS.
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4.5.2.4. Syndrome de Saldino-Mainzer (MZSDS)

Comme le syndrome de Jeune, le syndrome de Saldino-Mainzer est un syndrome « cono-
rénal » associant des épiphyses en cones, une atteinte rénale de type NPHP et une RP. Comme
dans le syndrome de Jeune, il existe une étroitesse thoracique mais moindre. Les syndromes
ATD et MZSDS sont considérés comme des syndromes alléliques avec des mutations dans les

mémes genes (IFT140 et IFT172).

4.5.2.5. Syndrome de Sensenbrenner ou syndrome cranio-ectodermique

(CED)

Contrairement aux syndromes ATD et MZSDS, le syndrome de Sensenbrenner se
caractérise par une dysmorphie faciale, une dolicocéphalie secondaire a une craniosténose de la
suture sagittale et des anomalies ectodermiques incluant des anomalies des ongles, des cheveux
et des dents. Les anomalies squelettiques sont les suivantes: micromélie rhizomélique,
brachydactylie et thorax étroit (mais moindre que dans ATD ou SRPS). Le syndrome de
Sensenbrenner peut se compliquer d’un retard de développement et d’une atteinte rénale de type
NPHP.

Les genes impliqués dans le syndrome de Sensenbrenner se transmettent sur un mode
autosomique récessif. Il s’agit des genes IFT122, WDR35, IFT43 et WDRI19. Les génes [FT122
et [F'T43 sont spécifiques de ce syndrome. A I’inverse, des mutations dans le géne WDR35
peuvent étre retrouvées dans le groupe des cdtes courtes-polydactylie. De méme, des mutations
dans le géne WDRI19 sont aussi identifiées dans le groupe des cotés courtes-polydactylie mais
¢galement dans des ciliopathies a atteinte rénale (SLS et NPHP) réflétant le chevauchement

clinique et moléculaire (Figure 22).

4.6. Atteinte génito-urinaire prédominante : le syndrome de
McKusick-Kaufman (MKKS)

Le syndrome de McKusick a été décrit en 1964 par le Pr McKusick dans une famille Amish

comme [’association de malformations uro-génitales (notamment un hydrométrocolpos) a une
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polydactylie et plus rarement des malformations cardiaques ou gastro-intestinales (McKusick
et al., 1964). Les gar¢cons peuvent présenter un hypospade ou un raphé scrotal proéminant.

Les mutations dans le gene MKKS ont été identifiées en 2000 dans la famille princeps (Stone
et al., 2000). Rapidement, des mutations dans ce gene ont été rapportées chez des patients BBS
(BBS6) (Katsanis et al., 2000) et, a ce jour, I’ensemble des mutations dans MKKS sont rapportées
chez des patients BBS, devant faire poser la question d’un syndrome distinct ou d’une forme

anténatale du BBS.

Senior-Lgken

COACH syndrome  Renal-Hepatic-Pancreatic Dysplasia
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Figure 22 : Diagramme résumant le chevauchement moléculaire entre différentes ciliopathies
emblématiques (adapté de Mitchison ef al., 2017 et complété avec Bruel et al., 2017, Linstrand et
al., 2016, Héon et al., 2016, et le site OMIM (www.omim.org)).

* Mutations identifiées chez des patients BBS (Bujakowska ef al., 2015 ; Linstrand ef al., 2014)
** Proposé comme gene MKS candidat (Shaheen et al., 2013)

*#% Mutations identifiées dans 1 famille OFD (Bruel et al., 2017)

#Mutations identifiées dans 1 famille de dysplasie squelettique (Cortés et al., 2016)

## Mutations identifiées chez un feetus Meckel-like (Roosing et al., 2016)

Si Pon étudie les possibles corrélations génotype-phénotype observées au sein des
ciliopathies, on note que les ciliopathies squelettiques sont liées pour la plupart a des mutations
dans les génes /FT. Le BBS est principalement li¢ a des mutations dans les génes du BBSome et

des protéines associées (protéines chaperonnes ou protéines régulatrices de ce complexe). Les
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syndromes avec atteinte rénale comme JBTS, MKS et NPHP ont des mutations dans des geénes
de la zone de transition dans laquelle ils forment différents modules fonctionnels (complexe
JBTS/MKS ; complexe NPH) qui régulent les cascades des voies de signalisation dépendantes du
cil et le trafic des protéines dans et hors du cil. La protéine CEP290 régule I’activité de
complexes distincts, ce qui pourrait expliquer les phénotypes pléiotropiques associés avec ses

mutations (Li et al., 2016).

Le tableau ci-dessous résume les différentes ciliopathies pouvant étre liées a des mutations

dans les génes BBS.

Géne Phénotype autre que BBS

BBS1 RP non syndromique (Estrada-Cuzcano ef al., 2012a)

BBS2 Présentation Meckel-like anténatale (Karmous-Benailly et al., 2005)
RP non syndromique (Shevach et al., 2015)

BBS3 RP non syndromique (Aldasmesh et al. 2009)

BBS4 Présentation Meckel-like anténatale (Karmous-Benailly et al., 2005)

BBS5 /

BBS6 McKusick-Kaufman syndrome (Stone et al., 2000)

Présentation Meckel-like anténatale (Karmous-Benailly ef al., 2005)

BBS7 /

BBS8 RP non syndromique (Goyal et al., 2015)
BBS9 /
BBS10 /
BBSI11 Dystrophie musculaire des ceintures type 2H, myopathie sarcotubulaire (Frosk
et al., 2002)
BBS12 /
BBS13 Syndrome de Meckel (Smith et al., 2006)
BBS14 Syndrome de Joubert
Néphronophtise
Syndrome de Senior-Loken
Syndrome de Meckel

Amaurose congénitale de Leber
(Coppieters et al., 2010)

BBSI15 Observation d’une jeune fille présentant une polysyndactylie, une coarctation

de I’aorte et un hamartome lingual et hétérozygote composite pour ce géne
(Saari et al., 2015)

BBS16 Syndrome de Senior-Loken (Otto et al., 2010)

BBS17 /

BBSI18 /

BBS19 /

BBS20 Syndromes de Jeune et de Mainzer-Saldino (Halbritter ef al., 2013)
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RP non syndromique (Bujakowska et al., 2015)

BBS21 RP non syndromique et Dystrophie des cones (Estrada-Cuzcano et al., 2012b)
IFT74 /
NPHP1 Néphronophtise (Hildebrandt et al., 1997)

Syndrome de Senior-Loken (Caridi et al., 1998)
Syndrome de Joubert (Parisi et al., 2004)

Table 3 : Chevauchement moléculaire des génes BBS avec les autres ciliopathies.
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OBJECTIFS DE LA THESE

A ce jour, environ 80% des patients ont une mutation identifiée dans un des geénes BBS,
laissant supposer que d’autres geénes restent a identifier. Le premier objectif de ce travail était
d’identifier des nouveaux génes impliqués dans le BBS par différentes approches moléculaires.
La cohorte du Laboratoire de Génétique Médicale (UMRS 1112 de DInstitut de Génétique
Meédicale d’Alsace) et des HUS (Hopitaux Universitaires de Strasbourg) compte 500 familles
BBS qui ont pu bénéficier d’un séquengage des genes BBSI a BBSI2, génes connus avant mon
arrivée au Laboratoire, grace un projet collaboratif entre 'IGBMC (Institut de Génétique et de
Biologie Moléculaire et Cellulaire) et le CNG (Centre National de Génotypage - Génoscope a
Evry). Au début de ce travail, une cinquantaine de familles n’avaient pas de diagnostic
moléculaire. Parmi elles, nous en avons sélectionné 22 pour une étude par cartographie
d’homozygotie du fait de la consanguinité et/ou du grand nombre de patients atteints dans la
fratrie. Parmi ces familles pour lesquelles I’approche par cartographie d’homozygotie n’avait pas
permis d’identifier de mutation et parmi les autres familles n’ayant pas bénéficié de cette
premicre approche, 30 ont été sélectionnées pour bénéficier d’un séquengage haut débit de type
exomique. Suite a I’identification d’un nouveau geéne, I’ensemble des familles sans mutation du
Laboratoire était séquencé pour ce nouveau géne par séquencage Sanger. Je présenterai dans la
premiere partie des résultats 1’identification des génes SDCCAGS8/BBS16, LZTFLI/BBS17 et
BBIP1/BBSI8 en tant que nouveaux genes BBS ainsi que I’identification de la seconde famille

mutée dans le géne /F7T172/BBS20 confirmant son implication dans le BBS.

De par ma formation clinique, je me suis intéressée au phénotype des patients porteurs de
mutations dans ces nouveaux geénes BBS et, de fagon intéressante, nous avons pu observer des
signes cliniques semblant spécifiques nous permettant d’avancer de nouvelles corrélations

génotype-phénotype que j’exposerai dans la seconde partie des résultats.

La cohorte du Laboratoire est une des plus importantes au niveau mondial avec 500 familles
recensées. Une seule étude portant sur les données cliniques et moléculaires d’une grande
cohorte de patients ayant été rapportée (Deveault et al., 2011), nous avons souhaité mettre au

point une base de données clinico-biologiques incluant les données de I’ensemble des patients de
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la cohorte afin de pouvoir établir la fréquence des signes cliniques, décrire de nouveaux signes et
identifier de potentielles corrélations génotype-phénotype. Nous avons créé cette base de
données en collaboration avec le Laboratoire de Bioinformatique et Génomique Intégratives
(LBGI) dirigé par le Dr Olivier Poch de Strasbourg. Je détaillerai les premiers résultats
préliminaires de cette étude dans la troisiéme partie des résultats (résultats non publiés -

confidentiels).
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MATERIELS ET METHODES

1 La cohorte BBS du laboratoire

La cohorte du Laboratoire de Génétique Médicale comprend 500 familles présentant un
BBS, recrutées depuis 15 ans en France et a I’étranger en collaboration avec des généticiens et
ophtalmologistes francais et étrangers, constituant une des plus grosses cohortes mondiales. La
contitution de cette cohorte a débuté en 2002 grace a 1’obtention d’un Protocole Hospitalier de
Recherche Clinique (PHRC) intitulé « Manifestations cliniques de l'adulte et épidémiologie
génétique » (financement HUS) par le Dr Dollfus. Elle s’est enrichie avec les années au vu des
résultats positifs obtenus par le Laboratoire. En 2007, le Pr Dollfus a obtenu un second PHRC
intitulé « Physiopathologie ciliaire, neurosensorielle et métabolique du syndrome de Bardet-
Biedl », qui a permis de consolider cette cohorte et de développer des études fonctionnnelles au
sein du Laboratoire. Secondairement, I’activité de diagnostic moléculaire a été transférée du
Laboratoire de Recherche au Laboratoire de Diagnostic Génétique du Pr Mandel (actuellement
du Pr Chelly). Les familles sans mutation identifiée au sein du Laboratoire de Diagnostic
Génétique sont réorientées vers le Laboratoire de Génétique Médicale pour poursuivre les
investigations au titre de la recherche.

Le consentement éclairé a été obtenu pour tous les sujets participant a I’étude, en respectant
la Déclaration d’Helsinki. Ces familles ont été diagnostiquées BBS selon les critéres de Beales
(Beales ef al., 1999). Un diagnostic moléculaire a été établi chez environ 80% des familles.

Afin de pouvoir établir la fréquence des signes cliniques observés dans notre cohorte ainsi
que des corrélations génotype-phénotype significatives, nous avons mis en place une base de
données clinico-biologique informatisée en collaboration avec le LBGI. La méthodologie de la
mise en place de cette base de données a été décrite par le Dr Kirsley Chennen dans son travail
de these intitulé « Maladies rares et 'Big Data' : solutions bioinformatiques vers une analyse
guidée par les connaissances. Applications aux ciliopathies » et soutenue le 14 octobre 2016
(Université de Strasbourg).

Une partie de mon travail de thése a consisté a implémenter dans cette base les 500 familles
BBS du laboratoire en intégrant ’ensemble des membres de la famille atteints ou non, feetus

compris, avec leurs données moléculaires, leurs origines géographiques et I’ensemble de leurs
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signes cliniques (en recontactant les cliniciens si nécessaire), signes majeurs ou mineurs du BBS
mais aussi signes jamais rapportés, traduits en termes HPO (Human Phenotype Ondontology)

afin d’étre en harmonie avec la littérature internationale.

2 PCR

Le travail a été effectué soit a partir de ’ADN génomique extrait des lymphocytes obtenus a
partir d’une prise de sang sur tube EDTA, soit a partir de ’ADN complémentaire (ADNc) obtenu
par transcription réverse (RT) d’ARN messager (ARNm) selon le protocole du kit Omniscript
RT (Qiagen®). L’ARNm est extrait de cultures de fibroblastes réalisées a partir de biopsies de
peau selon le protocole du kit RNeasy (Qiagen®).

Les oligonucléotides amorces ont été déterminés a partir des séquences d’ADN génomique
obtenues sur Ensembl et/ou UCSC grace aux logiciels proposés par les sites web oligocalculator

(http://trishul.sci.gu.edu.au/tools/OligoCalculator.html) et Primer 3

(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.html).

Le mélange PCR « standard » avec I’ADN a amplifier pour 60ul de mélange comprend :
12ul de Mix (=1X concentré final, qui contient outre le tampon (Sigma®), les dNTPs
(Euromedex®), qui sont les quatre désoxyribonucléotides constitutifs de I'ADN, dATP, dCTP,
dGTP et dTTP a la concentration de 200uM chacun et du MgCl, 1,5mM final (Sigma®)), 1 unité
de Taq Polymérase (Sigma®), 10pmol d’amorce sens, 10pmol d’amorce antisens (Sigma®), et
1ul d’ADN a 50ng/ul, complétés avec de I’eau stérile pour un volume total de 60pu1.

Les amplifications sont réalisées dans un appareil pour PCR Mastercycler® epgradient S
(Eppendorf®) ou s’enchainent les étapes suivantes :

- Dénaturation a 94°C pendant 3 min
- 35 cycles d’amplification comprenant: une dénaturation a 94°C pendant 30 s, une

hybridation des amorces a leur température moyenne Tm pendant 30s, une élongation a

72°C pendant 30s (40s pour les fragments de plus de 500 pb)
- Extension finale a 72°C pendant 10 min

4ul de produit de PCR, mélangé a 4ul de colorant de charge, sont ensuite déposés sur un gel
d’agarose a 1.5%. L’¢lectrophorese est effectuée a 150 V pendant 30 min. Les fragments d’acide

nucléique sont révélés a I’aide de bromure d’éthidium (BET) sous UV.
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Une fois I’amplification vérifiée, les produits de PCR sont purifiés grace au systéme
MultiScreenyrs PCR 96-Well Plate (Millipore®) qui permet de séparer le produit PCR des
produits utilisés pour la réaction de PCR aspirés a travers une membrane. Les produits de PCR
sont remis en suspension dans 50ul d’eau stérile puis adressé€s avec un aliquot des amorces sens
et antisens (2 10pmol/ul) a la société GATC Biotech en Allemagne qui réalise le séquengage.

Les séquences nous reviennent sous format électronique et sont analysées grace aux logiciels
SeqScape version 2.6 (Applied Biosytems®) et BioEdit version 7.0.5 qui permettent de
comparer les séquences génomiques ou des ADNc des patients aux séquences de référence des

bases de données ENSEMBL et UCSC.

3 Analyse de la transcription: PCR quantitative

Afin d’analyser le niveau d’expression des génes ciblés dans cette étude, nous avons utilisé
la technique de PCR en temps réel semi-quantitative, qui permet de comparer entre différents
¢chantillons le niveau d’expression de génes cibles.

Nous avons utilisé cette technique pour quantifier la transcription du gene d’intérét en
mesurant la quantité d’ADNc des patients et d’un témoin, reflétant la quantité d’ARNm.

Des oligonucléotides de 20 pb ont été sélectionnés, grace aux sites web Primer 3 et
Oligonucleator, pour amplifier un fragment de petite taille (150 pb). Leur efficacité est vérifiée
en réalisant une PCR sur le thermocycleur CFX96™ Real-Time System (Biorad®).

En paralléle, il est nécessaire d’avoir des amorces correspondant & un couple normalisateur
du géne GAPDH (human GAPDH Tagman, Applied Biosystems®).

On utilise une plaque 96 puits de MicroAmp (Applied Biosystems®). Dans chaque puits, le
mélange comprend 12,5ul de Mix PCR SYBR Green (Applied Biosystems®), 10pmol d’amorce
sens, 10pmol d’amorce antisens (Sigma®), 1ul de I’ADNc dilué au 1/20°™ obtenu suite 4 une
RT-PCR faite a partir de 2ug d’ARN extrait des cultures cellulaires de fibroblastes, complétés
avec de I’eau ultrapure pour un volume total de 20pul.

L’amplification se fait dans le thermocycleur CFX96™

(Biorad®) selon le protocole :
- Dénaturation a 95°C pendant 10 min
- 40 cycles d’amplification comprenant: une dénaturation a 95°C pendant 15s, une

hybridation des amorces a 60°C et une élongation pendant 40s.

73



Le Ct ou cycle seuil, correspondant au nombre de cycles ou la réaction de PCR devient
efficace, est calculé par le logiciel CFX Manager'" (Biorad®) pour chaque couple d’amorces.
Pour chaque patient un Act est alors calculé : Act = Ct du gene d’intérét — Ct du géne
GAPDH.
La deuxiéme étape consiste a comparer ces différents Act par rapport a I’ADN témoin :
AAct = Act patient — Act témoin
La derniére étape consiste a calculer la quantité relative d’ADN avec la formule suivante, si
I’on considere les efficacités des PCR des genes d’intérét et de référence comme étant optimales
et égales a 2 (100% de doublement a chaque cycle de PCR) :
Quantité d’ADN = 2 44t
Les résultats de ces calculs sont visualisés en pourcentage de 1I’expression chez le patient par

rapport au témoin, sous forme graphique.

4 Analyses protéiques: Western blot

Les protéines sont extraites a partir des cultures cellulaires des patients et d’un témoin
obtenues a partir de biopsies de peau, grace a I’utilisation de TCA (Acide TriChloracétique)
10% : lavage des flasques de culture au PBS (Phosphate Buffer Saline), incubation a 4° pendant
20 min, brossage au TCA, centrifugation des extraits a 13 500 RPM pendant 5 min, élimination
du surnageant, lavage du résidu TCA et mise en suspension dans du tampon de solubilisation. La
concentration de protéines extraites est mesurée grace au kit Biorad®. On extrait en parallele les
protéines d’une culture cellulaire d’un témoin.

Dans un second temps, les protéines sont séparées par électrophorese (40 min a 200 V),
transférées sur une membrane de nitrocellulose (1 h a 200 V) et marquées au Rouge Ponceau
pour vérifier leur quantité et la migration. Apres lavage et blocage, la membrane est coupée en
deux parties entre le poids moléculaire de la protéine d’intérét et celui de la B-tubuline. Chaque
partie est incubée toute la nuit avec un anticorps primaire : celui de la protéine d’intérét ou celui
de la protéine de référence B-tubuline (cf. Table 4). Aprés un nouveau lavage, chaque membrane
est incubée 1 h avec un anticorps secondaire fluorescent dirigé contre I’anticorps primaire
(Table 4). La révélation de ces anticorps s’obtient en déposant sur les membranes une solution
de révélation Novex ECL (Invitrogen®) et en utilisant I’appareil de visualisation Molecular
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Imager VersaDoc'™" Imaging System 4000 MP (Biorad®) et le logiciel Quantity One® version

4.6.8 (Biorad®) qui nous permet de quantifier la fluorescence des anticorps.

Anticorps primaire Hote Dilution | Fournisseur Référence
anti-SDCCAGS lapin 1/2000 | ProteinTech | 13471-1-AP
polyclonal
anti-LZTFL1 sourls 1/1000 | Abnova | 100034585
monoclonal MO1
. lapin .
anti-BBIP1 1/1000 Invitrogen PAS5-63085
polyclonal
. . souris
anti-betaTubulin 1/1000 Euromedex TUB-2A2
monoclonal
Anticorps A R . e
. Hote Dilution | Fournisseur Référence
secondaire
anti-souris HRP poulet 1/5000 | Santa Cruz sc-2955
anti-lapin HRP chevre 1/5000 Molecular sc-2060
Probes

Table 4 : Anticorps utilisés pour les analyses protéiques en western blot.

L’intensité de la fluorescence est proportionnelle a la quantité d’anticorps primaires hybridés
a la protéine contre laquelle ils sont dirigés. La quantité d’anticorps dirigé contre la protéine
d’intérét chez les patients est rapportée a celle obtenue chez le témoin et exprimée en
pourcentage. La B-tubuline sert de contrdle interne et permet d’estimer la quantité de protéine
déposée et de la comparer entre les différents patients et le témoin. Elle permet ainsi de corriger
les valeurs obtenues pour la quantification de notre protéine d’intérét. Les résultats obtenus sont

visualisés en pourcentage sous forme graphique.

5 Etude de la zygosité

Pour déterminer le caractére monozygote ou dizygote des jumelles mutées dans LZTFLI,
nous avons amplifié 15 marqueurs a partir de 2 ng d’ADN génomique selon le protocole du
fabriquant (PowerPlex 16 HS System, Promega). La taille des fragments générés a été détectée
sur ’analyseur ABI3500 (Applied Biosystems) et les données analysées avec le programme

Genemapper ID.
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6 Cartographie par Homozygotie

La cartographie par homozygotie consiste a rechercher des régions d’homozygotie
communes parmi les individus atteints issus d’une union consanguine et non partagées par les
sujets sains, grace a ’utilisation de marqueurs polymorphiques répartis le long du génome. Les
familles ont été analysées soit par la puce d’Homozygotie Affymetrix GeneChip Mapping 10K
Array® qui utilise 10 000 SNP (Single Nucleotide Polymorphism), soit par la puce
d’Homozygotie Affymetrix GeneChip Mapping 250K Array® qui utilise 250 000 SNP, soit par
la puce d’Homozygotie Genome Wide Human Array 6.0 Affymetrix® qui utilise 900 000 SNP
comme marqueurs polymorphiques.

Jexplique de facon générale le principe de la cartographie d’Homozygotie, la technique
ayant été réalisée a la plate-forme « puce » de 'IGBMC selon les instructions du fabricant. Les
puces de génotypage sont basées sur un principe d’hybridation allele spécifique. Pour chaque
SNP biallélique, des sondes oligonucléotidiques de 25 pb, spécifiques de chacun des 2 alleles,
sont fixées sur la puce. L’ADN génomique est digéré puis ligué a un adaptateur qui reconnait les
bouts cohésifs de 4 pb générés par I’enzyme spécifique. Les fragments générés sont soumis a une
ligation. Une amorce générique qui reconnait les séquences adaptatrices est utilisée pour
amplifier ’ADN précédemment digéré et ligué. Les conditions PCR sont optimisées de maniére
a amplifier des fragments dont la taille varie entre 200 et 1100 pb. Les produits d’amplification
correspondant a chaque enzyme sont mélangés et purifiés. Cet ADN est ensuite fragmenté et
marqué a I’aide d’un anticorps anti-streptavidine biotinilé et hybridé sur la puce.

La détermination du génotype est réalisée a partir de 1’intensité d’hybridation au niveau de
chaque oligonucléotide spécifique d’un allele. Le génotype de chaque SNP est déterminé par le
logiciel fourni par Affymetrix (GeneChip DNA Analysis Software V.3.0.2). Une région est
considérée comme homozygote quand 25 SNP homozygotes sont consécutifs. L’utilisation de
marqeurs microsatellites sur le systeme d’analyse CEQ9900 genetic analysis system (Beckman
Coulter) permet de confirmer I’homozygotie des régions sélectionnées.

La puce d’Homozygotie Genome Wide Human Array 6.0 Affymetrix® a I’avantage de
couvrir les régions CNV (Copy Number Variation).

Les résultats sont rendus sous format informatique et analysés grice au logiciel

d’interprétation Affymetrix® Genotyping Console’™ 4.0. Le logiciel indique les régions
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d’homozygotie ainsi que le nombre de copies des CNV chez un individu permettant de repérer
ainsi facilement les grandes régions d’homozygotie et les grandes régions délétées ou
dupliquées.

La sélection des genes candidats a tester en priorité est faite en s’aidant des informations
fournies par ENSEMBL, UCSC, OMIM et fast.db sur la fonction, la structure et le profil
d’expression des protéines exprimées par ces genes. Nous avons pris en compte les niveaux
d’expression tissulaire en rapport avec le phénotype de la maladie (UniProt

(http://www.uniprot.org/), Gepis Tissue (http://www.cgl.ucsf.edu/cgi-bin/genentech/genchub-

gepis/), BioMart (http://www.ensembl.org/biomart/martview/), fast.db (http://www.fast-

db.com/)), pour séquencer prioritairement les génes codant pour des protéines exprimées dans les
tissus concernés par la maladie, comme la rétine, le rein et le cerveau. Nous avons également
compar¢ la structure des protéines en priorisant celles possédant des domaines communs avec les

protéines BBS (Human Gene Sorter (http://www.genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgNear),

Ensembl/Transcript-based display/Domains and features (http://www.ensembl.org)). Enfin, nous

avons pris en compte, notamment pour les protéines dont les fonctions sont peu connues, les
informations des bases de données spécifiques des protéines ciliaires (CiliaProteome constituée
par N. Katsanis (http://v3.ciliaproteome.org/cgi-bin/index.php) et A.Gherman (Gherman et al.,

2006)) basées sur leur conservation au cours de 1’évolution.

7 Séquencage exomique

De facon identique, le séquencage de 1I’exome a été adressé soit a I'IGBMC, soit aux
compagnies Knome® ou Integragen® utilisant la technologie Agilent 38Mb kit® ou Agilent All
Exons kit®. Je décrirai donc de fagon générale cette technique.

Le séquencage exomique couvre environ 200 000 exons. Une quantit¢ d’ADN génomique
de 2 pg est utilisée pour chaque inidividu.

La premicre étape est la génération de la librairie : I’échantillon d’ADN du patient est
fragmenté (fragments d’environ 200 bp) et ligué a des adaptateurs a ses deux extrémités. Puis les
fragments d’ADN sont hybridés avec des milliers d’oligonucléotides biotinylés qui permettent la
couverture de I’ensemble de I’exome. Ces complexes sont purifiés a 1’aide de billes magnétiques

et les fragments d’ADN et les oligonucléotides non hybridés sont éliminés.
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La seconde étape est I’amplification de la librairie qui se fait sur support solide dans nos cas
(cette étape peut se faire également par émulsion grice a [’utilisation de billes). Les deux
amorces de PCR sens et anti-sens sont hybridées sur un support solide. Les fragments d’ADN de
la librairie sont dénaturés et fixés sur ces amorces sous forme de pont (fragment d’ADN lié a ces
deux extrémités aux amorces) ce qui permet la synthése d’un brin complémentaire. Ainsi, ces
fragments sont amplifiés et des multiples copies du méme fragment d’ADN se trouvent groupées
au méme endroit.

La troisiéme étape est le séquencage qui est effectué¢ selon le principe de base identique au
séquencage Sanger : les nucléotides des fragments d’ADN sont repérés au cours de la synthése
d’un brin complémentaire a la matrice et les nucléotides ajoutés a chaque cycle sont détectés par
leur fluorescence (type et intensité).

La derniére étape est 1’analyse des données brutes : les séquences obtenues sont alors
¢évaluées pour leur qualité, assemblées et comparées a une séquence référence (hg 18 ou hgl9).
La reconnaissance des SNP est faite par le logiciel propre a I’entreprise sous-traitante. L’analyse
des variants par rapport au génome de référence tient compte de la profondeur de séquencage
(pour diminuer les faux-positifs), de ’homogénéité¢ de couverture des régions d’intérét, de la

reproductibilité de la méthode et du nombre d’échantillons a traiter.

L’analyse des données est réalisée au sein de notre Laboratoire grace a I’utilisation du
logiciel VaRank® (Geoffroy ef al., 2015). Les filtres initiaux retirent les variants avec moins de
15% de couverture ou les variants lus moins de 10 fois, les variants présents dans
dbSNP137/dbSNP138 et annotés comme « non pathogenes » (champ « signification clinique»)
validés par au moins 2 méthodes (champ « validation du statut ») et avec une fréquence allélique
supérieure a 1% dans les bases de données dbSNP, Exome Variant Server

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), 1000Genomes (http://www.1000genomes.org/), ExAC

browser et notre base de données propre (données des exomes du laboratoire).

Ce logiciel utilise Alamut-HT® (Interactive Biosoftware) pour rassembler les annotations
génomiques et leurs effets de prédiction au niveau nucléotidique et protéique. VaRank® permet
ensuite de réunir un ensemble d’informations, tirées de différents logiciels, pour chaque variant
afin de prédire un potentiel effet fonctionnel au niveau protéique : variant toléré ou non toléré
(SIFT, Polyphen) et effet sur I’épissage (Human Splicing Finder, MaxEntScan, NNSplice). Les
SNP rapportés comme « probablement pathogene/pathogene » dans la catégorie « signification

clinique » de dbSNP137 sont annotés comme des mutations connues. Avec ces informations, un
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score de pathogénicité est calculé pour chaque SNV/indel et les potentielles mutations sont
classées en fonction de ce sore.

Chaque gene d’intérét est alors analysé comme décrit dans le chapitre précédent.

RESULTATS

1 Identification de nouveaux génes

1.1. Identification de SDCCAGS8/BBS16 par cartographie
d’homozygotie

Ce travail avait ét¢ débuté durant mon travail de Master 2 avec ma participation a
I’identification du géne BBS16/SDCCAGS dans une grande famille BBS consanguine grace a une
approche par cartographie d’homozygotie. Il s’agit d’une famille d’origine tzigane dans laquelle
4 individus de 2 branches différentes (enfants de 2 fréres unis avec une apparentée plus éloignée)
présentent un BBS avec une atteinte rénale, une rétinopathie pigmentaire et une déficience
intellectuelle. Deux d’entre eux présentent également une obésité.

Les génes BBSI a BBS12 avaient été exclus grace au projet collaboratif entre 'IGBMC et le
CNG. Cette famille avait été sélectionnée parmi 22 autres pour une étude par cartographie
d’homozygotie (Affymétrix 250K Array®). Cette analyse n’ayant pas permis de mettre en
¢évidence de région d’homozygotie, une étude plus résolutive par la puce Genome Wide Human
Array 6.0 Affymetrix® a été réalisée afin de définir de maniére plus fine les régions

d’homozygotie.

Une zone unique d’homozygotie de 2Mb partagée uniquement par les 4 membres atteints et
non retrouvée chez les individus sains a ét¢ mise en évidence. La région d’intérét comportait 4
genes (PLDS, CEP170, AKT3 et SDCCAGS) qui ont été séquenceés a partir de I’ADN génomique

sans identifier de mutation ni de polymorphisme non décrit.
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Puis, le séquencage a été réalisé a partir de I’ADN complémentaire (ADNc) obtenu a partir
de cultures de fibroblastes des patients dans I’hypothése d’une anomalie de 1’épissage. De
nouveau, pour les genes PLD5, CEP170 et AKT3, aucune anomalie d’épissage n’a été mise en
évidence. Par contre, une anomalie a été détectée lors de 1’amplification de ’ADNc du gene
SDCCAGS.

SDCCAGS code pour une protéine centrosomale hautement conservée entre les différentes
especes et appartenant au protéome du cil photorécepteur (Liu et al., 2007) et du centrosome
humain (Graser et al., 2007), avec un probable role dans son organisation. Son orthologue chez
la souris est principalement exprimée dans le tissu nerveux, le rein et la rétine. Ces données en
faisaient un bon geéne candidat, nous poussant a poursuivre les investigations. De fagon
intéressante, une étude d’association avait récemment identifié¢ ce géne comme un nouveau locus

d’obésité sévere a début précoce (Scherag ef al., 2010).

L’amplification de I’ADNc de SDCCAGS était impossible pour un des quatre amplicons
faisant suspecter un probleme d’épissage. En fractionnant cet amplicon, nous avons localisé
I’anomalie au niveau du fragment englobant les exons 7 a 8 : amplification de ce fragment
donnait des bandes aberrantes de différentes tailles avec une bande de tres faible intensité a la
taille attendue. Cette anomalie n’a pas été retrouvée chez 19 témoins sains (Figure 23A-B).

L’étude des deux bandes les plus légeres de produits de PCR aprés la bande attendue
(extraction du gel d’agarose et réamplification avant séquencage), a montré I’incorporation
aléatoire de séquences introniques de différentes tailles entre les exons 7 et 8§ de ’ADNc
entrainant I’apparition d’un codon stop prématuré (Figure 23D).

L’intron correspondant a été séquencé dans sa totalité et une mutation a été identifiée a
356pb du site donneur d’épissage de I’exon 7 a I’état homozygote chez un cas index :
c.740+356C>T/c.740+356C>T (Figure 23C). Le séquengage de l’intron 7 chez tous les
membres de la famille pour lesquels nous possédions de ’ADN a montré une ségrégation de ce
variant a 1’état homozygote chez les patients atteints et retrouvé a I’état hétérozygote ou non
retrouvé chez les individus sains.

Des sites de prédiction d’analyse de mutations d’épissage (ESE Finder release 3.0

(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home), Human Splicing Finder

version 2.4 (http://www.umd.be/HSF/)) nous ont permis de supposer que cette mutation causait

la perte un ESE (exonic splicing enhancer) et augmentait la force d’un autre (Figure 23E). Ces

ESE sont des séquences nucléotidiques qui régulent de fagon positive I’épissage de I’ARN
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messager non mature. La perte d’'un ESE pourrait donc entrainer un défaut d’épissage et
I’incorporation aléatoire de séquences introniques dans I’ARNm mature, phénomene observé

dans notre famille.

Dans un second temps, nous avons comparé par PCR quantitative I’expression des exons 8 a
9, situés apres la mutation, chez les patients a un témoin et avons observé une diminution de plus
de 95% de I’expression de ces exons chez les patients, confirmant I’absence quasi-totale de la
forme compléte de I’ARNm de SDCCAGS, probablement dégradé par I’apparition du codon stop
prématuré (Figure 23F).

Nous avons également mesuré par western blot ’expression de la protéine SDCCAGS
(Figure 23G). Dans deux réplicats indépendants, nous avons observé une diminution de
I’expression de la protéine SDCCAGS rapportée a la protéine B-tubuline de 1’ordre de 90% chez
les patients par rapport au témoin (quantification grace au logiciel Quantity One version 4.6.8

(Biorad®) (Figure 23H).
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Figure 23 : Effets déléteres de la mutation ¢.740+356C>T (Otto et al., 2010).

(A,B) : Gel d’agarose (A) et sa version schématique (B) montrant les résultats de la RT-PCR
réalisée a partir de I’ADNc de ’ARNm extrait des fibroblastes des 4 patients atteints et 4
contrdles sains en utilisant des primers situés dans les exons 7 et 8 du gene SDCCAGS (surlignés
en jaune en C). La RT-PCR met en évidence une seule bande de la taille attendue (179
nucléotides) (fleches) chez les controles mais des bandes multiples chez les sujets atteints dont 2
prédominantes (B2 et B3). D’autres épissages alternatifs sont visibles au-dessus de B3 ; on
observe également une bande de la taille attendue mais avec un signal trés faible (fleche).

(C) : séquence génomique partielle de I’intron 6 a ’exon 8 du géne SDCCAGS. Les nucléotides
des exons sont en bleu; la séquence des primers utilisés en (A) soulignés; la mutation
c.740+356C>T en violet ; les séquences inclues entre les exons 7 et 8 et retrouvées dans les
bandes B2 et B3 en rouge (7a) et en vert (7b) ; ces séquences sont entourées sites d’épissage
accepteur « ag » et donneur « gt » soulignés.

(D) : séquengage de la bande B2 issue de la RT-PCR de la figure (A) extraite du gel d’agarose,
réamplifiée et séquencée : identification de la séquence intronique insérée entre les exons 7 et 8
(en rouge) et conduisant a I’apparition d’un codon stop prématuré (souligné et surligné en jaune).
Le séquengage de la bande B3 montre I’incorporation des séquences 7a et 7b en tandem
conduisant a 1’apparition du méme codon stop prématuré.

(E) : Analyse de I’effet de la mutation ¢.740+356C>T sur les ESE du géne SDCCAGS grace au
logiciel Human Splicing Finder v.2.4 (http://rulai.cshl.edu/cgi-
bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home). Evaluation de 1051 nucléotides de la séquence
génomique contenant la mutation ¢.740+356C>T en son centre : augmentation de la force d’un
ESE en position ¢.740+611 et perte de 2 ESE en position ¢.740+614 et ¢.740+617.

(F) : RT-PCR quantitative réalisée a partir de I’ADNc des exons 8 a 9 chez les quatre sujets
atteints et un témoin montrant I’extréme réduction (<5%) de I’ADNc chez les patients comparés
au témoin, confirmant la quasi-absence de ’ARNm de SDCCAGS, probablement li¢ au
phénomeéne de dégradation li¢ aux mutations non-sens.

(G) : Western blot des protéines SDCCAGS et B-tubuline chez les 4 patients atteints et un témoin
(TE), en utilisant un anticorps SDCCAGS8-PR (1/2 000) et un anticorps de souris monoclonal -
tubuline Euromedex (1/4 000). La bande a 83 kDa correspond a la protéine SDCCAGS de taille
attendue.

(H) : Quantification du rapport de la quantité de la protéine SDCCAGS sur la protéine -tubuline
(obtenu & partir de (G)) en utilisant le logiciel d’analyse Quantity One™ (Biorad) confirmant
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I’extréme réduction de la protéine SDCCAGS, comme suggéré par les résultats de la RT-PCR
quantitative (F) : observation d’une diminution de 90% chez les patients comparés aux témoins.
Suite a cette identification, nous avons analysé la région chromosomique 1q43-1g44 dans les

autres familles étudiées en puce d’homozygotie en nous focalisant sur la région du gene
SDCCAGS. Deux familles BBS consanguines étaient homozygotes pour cette région.

Pour la premiére famille, la région d’homozygotie faisait 5,6Mb. Une mutation homozygote
entrainant 1’apparition d’un codon stop prématuré au niveau de I’exon 7 a été mise en évidence
chez les deux enfants atteints (c.679A>T, p.K227%*) et retrouvée a 1’état hétérozygote chez un des
deux parents (autre parent non disponible).

Pour la seconde famille, la région d’homozygotie faisait 1,4Mb. Le séquencage du gene
SDCCAGS a retrouvé une mutation homozygote entrainant 1’apparition prématurée d’un codon
stop dans I’exon 10 (c.1120C>T, p.R374*) chez I’enfant atteinte. Cette mutation a été retrouvée
a D’état hétérozygote chez les parents et chez le frére non atteint. L’identification de cette
mutation a permis de proposer un diagnostic prénatal aux parents lors d’une 3°™ grossesse
(analyse moléculaire n’ayant pas retrouvé la mutation).

Par la suite, nous avons séquencé SDCCAGS dans 40 autres familles sans diagnostic

moléculaire du laboratoire sans identifier d’autre mutation dans ce gene.

En parallele de notre étude, 1’équipe du Pr Hildebrandt avait également identifi¢ des
mutations dans SDCCAGS chez des patients présentant un syndrome de Senior-Loken. Ils
avaient utilisé¢ une stratégie de cartographie d’homozygotie couplée a du séquengage haut débit
de 828 genes potentiellement impliqués dans le SLS (génes issus des modéles animaux de
ciliopathie, du protéome du photorécepteur et d’autres génes candidats issus de la littérature).
Grace a cette stratégie, ils ont identifi¢ 5 mutations homozygotes dans SDCCAGS. Le
séquencage direct dans d’autres familles vierges de mutation, a permis d’identifier deux autres
familles avec des mutations a I’état hétérozygote composite. Nous nous sommes associés a leur
étude pour enrichir leur cohorte tant dans le nombre de patients que dans le phénotype associé
aux mutations dans ce gene.

Dans leur étude, Otto et al., ont démontré que la protéine SDCCAGS contient des domaines
protéiques communs aux autres genes NPHP (notamment le domaine « coiled coil » et un
domaine de localisation nucléaire).

Du fait de I’atteinte rénale et ophtalmologique des patients, les auteurs ont étudié plus
spécifiquement ces deux organes. Ainsi, au niveau rénal, ils ont mis en évidence la localisation

de SDCCAGS au niveau du centrosome des cellules épithéliales et son interaction avec OFDI1
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(Oro-Facio-Digital Syndrome 1) et NPHP5/IQCBI. IIs ont également montré une localisation de
SDCCAGS au niveau des jonctions cellule-cellule comme c’est le cas pour NPHP1 et NPHPA4.

Au niveau des cellules rénales, la perte de SDCCAGS8 entraine un défaut de polarité
cellulaire et de formation du lumen, reflétant I’anomalie tubulaire observée chez les patients.

Au niveau du photorécepteur, SDCCAGS est localisée dans la zone de transition du cil
connecteur (équivalent du cil primaire) et colocalise avec NPHPS5, RPGRIP, et RP1.

Enfin, les auteurs ont créé¢ un modele zebrafish knockdown qui présente des kystes rénaux,
des défauts de développement a type de courbure de 1’axe du corps, des queues plus petites et
plus larges, et une hydrocéphalie comme dans les modeles INVS (NPHP2), CEP290 (SLS6) et
NEKS (NPHP9).

Ainsi, ces différentes études montrent la localisation de SDCCAGS8 au niveau du
centrosome, essentiel a la formation du cil primaire, ainsi que son interaction avec des

nombreuses protéines impliquées dans des ciliopathies.

Lors de mon arrivée au Laboratoire de Génétique Médicale, 1’équipe avait déja travaillé sur
la grande famille princeps depuis plusieurs années. Pour cette famille, mon travail lors de mon
Master 2 a consisté a compléter la clinique et a organiser le prélévement de certains individus
atteints (sang et biopsie de peau). J’ai partiellement réalisé I’amplification de I’ADNc et le
séquencage de I’ADN (intron 7) du gene SDCCAGS chez les individus atteints et chez les
témoins. J’ai participé a 1’étude des conséquences potentielles de la mutation intronique en
utilisant les logiciels de prédiction. J’ai réalisé une partie des PCR quantitatives de I’expression
des exons 8 a 9 et j’ai participé a la réalisation des westerns blot de la protéine SDCCAGS chez
les patients et les témoins. Pour les autres familles du laboratoire, j’ai participé a 1’analyse des
régions d’homozygotie comprenant SDCCAGS. J’ai séquencé I’ADN d’une des deux familles
retenues, analysé les séquences obtenues, identifi¢é une mutation non sens a 1’état homozygote et
réalisé la ségrégation familiale. Enfin, j’ai participé au séquencage de SDCCAGS pour 40 autres

familles du laboratoire.
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1.2. Identification de LZTFLI1/BBS17 par cartographie
d’homozygotie couplée a du séquencage haut débit de type
exome

Parmi les autres familles sans mutation identifiée, nous avions sélectionné une famille
consanguine d’origine Algérienne dans laquelle deux enfants présentaient un syndrome de
Bardet-Biedl avec 1’association d’une rétinopathie pigmentaire a une polydactylie mésoaxiale,
une obésité, un trouble des apprentissages, un hypogonadisme, un situs inversus et une atteinte
rénale dont était décédé un des deux enfants. Cette famille avait été décrite sur le plan clinique en

2007 (Deffert et al., 2007).

Cette famille avait bénéfici¢é d’un séquencage des genes BBSI a BBSI2 dans le cadre du
projet collaboratif IGBMC-CNG. BBS16 avait été séquencé suite a son identification en tant que
gene BBS dans notre laboratoire. Cette famille faisait partie des 22 sélectionnées pour une
approche par cartographie d’homozygotie (Affymétrix 10K array®) en raison de la
consanguinité. Cette analyse avait permis de mettre en évidence 9 zones haplo-identiques
contenant en tout 1055 geénes, dont aucun géne BBS.

En raison du nombre de génes inclus, nous avons opté pour un séquencage exomique qui a
identifi¢ 1827 variants dans les 9 régions homozygotes dont 33 non rapportées dans la base de
données dbSNP 132. Parmi ces variants, 5 étaient des faux-sens prédits comme non pathogénes
(selon SIFT et POLYPHEN) et 1 était une délétion de 5 bp dans le gene LZTFLI conduisant a
I’apparition d’un codon stop prématuré : NM 020347 : c¢.402_406del, p.Prol36Thrfs*5. Cette
mutation était absente de la base de données 1000 génomes ainsi que dans 160 exomes réalisés
par la compagnie Integragen®. Au sein du laboratoire, nous avons séquencé 196 individus
témoins dont 155 d’origine Algérienne sans la retrouver non plus. Cette mutation a été retrouvée

a I’état hétérozygote chez les parents et les 3 fréres sains.

En I’absence d’autre famille identifiée avec une mutation dans le méme géne, des analyses
complémentaires ont été réalisées. Tout d’abord, nous avons étudié¢ I’expression de ’ARNm de
LZTFLI par RT-PCR réalisée sur ’ADNc extrait des cultures de fibroblastes chez le patient et
comparée a un témoin. Nous avons montré 1’absence d’ARNm chez notre patient. Puis une
analyse par western blot nous a permis de confirmer cette donnée en montrant 1’absence de la

protéine correspondante.
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Il avait été démontré récemment que LZTFLI interagissait avec le BBSome et régulait le
trafic ciliaire de ce complexe en se liant a lui dans le cytoplasme et en empéchant son entrée dans
le cil sans impact sur le transport intraflagellaire (Seo ef al., 2011). Dans cette méme étude, les
auteurs avaient montré que les protéines BBS et LZTFL1 régulaient négativement le trafic
ciliaire de Smothened (Smo), tranducteur du signal de la voie HH dans le cil (cf. Introduction
chapitre 2.5), puisque leur absence entrainait une augmentation de la localisation ciliaire de Smo.
Pour rappel, la voie Smo est activée lorsque Shh se lie a son récepteur Patchl. Smo active alors
I’expression et I’activité nucléaire de GLI1 et GLI2 et réprime celle de GLI3 (Dessaud et al.,
2008).

Forts de ces observations, nous avons étudi¢ et mesuré 1’expression de genes clés de la voie
de signalisation Shh : SMO, PTCHI, GLII, GLI2 et GLI3. L’expression de SMO, PTCHI, GLII
et GLI2 était significativement augmentée chez le patient alors que I’expression de GLI3 était
inchangée. Ces données indiquaient une activation massive de la voie Shh en I’absence de

LZTFL1, comme supposé dans 1’étude de Seo et al (Seo et al., 2011).

* Validation de LZTFLI en tant que gene BBS par I’identification d’une

seconde famille mutée dans ce géne (cf. chapitre Résultats 2.3).

Aprées I’identification du géne LZTFLI1/BBS17, nous avons été amené a voir en consultation
dans le cadre du PHRC, une famille non consanguine dans laquelle les deux filles, jumelles de 36
ans, présentaient une BBS avec notamment une polydactylie méso et postaxiale et une
insuffisance rénale précoce et sévere.

Au moment de la consultation, cette famille n’avait bénéficié d’aucune investigation
moléculaire. Nous avons évoqué en premier lieu une potentielle mutation dans le géne
LZTFL1/BBS17 au vu des similitudes cliniques avec la famille princeps.

Le séquengage direct du géne a mis en évidence deux mutations a I’état hétérozygote
composite chez les deux filles : une mutation faux-sens (p.Leu87Pro ; ¢.260T>C) et une mutation
non-sens (p.Glu260* ; ¢.778G>T). Chaque parent était porteur d’une des deux mutations a I’état
hétérozygote.

La mutation faux-sens identifiée concernait un domaine conservé de la protéine et est prédite
délétere avec un score de 1.000 par polyphen-2. Les deux mutations étaient absentes des bases de
données EVS, 1000Genomes et dbSNP. De plus, elles n’ont pas été retrouvées chez 176

contrdles analysés en exome.
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Nous avons validé les conséquences fonctionnelles des mutations identifiées par une étude
de ’ARNm et une étude de la protéine.

La RT-PCR montrait une diminution de moitié¢ de I’expression de I’ARNm, comparée a un
témoin.

L’¢étude de la protéine LZTFL1 par western blot retrouvait une protéine de plus faible
intensité chez les patientes en comparaison a un témoin, ce qui correspondait aux données de la
RT-PCR. Cependant, la taille de la proteine était mesurée a 30 kDa au lieu de 35 kDa attendu.
Nous avons fait ’hypothése que la mutation non-sens produise une protéine tronquée de plus
petite taille et que la mutation faux-sens soit responsable d’un épissage anormal probablement a
I’origine d’un ARNm anormal non traduit, d’aprés les données du site Human Splicing Finder
(www.umd.be).

L’analyse de zygosité a montré que les patientes étaient des jumelles dizygotes.

Pour ce travail, j’ai réalisé le séquengage de BBSI6 pour la premiere famille. J’ai participé a
I’analyse des régions d’homozygotie et aux données de I’exome. J’ai réalis¢ une partie du
séquencage de LZTFLI chez les individus témoins.

Pour la seconde famille, j’ai participé au séquencage de LZTFLI ayant permis de trouver
deux mutations a 1’état hétérozygote composite. J’ai également participé a la réalisation de la

RT-PCR et du western blot.
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SHORT REPORT

Exome sequencing identifies mutations in LZTFL1,
a BBSome and smoothened trafficking regulator,

in a family with Bardet—Bied| syndrome with situs
inversus and insertional polydactyly

Vincent Marion," Fanny Stutzmann,’ Marion Gérard,? Charlie De Melo,’
Elise Schaefer,' Aurélie Claussmann,” Sophie Hellé,' Valérie Delague,* Eric Souied,®

Catherine Barrey,® Alain Verloes,? Corinne Stoetzel," Héléne Dollfus

ABSTRACT

Background Bardet—Biedl Syndrome (BBS) is an
emblematic recessive genetically highly heterogeneous
ciliopathy characterised mainly by polydactyly, retinitis
pigmentosa, obesity, cognitive impairment, and kidney
dysfunction. The 16 BBS genes known to date are
implied in the primary cilia related cellular pathways.
Methods and results Single nucleotide polymorphism
(SNP) array analysis followed by exome sequencing was
performed in a consanguineous family diagnosed with
BBS with unusual developmental features, namely situs
inversus and insertional polydactyly. A homozygous 5 bp
deletion (NM 020347.2:¢.402-406del, p.Pro136ThrfsX5)
in LZTFLT was identified. No LZTFL1 transcript was found
in the patient's fibroblasts and no protein could be
detected. The sonic hedgehog (Shh) pathway analysis
conducted on the patient’s fibrablast showed

a significant increase in Smo. Patched1 as well as the
downstream target GLIZ were also found to be
upregulated, indicating an overall massive activation of
the Shh signalling in the absence of LZTFL1.
Conclusion LZTFL1, encoding the human leucine zipper
transcription factor like 1, has been recently shown to be
an important negative regulator of BBSome ciliary
trafficking and Shh signalling. This study shows that
absence of LZTFL1 leads to a BBS phenotype with
enhanced developmental abnormalities associated with
cellular Shh dysfunction. LZTFLT is a novel BBS gene
(BBS17).

INTRODUCTION

Bardet—Biedl Syndrome (MIM 209900) is a well
recognised ciliopathy disclosing high genetic
heterogeneity and an amazing pleiotropy with
developmental defects combined with degenerative
features. The classical clinical picture associates
major diagnostic criteria: postaxial polydactyly,
retinitis pigmentosa, obesity, cognitive impairment,
and kidney alteration." Minor diagnostic criteria
include, among other features, developmental
abnormalities such as Hirschsprung disease,
hydrometrocolpos, brain malformations, cardiac
malformations, and situs inversus. To date, 16
genes have been reported to cause BBS (BBS1-
BBS16)>~* and their molecular function has been
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linked to the primary cilia complex. Seven proteins
(BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBSS, and BBS9)
form the BBSome,” a stable complex with BBIP10
mediating trafficking to the ciliary membrane,®
whereas BBS6-BBS10 and BBS12 form another
complex mediating the BBSome assern&)ly7 BBRS3 is
a small GTPAse controlling BBSome recruitment.®
Mutations in the known BBS genes account for
>80% of the cases, and <20% of the families for
which mutations in known BBS genes remain
undetectable are eligible for high throughput gene

identification strategies such as exome sequencing.

METHODS

Single nucleotide polymorphism array analysis
Genomic DNA was extracted from blood samples
of affected and non-affected sibs from a consan-
guineous BBS family studied for homozygosity
mapping with the Affymetrix GeneChip Mapping
10K Array (Affymetrix, Santa Clara, California,
USA). These arrays allow analysis of 10000 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) with a mean
genetic gap distance of 0.32cM and an average
heterozygosity of 0.37. Sample processing and
labelling were performed according to the manu-
facturer’s instructions (Affymetrix Mapping 10K 2.0
Assay Manual, Version 1.0, 2004). The arrays were
hybridised on a GeneChip Hybridisation Oven 640,
washed with the GeneChip Fluidics Station 450 and
scanned with a GeneChip Scanner 3000. Data were
processed by the GeneChip DNA Analysis Software
V3.0.2 (GDAS) to generate SNP allele calls. An
average call rate >99% was obtained. Homozygosity
regions were identified as regions of homozygosity
longer than 25 adjacent SNPs. Genotyping of fluo-
rescent microsatellite markers was performed on
a CEQS8800 genetic analysis system (Beckman
Coulter) to confirm homozygosity in the selected
regions.

Whole exome sequencing

We performed exome sequencing using the Agilent
SureSelect 38 Mb kit and workflow in collaboration
with a company (Knome, Inc, Cambridge, MA,
USA). Exons of the DNA of patient BBE93 were
captured using in-solution enrichment method-
ology. Adapter-ligated templates were purified by
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Agencourt AMPure SPRI beads, and fragments with ~250b
inserts were excised and amplified by ligation mediated PCR
(LM-PCR), then purified and hybridised to the SureSelect
Biotinylated RNA Library (BAITS) for enrichment. Each library
was then sequenced (90b paired-end reads on Illumina
Hiseq2000) to ~35X mean depth. Raw image files were
processed by Illumina software 1.7 with default parameters.

Clean reads were aligned to the human reference genome
(hgl8/NCBI 36.3) by SOAPaligner (soap 2.21) with at most
three mismatches per read. Unphased consensus sequences were
assembled and genotypes in exome target segments called
by SOAPsnp. Candidate reference mismatching genotypes were
called for sites at least 6 b apart, with quality score at least 20,
read depth between 4 and 200, and estimated copy number
at most 2. Using the Knome Genome Analysis Pipeline
(kGAP v.1.5), reference matching, mismatching, and uncalled
genotypes for known (dbSNP 132) or putative novel human
short base substitution or indel allelisms were compiled
and annotated with reported allele frequencies (HapMap III),
overlap with specific gene(s) (RefGene), proximity to splice site
(ENSEMBL), predicted effect on protein sequence and function
(SIFT predicted missense or non-sense/read-through/frameshift,
for longest gene specific transcript annotated in ENSEMBL), and
reported site or other gene associated phenotype(s). Coverage
and statistics regarding variants are given in supplemental
table 1.

Western blotting

Cellular proteins were obtained by trichloroacetic acid precipi-
tation and immunoblot analyses were performed using
30—50 pg total protein. Specific antibody binding was visualised
using the SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate on a BioRad Versadoc TM Imaging System. Non-
specific proteins stained with Ponceau S were used as loading
controls to normalise the signal obtained after specific
immunodetection of the protein of interest using the Bio-Rad
Quantity One program.

RNA extraction, cDNA synthesis, quantitative PCR, and Tagman
Total RNA was prepared from the cells using a RiboPure kit
followed by a DNAse treatment with the TURBO DNA-free.
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
cDNA was performed using the BioRad iScript cDNA synthesis
kit. Real-time quantitative PCR amplification was performed in
a BioRad CFX96 TM Real-Time System using the iQ SYBR
Green Supermix and primer sets optimised for tested targets for
SYBR Green-based real-time PCR for the real-time PCR. Tagman
analysis was carried out with the specific gene assay with the
Tagman Fast Advanced Master Mix. The normalised fold
expression of the target gene was calculated using the compar-
ative cycle threshold (C;) method by normalising target mRNA
C. to those for GAPDH using the CFX Manager Software V.1.5,
and was verified using the Lin-Reg progra\m.g

RESULTS

Clinical studies

To identify additional genetic defects underlying BBS, we
conducted a genome wide homozygosity mapping using Affy-
metrix 10K array combined to an exome sequencing in
a consanguineous family of Algerian descent with two siblings
diagnosed with BBS. The family was previously reported as
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presenting with an unusual BBS phenotype disclosing hexa-
dactyly with one hand showing insertional polydactyly and
complete visceral situs inversus in both sibs.!” The DNA of the
youngest child and all the other family members could be
analysed. The eldest patient died from kidney failure aged
20 years (no DNA available). The youngest patient presented at
the age of 10 years old with six criteria for the diagnosis of BBS,
namely: retinal degeneration (with an extinguished electro-
retinogram), obesity (+4SD) (figure 1A), cognitive impairment,
polydactyly (figure 1B), hypogonadism, polyuria—polydypsia
(with mild biological kidney alterations), and a situs inversus

(figure 1C).

Molecular analysis of known BBS genes and homozygosity
mapping results

No mutation in any of the BBS1-16 genes, (NPHP2 to 8 genes,
MKS1 and MKS3 genes, and ALVS1 gene) could be identified in
BBE93. Homozygosity mapping (using the Affymetrix 10K SNP
array) performed in the proband and his three unaffected sibs
revealed nine large regions of homozygosity (confirmed by
microsatellite analysis) on chromosomes 1, 2, 3, 6, 7, &, and 12
(figure 1D and supplemental table 2), which included 1055
genes.

Whole exome sequencing

Whole exome sequencing of BBE93 revealed a total of 1827
single nucleotide variants and insertions—deletions in these nine
homozygous regions (source = MapViewer NCBI Build 37.3;),
33 of which were novel (ie, not reported in dbSNP build 132). Of
the novel variants, there were five missense variants (but all
were likely to be non-pathogenic according to SIFT and POLY-
PHEN predictions) and one was a deletion (supplemental
table 3). The identified 5 bp deletion at chromosome 3:45874632
(coordinates in GRCh37/hgl9) leads to a premature stop codon
(NM_020347.2:¢.402-406del, p.Pro136ThrfsX5) in LZTFL4
(figure 1E), the gene that encodes the human leucine zipper
transcription factor like 1. The deletion was identified at the
heterozygous state in both parents and in the unaffected
brothers and sister. Moreover, this mutation was absent from
the ‘1000 genomes’ database and was not found in 160 exomes
performed by the Integragen Company (Evry, France). Moreover,
we investigated 196 controls, of which 155 controls were of
Algerian origin, and did not find this intragenic deletion
(Supplemental table 4). These results are consistent with an
involvement of this variant in the BBS associated phenotype.

LZTFL1 expression and protein level in patient’s fibroblast cell
line

Real-time PCR determination on cDNA obtained from dermal
fibroblasts of the affected individual versus a healthy control
revealed absence of LZTFL1 expression in the affected patient
(figure 2A), which correlated with the total absence of protein
in the cellular extracts of the dermal fibroblasts (figure 2B).
Expression analysis of Shh pathway actors is significantly
upregulated in patients’ fibroblast. Shh binds to its receptor
Patched 1 (Ptchl) and activates Smo. The latter will then acti-
vate GLI1 and CLI2 exPression and nuclear activity while
repressing that of GLI3, ! with the primary cilium playing
a central role in this signalling cascade during development.’® As
it has been recently reported that LZTFL1 depletion results in
the activation of the ciliary targeting of Smoothened (Smo),*
we measured, in the dermal fibroblasts derived from BBEY3, the
expression levels of some key players of the Shh signalling
cascade such as SMO, PTCH1, GLI1, GLI2, and GLI3 (figure 2C).

J Med Genet 2012;49:317—321. doi:10.1136/jmedgenet-2012-100737
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Clinical description of the affected patient, homozygosity mapping, exome sequencing and mutation detection. (A) Photograph depicting

obese phenolafpe in the affected patient BBE93. (B) Photograph showing the scar after removal of the extra digit, denoting an insertional (mesoaxial)

polydactyly.!

(C) Radiograph of the affected patient presenting situs inversus (arrow showing heart on the right side). (D) Pedigree of the family,

underlined by corresponding schematic representation of the homozygosity mapping results, shows the chromosome 3 homozygous region for the
affected individual BBE93: Gray shading indicates homozygous SNPs (light gray for AA and darker for BB) and white zones indicate heterozygous
alleles. (E) Electropherograms of a part of the LZTFL7 exon 7 showing: (1) a homozygous p.Pro136ThrfsX5 mutation in the affected patient; (2)

a heterozygous p.Pro136ThrfsX5 mutation in an unaffected sibling; and (3) a healthy control.

A significant increase in SMO, PTCH4, GLI1, and GLIZ expres-
sion levels was detected in the patient’s fibroblasts compared to
the control, while the repressor GLI3 remained unchanged

compared to control. These data indicate a massive activation of
the Shh signalling in the absence of LZTFL1.

J Med Genet 2012;49:317—321. doi:10.1136/jmedgenet-2012-100737

DISCUSSION

We report on a homozygous 5 bp deletion leading to a premature
stop codon (p. Prol36ThrfsX5) in the LZTFL1 (leucine zipper
transcription factor-like 1) in a family with two children with BBS.
This is the 17th gene associated with BBS and is in line with the
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Figure 2 Effect of LZTF1 inactivation
on sonic hedgehog signalling pathway.
(A) Real-time PCR measurements of
LTZFL1 expression in patient’s dermal
and control fibroblasts (technical
triplicates). (B) Immunodetection of
LTZFL1 in protein extracts from control
and patient’s fibroblasts with the
membrane stained with Ponceau$
serving as total protein loading control.
(C) Real-time PCR measurements of
sonic hedgehog related gene expression
in patient are dermal and control
fibroblasts (technical triplicates;
*denotes a value of p>>0.05 using

a paired Student t test; list of primers
and characteristics are given in
supplemental table 4).

>

— )
A 3

<
=]
I

Normalised fold expression
(=] f=]
'S o

o
]
1

LZTFL1 mRNA expression

B

CTRL Affected

Qty. 30pg 30pg 20pg

loaded -'

-

10pg

CTRL

a
3

Normalised fold expression

LZTFLI
an
8=]
£
L
w
* 2
. :
=
/5]
] (-9
Patient

mRNA expression

BCTRL
B Affected

ddd.

SMO

other BBS genes, as a very recent report has shown that LZTFL1,
extracted by way of pull down using transgenic mouse line
expressin% LAP-BBS4, is a ciliary trafficking regulator of the
BBsome.'® ITZFL1 binds to the Bbsome in the cytoplasm and
inhibits BBSome ciliary entry with no impact on intra-flagellar
transport. Moreover, LTZFL1 has been showed to regulate the
ciliary trafficking of Smoothened (SMO), a 7-transmembrane
Hedgehog signal transducer, increasing its ciliary localisation.
Sonic hedgehog pathway (SHH) is a well known pathway for
organising the body plan and organogenesis.'? Interestingly, we
show herein that the hedgehog signalling pathway shows an
abnormal pattern in the fibroblasts of the patient compared to
a control.

It is of major interest to underline that the phenotype of the
family mutated in LZTFL1 has unusual developmental abnor-
malities in addition to classical BBS features (obesity, cognitive
impairment, hypogonadism, kidney failure)." First, situs
inversus is a classical feature of primary cilia dyskinesia (PCD)
due to motile (9+2) cilia dysfunction,' but is rarely reported in
ciliopathies due to (9+0) ciliopathies. Mutations in NPHP2
cause nephronophthisis with and without situs inversus.'®
Likewise mutations in BBS8 have been identified in patients
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with BBS with or without situs inversus.'” In the French cohort
only four BBS patients had a situs inversus and were mutated in
various BBS genes (BBS1, BBS12, BBS1, and BBS7). Overall,
situs inversus remains a rarely reported feature in BBS patients.
This observation could imply that LTZFL1 is linked to
body patterning via hedgehog signalling and would suggest
priority sequencing in patients with BBS and body patterning
abnormalities.

Second, postaxial polydactyly is a very common diagnostic
feature in BBS (98%); however, other types of polydactyly have
been rarely reported. Preaxial polydactyly in BBS was reported
only once."® Two cases of insertional polydactyly were also
reported in a review'? and in the present family with the two
sib]jngs showing a Y duplication of the third metacarpal of one
hand.'® Insertional polydactyly is the hallmark of the Pallis-
ter—Hall syndrome, that is associated with mesoaxial poly-
dactyly hypothalamic hamartoma and other developmental
features, due to mutations in GLI-3, which is also known to be
mutated in other conditions such as Greig cephalopolydactyly
syndrome, and autosomal dominant preaxial polydactyly type
IV and postaxial polydactyly type A/B.2"2 Interestingly,

insertional polydactyly is the most common feature of a rare

J Med Genet 2012;49:317—321. doi:10.1136/jmedgenet-2012-100737
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type of oro-facio-digital (OFD) syndrome type VI for which the
molecular origin remains to be determined. It is of note that
OFD syndrome type VI is a member of the OFD syndromes that
include OFD type 1—a now well recognised ciliopathy for
which mouse models have demonstrated that the limb bud
patterning defects are related to GLI3 processing?a

We have screened 16 other BBS families (in our cohort of more
than 450 families) for which we have not identified any muta-
tion in the known BBS genes and who presented with poly-
dactyly and/or unusual developmental abnormalities. We could
not find any mutations in the LTZFL1 gene. Thus, this gene has
probably a low mutational load among the BBS patients
(ie, BBS15 and BBS9 were found mutated in only a very few
families to date).

In conclusion, we identified a homozygous 5 bp deletion in
LTZFL1 that causes BBS with marked developmental abnor-
malities consistent with its recently described major involve-
ment in ciliary regulation of trafficking with the BBSome and
the sonic hedgehog pathways.
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1.3. Identification de BBIP1/BBS18 par séquencage d’exome

Parmi les 30 familles ayant bénéficié d’un séquengage exomique, j’ai participé aux résultats
d’une famille consanguine d’origine italienne avec un seul patient adulte atteint de BBS
présentant une rétinopathie pigmentaire évoluée (acuité visuelle limitée a la perception
lumineuse), une obésité (BMI a 37,7), une insuffisance rénale, une déficience intellectuelle
(compréhension des ordres simples, pas d’acquisition de la lecture ni de I’écriture) et une
brachydactylie.

Le patient avait déja bénéficié du séquencage des genes BBSI a BBSI2 (collaboration
IGBMC-CNG) et des génes BBS16 et BBS17 suite a leur identification.

Suite au séquencage d’exome, 50 569 variants avaient été identifiés. Le logiciel VaRank® a
permis d’en retenir 7889 dont 3116 a 1’état homozygote. Parmi ces variants, 234 n’avaient pas
¢été retrouvés dans d’autres familles étudiées par exome au laboratoire. Parmi ces variants, ont été
retenus 1 non-sens, 2 mutations d’épissage, 9 faux-sens prédits délétéres par SIFT et Polyphen et
1 délétion en phase. Les 14 geénes potentiels ont été étudiés un par un selon leur fonction et leur
identification dans d’autres pathologies. Nous avons retenu une seule variation non-sens a 1’état
homozygote (NM 001195306 : ¢.173T>C, p.Leu58*) dans le géne BBIP/ dont la protéine
constituait la 8™ sous-unité du BBSome (Loktev ez al., 2008).

Cette variation a été validée en séquencgage Sanger et retrouvée a 1’état hétérozygote chez le
pere (mere non disponible). Cette variation était absente de la base de données EVS et de 160
exomes réalisés par Integragen®.

Le séquencage de ce geéne dans le reste de la cohorte du laboratoire n’a pas permis
d’identifier de seconde famille. La pathogénicité de la mutation a été validée en montrant une

absence de protéine BBIP1 dans les fibroblastes du patient.

En collaboration avec le laboratoire du Pr Uwe Strihle a Karlsrhue (Karlsruhe Institute of
Technology ; KIT), un modéle knock-down de zebrafish a été créé grace a ’injection d’un
morpholino. Le modele poisson présentait un phénotype ciliaire avec :

- Des anomalies du pronéphros, structure équivalente au rein chez le zebrafish. Le modele

animal présentait des dilatations kystiques bilatérales a ce niveau ; cet effet était restauré
par la co-injection d’un ARNm de bbip! résistant au MO knockdown. De plus, le cil du

pronephros du modele poisson ne maintenait pas une orientation parall¢le a I’axe antéro-
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postérieur du canal comparé aux controles ; enfin, ce cil était plus petit chez le modéle
déplété que chez les contrdles.

- Des anomalies de la vésicule de Kiipffer, analogue a la plaque nodale chez I’homme.
Loktev et al. avaient démontré que les modeles zebrafish bbipl présentaient des
anomalies de cette vésicule. 20% des zebrafish de notre étude avaient un situs inversus
comparé a 3% chez les témoins.

- Des anomalies du développement de I’ceil. La rétine des modeles poisson avait une rétine

désorganisée avec absence de différentiation entre les couches cellulaires.

Loktev et al. avaient démontré que BBIPI se liait au BBSome et plus particulierement a
BBS4 et que I’absence de BBIP1 affectait ’assemblage du BBSome (Loktev ef al., 2008). En
collaboration avec 1’équipe du Dr Maxence Nachury (University of California San Francisco ;
UCSF), nous avons montré une diminution de 1’incorporation de la protéine BBIP1 mutée dans
le BBSome grace a une technique de co-immunoprécipitation entre BBIP muté et BBS4, laissant

suggérer un défaut d’assemblage du BBSome chez notre patient.

Pour ce travail, j’ai participé au séquencage de BBS16 et BBS17 chez le patient. Une fois la
mutation identifiée dans BBIPI, j’ai revu le patient en consultation pour valider ses symptomes
et le diagnostic de syndrome de Bardet-Biedl et réalis¢ la biopsie de peau pour les études
fonctionnelles. J’ai également participé au séquencage de BBIPI dans le reste de la cohorte du

laboratoire. Enfin, j’ai particpé a la rédaction du manuscrit (description clinique du patient).
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SHORT REPORT

Exome sequencing of Bardet—Biedl syndrome patient
identifies a null mutation in the BBSome subunit

BBIP1 (BBS18)

Sophie Scheidecker, Christelle Ftard,? Nathan W Pierce,® Véronique Geoffroy,*
Elise Schaefer,"> Jean Muller,>” Kirsley Chennen,"” Elisabeth Flori,®
Valérie Pelletier,” Olivier Poch,” Vincent Marion,' Corinne Stoetzel," Uwe Strahle,?

Maxence V Nachury,® Héléne Dollfus'

ABSTRACT

Background Bardet—Bied! syndrome (BBS) is a
recessive and genetically heterogeneous ciliopathy
characterised by retinitis pigmentosa, obesity, kidney
dysfunction, postaxial polydactyly, behavioural
dysfunction and hypogonadism. 7 of the 17 BBS gene
products identified to date assemble together with the
protein BBIP1/BBIP10 into the BBSome, a protein
complex that ferries signalling receptors to and from
dlia.

Methods and results Exome sequencing performed
on a sporadic BBS case revealed for the first time a
homozygous stop mutation (NM_001195306:
¢.173T>G, p.Leu58™) in the BBIPT gene. This mutation
is pathogenic since no BBIP1 protein could be detected
in fibroblasts from the patient, and BBIP1[Leu58*] is
unable to associate with the BBSome subunit BBS4.
Conclusions These findings identify BBIPT as the 18th
BBS gene (BBS18) and suggest that BBSome assembly
may represent a unifying pathomechanism for BBS.

INTRODUCTION

Bardet-Biedl syndrome (BBS; MIM 209900) is a
canonical ciliopathy characterised by retinitis pig-
mentosa, obesity, kidney alteration, dystrophic
extremities, behavioural dysfunction and hypo-
gonadism." Rapidly evolving strategies ranging
from taditional homozygosity mapping to next
generation sequencing (NGS) approaches have
uncovered 17 BBS genes.

Primary cilia dysfunction underlies the pathogen-
esis of BBS; indeed, eight proteins (BBS1, BBS2,
BBS4, BBS5, BBS7, BBS8, BBSY and BBIP1/BBIP10)
have been shown to form the BBSome,? * a stable
complex involved in signalling receptor trafficking
to and from cilia. BBS6, BBS10 and BBS12 assemble
into a chaperonin complex that mediates BBSome
assembly. BBS3/ARL6 recruits the BBSome to mem-
branes, and BBS17/LZTFL1 regulates BBSome
entry into cilia. BBSome cargos include
Smoothened, a component of the Sonic Hedgehog
(Shh) signalling pathway,® and Somatostatin
Receptor 3, a G-protein-coupled receptor.’

Mautations found in the 17 known BBS genes are
found in 80% of BBS patients while 20% of them
still lack molecular diagnosis.® Through exome
sequencing, we report the first BBS patient carrying

a mutation in the BBIP1 gene (also known as
BBIP10 standing for the BBSome Interacting
Protein 1/of 10 kDa) encoding the eighth subunit
of the BBSome.” Given our prior characterisation
of BBIP1 as a BBSome subunit essential for
BBSome assembly” and given the severely reduced
levels of BBIP1 in the patient’s fibroblasts, we
propose BBIP1 as the 18th BBS gene.

METHODS

Family selection

Among 450 BBS families screened, about 15%
were devoid of mutation in known BBS genes. We
report herein one of our BBS families analysed by
exome sequencing.

Informed consent and ethical approval of the
patient and his’her representative were obtained
according to the French legislation. The objectives
and the aim of the study were clearly explained to
the patient.

Whole exome sequencing and SNP calling

Whole exome sequencing was performed by
IntegraGen. Exons of DNA samples were captured
using the in-solution SureSelect Target Enrichment
System (Agilent, Human All Exon Kits v2), fol-
lowed by a paired-end high-throughput sequencing
on reads of 75 bp using the Illumina HiSeq 2000.
Image analysis and base calling were performed
with default parameters of Illumina RTA v1.14
pipeline. The alignment of clean reads on the
human reference genome (hg19/GRCh37) and
single nucleotide polymorphism (SNP) calling were
performed with CASAVA 1.8 (Illumina).

Variant annotation and ranking with VaRank

VaRank is an in-house pipeline (manuscript in prep-
aration) using Alamut-HT (Interactive Biosoftware)
to collect genomic annotations and effect predic-
tions at both nucleotide and protein levels. VaRank
gathers variant-specific information such as poten-
tial functional effects of amino acid changes on the
protein sorting intolerant from tolerant (SIFT),”
PolyPhen2®) and splicing effects (Human Splicing
Finder,” MaxEntScan,'® NNSplice!!). Known muta-
tions with reported SNPs flagged as ‘probably
pathogenic’/*pathogenic’ in the ‘clinical significance’
field of dbSNP137 are highlighted. From all these
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information, a score is computed for each SNV/indel. Potential
mutations are ranked according to potential pathogenicity. Initial
filtering included the removal of variants with <15% of the total
coverage or the variants not supported by at least 10, variants
present in dbSNP137, validated by at least two methods or with
aminor allele frequency >2%.

Western blotting
Proteins from patient’s fibroblasts obtained by skin biopsy (see
online supplementary method) were extracted by trichloroacetic
acid precipitation and immunoblot analyses performed as previ-
ously described. '

Immunoprecipitation

The p.Leu58* mutation was introduced by PCR to generate
pCS2-6myc-BBIP1[Leu58%].  For  co-immunoprecipitation,
human embryonic kidney (HEK)293FT cells were transfected
with plasmid DNA using X-tremeGENE 9 (Roche). After 48 h,
cells were lysed in buffer (50 mM Tiis, pH 7.4, 150 mM NaCl,
1% Triton X-100) containing protease inhibitors (Leupeptin,
Bestatin, Chymostatin, E-64, Aprotinin, AEBSF). After centrifu-
gation, lysates were incubated for 1h with 9E10 anti-myc
monoclonal antibody, then 1h with Protein-G-sepharose. After
three washes in lysis buffer, beads were eluted in sodium
dodecyl sulfate (SDS) sample buffer and western blotted with
anti-BBS4 (as previously described®) or 9E10 antibodies.

Morpholino microinjections in zebrafish

Injections were performed as described previously."?
Morpholinos (Gene Tools, LLC)™ were injected at 12nL of
0.5 mM stock solution. Phenol red was added to the samples
before injection (0.1% final concentration). For detecting situs
inversus, morpholinos were injected into the unc45b: green
fluorescent protein (GFP) stable line driving GFP expression in
cardiac muscles'* (see online supplementary method).

Bhip1 PCR amplification

For rescue experiments, a bbipl morpholino-resistant fragment
was amplified by PCR with primers bbip5’ and bbip3’ (see
online supplementary table $1) and cloned into pCs2+GFP.

Immunohistochemistry

Embryos were fixed in 4% paraformaldehyde/ phosphate-
buffered saline (PBS) for 1h, washed with 1% PBS, blocked
with beclomethasone dipropionate (BDP) (5% bovine serum
albumin (BSA), 1% dimethyl sulfoxide (DMSO), 1% PBS), incu-
bated overnight at 4°C with monoclonal antibody against
acetylated-tubulin (1:1000, Sigma), washed five times and incu-
bated for 1 h with fluorescent secondary antibody (anti-mouse
IgG Cy3-conjugated, 1:1000, Sigma). 5pm sections of the
eyes ° were cut with a Leica microtome and stained with tolui-

dine blue.

RESULTS
Clinical studies
Based on four major features (retinitis pigmentosa, obesity,
kidney failure, cognitive disability) and one minor feature (bra-
chydactyly), the patient was diagnosed as affected with BBS at
49 years old. He presented an end-stage renal failure 4 years
after the diagnosis. He was the only one affected among four
siblings born from consanguineous Italian parents.

Clinical examinaton in our Center for Rare Genetic
Ophthalmologic Diseases (CARGQ) in Strasbourg showed
severe visual impairment (light perception, dense cataracts,

¢.[173T>G];[=]
p[Leuss*Ji[=]

CTTTTACCCTGAAAATCTCTG na

¢.[173T>G|;[173T>G]|
P-[Leus8*];[Leuss*]

Figure 1 Identification of the p.[Leu587];[Leu58*] mutation in the
BBIP1 gene. (A) Pictures of the patient depicting an obese phenotype
and overall enlarged hands with a shortened aspect of the fingers.

(B) Electrophoregrams of a part of BBIP1 exon 3 showing the
homozygous mutation in the patient and the heterozygous mutation in
the patient’s father (mother and sibling’s DNA was unavailable). Access
the article online to view this figure in colour.

retinal dystrophy), obesity (BMI 37.7), behavioural dysfunction,
learning difficulties (understood simple orders but never learned
to read or write) and brachydactyly (figure 1A).
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Molecular analysis of known BBS genes and exome sequencing
Prior Sanger sequencing and a preliminary examination of the
exome data identified no mutation in any of the 17 known BBS
genes. Inidal filtering of the exome sequencing data by the
VaRank program revealed 7889 variants out of 50 569 (sce
online supplementary table 52). The 3116 homozygous variants
were further filtered against known BBS variations in our
in-house database to identify unique homozygous variations.
The final data set consisted of 234 variants.

These novel homozygous variants included one nonsense, one
frame-shift, two splice mutations, nine missense with pathogenic
predictions (SIFT” or PolyPhen2®) and one in-frame deletion.
The 47 potentially pathogenic genes were manually screened
based on gene function and previous identification of a disease.
We were able to focus the subsequent studies on a single homo-
zygous nonsense mutation, c.173T>G, p.Leu58*, in the BBIP1
gene encoding for the eighth BBSome subunit (not yet identified
as a disease-causing gene). This mutation was confirmed by
Sanger sequencing and found at the heterozygous state in his
father’s sample (mother and sibling’s DNA was unavailable)
(figure 1B). This mutation was absent from the EVS database
and among 160 exomes performed by IntegraGen.

Depletion of BBIPT leads to ciliopathy phenotypes in zebrafish

A search in Ensembl (Zv9) revealed in Danio rerio a single 72
amino acids protein (ENSDARP00000095567) exhibiting 69%
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identity with the human BBIP1. Injection of morpholino oligo-
nucleotide (MO) targeting the start codon of bbip1 (bbip1-mo)*
resulted in bilateral cystic dilations of the pronephros, an
equivalent structure to the kidney in zebrafish (figure 2A,B).
The effect is specific as it could be rescued by co-injection of a
bbipl mRNA resistant to MO knockdown (figure 2B).
Examination of cilia morphology showed that pronephric cilia
of morphants failed to maintain a parallel orientation to the
anteroposterior axis of the duct and were shorter than in con-
trols (figure 2C-F). It is likely that cysts develop as a conse-
quence of impaired pronephric flow. Kupffer’s vesicle
(analogous structure of human node) is a ciliated organ that
initiates left—right asymmetry of the brain, heart and gut in zeb-
rafish.'” It was shown previously that bbip1 morphants display
abnormalities in Kupffer’s vesicle.” Twenty per cent of mor-
phants present with situs inversus compared with three per cent
in the wild-type population (figure 2G,H). Bardet-Bied! disease
being characterised by retinitis pigmentosa, we also examined
sections of eyes from morphant or control embryos at 3 dpf and
found that the morphants showed abnormal retinal develop-
ment. The control larvae developed normal retinal structures
with a well-defined ganglion cell layer, inner nuclear and photo-
receptor layers (figure 2LJ). The bbipl-mo-treated embryos
exhibited a disorganised retina with a lack of separation
between the retinal cell layers. Altogether the zebrafish data
suggest a role of Bbip1 in cilium functionfor assembly.
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bbip1-mo. (B) Embryos were injected with 0.5 mM bbip1-mo or bbip1cont-mo: 37% of them show formation of kidney cysts. Rescue was obtained
with 50 ng/uL of bbip1 mRNA. (Numbers indicate the number of embryos examined). (C-F) Anti-acetylated-tubulin staining of wild-type (C), control
morphant (D) or bbip1 morphants (E and F (single cilia)). Morphants show shorter and misdirected cilia and pronephric dilation. (G) Graph showing the
percentage of morphants exhibiting situs inversus compared with controls and uninjected embryos (Numbers indicate the number of fish examined).
(H) Visualisation of situs inversus in morphant in unc45b:GFP reporter line (arrows indicate atrium(a)/ventricle(v) inversion). (I-J) 5 um section of
uninjected (1) or bbip1-mo injected embryos stained with toluidine blue showing a disorganised retina. GCL, ganglion cell layer;

INL, internal nuclear layer; ONL, outer nuclear layer. Scale bars: 12 m (C-E), 6 m (F), 0.2 cm (I-)). Age of embryos: 48 hpf (A—F); 120 hpf (G-H); 72 hpf
(I-)). Standard deviation is indicated in B and G. Each experiment was done at least three times. Access the article online to view this figure in colour.
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BBIP1 is absent from the patient's fibroblasts

To assess the impact of p.Leu58% mutation on the expression of
the BBIP1 gene product, we probed patent’s fibroblasts protein
extracts with a previously characterised antibody against human
BBIP1.> While BBIP1 can be readily detected in extracts from
controls or BBS patients with unrelated mutations, it was not
detected in the patient’s extracts (figure 3A). Although the
¢.173T>G mutation may lead to nonsense-mediated mRNA
decay, it is likely that the BBIP1[Leu58*] is subject to rapid turn-
over because of low-folding efficiency or poor incorporation
into the BBSome. Importantly, since we have previously shown
that BBIP1 depletion dramatically affected BBSome assembly, it
is likely that BBSome assembly is compromised in the BBIP1
[Leu587] patient.

Reduced incorporation of BBIP1[Leu58*] into the BBSome
The impact of p.Leu58* mutation on BBIP1 incorporation into
the BBSome was assessed by testing the amounts of the BBS4
subunit that co-assembled with Myc-BBIP1 transiently expressed
into HEK cells. While wild-type BBIP1 efficiently captured
BBS4, little BBS4 was detected in a complex with BBIP1
[Leu58*]. Since BBSome assembly is compromised in cells
depleted of BBIP12 and since little BBIP1[LeuS8*] becomes
incorporated into the BBSome (figure 3B), we conclude that
BBSome assembly must be severely affected in the patient.

DISCUSSION
As other ciliopathies, BBS is extremely heterogeneous with 17
BBS genes reported to date. Identifying novel genes remains
crucial for a better understanding of the cilia-related pathogenic
mechanisms of BBS and to improve the molecular diagnosis and
genetic counselling. Identification of novel BBS genes represents
a significant challenge as the remaining unidentified genes reside
mostly in small-sized families. Herein, we describe a patient with
an indisputable diagnosis of BBS. Exome sequencing revealed a
nonsense mutation in BBIPI, a gene not yet known to be
involved in BBS patient but that we had previously identified as
the BBSome subunit playing a central role in BBSome assembly.*
NGS has accelerated discovery of new genes that are very
rarely mutated in cohorts of patents for a given disease with
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sometimes only one family initially identified.’? *® Thus, func-
tional analysis remains very important to ascertain the patho-
genicity of mutations in a novel gene. Here, we were greatly
aided by our prior functional characterisation of the BBSome
subunit BBIP1 and its importance in ciliogenesis and BBSome
assembly. In additon, the functional consequences of BBIP1
[Leu58*] mutation were assessed to validate its pathogenicity.
First, as expected for such a nonsense mutation, no protein was
detected by  western  blotting  analysis. Second,
co-immunoprecipitation assays performed between transfected
Myc-BBIP1 and endogenous BBS4 showed a dramatic decrease
in the amount of BBS4 captured by BBIP1[Leu58%*] compared
with BBIP1, thus pointing to a major effect of the mutation on
BBSome assembly. Third, the zebrafish morpholino discloses a
ciliopathy phenotype as described previously, and, moreover, we
show that rescue assays confirm the pathogenicity of the muta-
tion in this model. These three functional assays confirm that
this mutation has a major biological effect underlying the
phenotype observed in the patient.

Importantly, our data suggest that BBSome assembly may rep-
resent a converging pathomechanism of BBS as the vast majority
of BBS mutations so far tested result in aberrant BBSome assem-
bly.'? Alternatively, mutations in BBS17/LZTFL1 or BBS3/ARL6
appear to affect BBSome trafficking to cilia without impinging
on BBSome assembly.*

It is interesting to note that BBIP1 has been proposed to influ-
ence microtubule acetylation independently of the BBSome,”
which suggests that mutations in BBIP1 may lead to further
symptoms besides the typical findings in BBS. However, the
patient had no specific BBS features that could distinguish him
from patients mutated in other BBS genes except for the
absence of polydactyly, a feature from about 30% of the BBS
patient population.! Thus, it is likely that BBIP1 functions
exclusively within the BBSome.

Targeted high-throughput diagnosis is currently being set for
various conditions, including ciliopathies,” and we suggest that
BBIP1 be added to the screening panel as the 18th BBS gene.
This patient’s mutation adds to the BBS puzzle by pointing to
BBIP1 as a rarely mutated BBS gene but encoding for a protein
with an important ciliary function.

B
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Figure 3 The p.Leu58* mutation prevents BBIP1 assembly into the BBSome. (A) Immunodetection of BBIP1 in patient's dermal fibroblasts
together with a Ponceau S staining of the membrane for protein loading control. (B) Extracts of HEK293 cells transfected with Myc-BBIP1 (WT or
Leu58*) were subjected to immunoprecipitation with anti-Myc antibody. Extracts and elutes were immunoprobed for endogenous BBS4 and

exogenous Myc-BBIP1. Access the article online to view this figure in colour.
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1.4. Validation de /FT172 en tant que géne BBS (BBS20)

Parmi les 30 familles ayant bénéfici¢ d’un séquengage exomique, j’ai étudié une famille
consanguine BBS, adressée par le Pr Lacombe, d’origine mélanésienne avec deux enfants
atteints présentant tous les deux une rétinopathie pigmentaire, une obésité précoce et sévere et un
retard de développement. Le premier avait une syndactylie II-IIl au niveau des orteils et le
second une polydactylie postaxiale de la main droite et préaxiale au niveau des deux pieds. Le
second avait aussi un hypogonadisme avec un micropénis et une cryptorchidie bilatérale.

Cette famille avait bénéficié d’une approche par séquengage classique des mutations
récurrentes de BBSI et BBSI0 et du séquengage du gene BBSI2, d’une étude par cartographie
d’homozygotie dans le cadre de la consanguinité et d’un séquencage haut débit cibl¢ des genes
BBSI a BBSI16, des 12 génes NPHP, du géne ALMS! et du géne CCDC28B (cas index AKE98
dans la publication de Redin et al., 2012). L’ensemble de ces approches n’avait pas permis de

mettre en évidence de mutation.

L’exome réalisé chez les deux enfants atteints et une sceur saine a identifi¢ 58 307 a 58 733
variants pour chaque frére. En utilisant nos filtres, le nombre de variants était de 29 variants

homozygotes et 12 hétérozygotes composites dans 38 genes (Table 4).

Patients Iv.3 V.5 V4
Type de variation de séquence SNV Indel SNV Indel SNV Indel
Nombre total de variations 50595 7712 51036 7697 50919 7760

Aprés exclusion des variations non pathogeénes

validés par 2 méthodes dans dbSNP 9855 5009 10327 5018 9811 5062

Aprés exclusion des variations avec une fréquence
allélique >1% (bases de données dbSNP, Exome
Variant Server, 1000Genomes, EXAC Browser et
notre base interne)

7094 226 7581 2185 7126 2204

Apres sélection des variations compatibles avec un 29 variations homozygotes et 12 hétérozygotes
mode de transmission autosomique récessif composites dans 38 génes

Table 4 : Identification et sélection des variants identifiés en exome dans la famille étudiée.
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Parmi ces variants, nous nous sommes intéressés a un variant a 1’état homozygote dans
I’intron 40 du gene IFT172 (NM_015662.2 : c.448+3A>QG). Cette variation est absente des bases
de données dbSNP, 1000Genomes, EVS, ExXAC Browser et de notre base de données interne. Le
gene [FT172 était présent dans une grande région d’homozygotie identifiée par cartographie
d’homozygotie.

La mutation a été validée par séquencage classique et la ségrégation familiale était
compatible avec un mode de transmission autosomique récessif (mutation non retrouvée chez les
deux sceurs asymptomatiques et retrouvée a 1’état hétérozygote chez le frére sain et chez les deux

parents).

D’apres le programme Alamut®, cette variation affectait 1’épissage avec une abolition du
site donneur d’épissage. En analysant ’ARNm, nous avons montré que cette variation conduisait
a un épissage alternatif avec présence de 2 transcrits : un majoritaire (p.Tyr1439 Asnl477del)
sans exon 40 et un minoritaire incluant ’exon 40. Malheureusement, la quantification de la
protéines IFT172 n’a pas pu étre réalisée car nous ne disposions pas de biopsie de peau et que le
taux de protéine extrait des PaxGene n’était pas suffisante.

La délétion des 39 aa correspondant a ’exon 40, emporte les 18°™ et 19°™ domaines répétés
tétratricopeptides de IFT172 (Taschner ef al., 2012). Tsao et Gorowsky ont montré que les pertes
partielles de la région C terminale de IFT172 contenant au moins 1 domaine répété
tétratricopeptide affectait I’assemblage et/ou le mécanisme régulant la formation et la longueur

du cil (Tsao and Gorovsky, 2008).

Des mutations dans le géne /FT172 avaient été rapportées peu de temps avant chez des
patients présentant des ciliopathies squelettiques (dystrophie thoracique de Jeune et syndrome de
Mainzer-Saldino) (Halbritter et al, 2013), puis chez des patients avec RP isolée ou BBS
(Bujakowska et al., 2015). Bujakowska et al., rapportent tout comme nous une mutation dans un
site d’épissage (c.3112-5T>A) chez un patient avec RP isolée, qui conduit, tout comme la notre a
un épissage alternatif avec un transcrit majoritaire de taille attendue et un transcrit minoritaire
(20%) avec un nouveau site accepteur d’épissage insérant une glutamine. Les auteurs font

I’hypothese que le transcrit normal majoritaire explique le phénotype atténué.

Ce travail a donc permis de confirmer I’implication de /F7772 dans le BBS.
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Pour ce manuscrit, mon travail a consisté a sélectionner la famille mélanésienne pour
réalisation d’un exome sur des critéres cliniques. J’ai participé a I’interprétation des données de
I’exome et la relecture des données obtenues par cartographie d’homozygotie. J’ai réalisé le
séquencage du fragment contenant la mutation identifiée chez les individus atteints et sains de la
famille. J’ai également participé a I’étude de ’ARNm de /FT172 chez les patients atteints. Enfin,

j’ai rédigé le manuscrit.
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SHORT COMMUNICATION

Identification of a novel mutation confirms the
implication of IFT172 (BBS20) in Bardet-Biedl|

syndrome

Elise Schaefer'?, Corinne Stoetzel!, Sophie Scheidecker!, Véronique Geoffroy!, Megana K Prasadl,
Claire Redin?, Isabelle Missotte?, Didier Lacombe’, Jean-Louis Mandel>%7, Jean Muller!® and Hélene Dollfus?

Bardet-Bied| syndrome (BBS; MIM 209900) is a recessive heterogeneous ciliopathy characterized by retinitis pigmentosa (RP),
postaxial polydactyly, obesity, hypogonadism, cognitive impairment and kidney dysfunction. So far, 20 BBS genes have been
identified, with the last reported ones being found in one or very few families. Whole-exome sequencing was performed in a
consanguineous family in which two affected children presented typical BBS features (retinitis pigmentosa, postaxial polydactyly,
obesity, hypogonadism and cognitive impairment) without any mutation identified in known BBS genes at the time of the study.
We identified a homozygous splice-site mutation (NM_015662.2: ¢.4428+3A>G) in both affected siblings in the last reported
BBS gene, namely, Intraflagellar Transport 172 Homolog (IFT172). Familial mutation segregation was consistent with autosomal
recessive inheritance. IFT172 mutations were initially reported in Jeune and Mainzer-Saldino syndromes. Recently, mutations
have also been found in isolated RP and Bardet-BiedI-like ciliopathy. This is the second report of IFT172 mutations in BBS
patients validating /IFT172 as the twentieth BBS gene (BBS20). Moreover, another IFT gene, IFT27, was already associated with
BBS, confirming the implication of IFT genes in the pathogenesis of BBS.

Journal of Human Genetics (2016) 61, 447-450; doi:10.1038/jhg.2015.162; published online 14 January 2016

INTRODUCTION

Bardet—Bied! syndrome (BBS; MIM 209900) is an emblematic
ciliopathy characterized by the association of retinitis pigmentosa
(RP), postaxial polydactyly, obesity, hypogonadism, kidney dysfunc-
tion and cognitive impairment.'

Most of the BBS genes code for proteins of the BBSome, a complex
involved in trafficking to and from cilia, or implicated in its
assembly.? However, intraflagellar transport (IFT) has
recently implicated in the pathogenesis of BBS as mutations in two
IFT genes, IFT27 and IFT172, have been identified in two BBS
families 3

IFT is a bidirectional (anterograde and retrograde) transport process
essential for the assembly and the maintenance of the cilia. Most of
mutations in IFT genes, such as IFT172, have been initially reported in
skeletal ciliopathies, such as the Mainzer—Saldino syndrome (MIM
266920), the Sensenbrenner syndrome (MIM 218330) and the Jeune
asphyxiating thoracic dystrophy (MIM 208500).

Here, whole-exome sequencing led us to identify a novel homo-
zygous mutation in IFTI72 in a consanguineous family with a BBS

phenotype.

been

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The patients are the third and the fifth children of a related couple of
Melanesian origin (Figure 1).

Patient IV.3

The patient presented with early developmental delay as he walked after the age
of 2. He had no polydactyly but a syndactyly between the second and the third
toes. The diagnosis of RP was suspected at 43 months because of hemeralopia
and confirmed at 8 years on ophthalmologic examination. He presented early
as overweight and, at last medical examination, at 18 years, he weighed 116.5 kg
(>+38D) for 163 cm (-2SD). Moreover, he had learning difficulties that
implied the need for special education. Asthma was also diagnosed.

X-rays of the skeleton showed no anomaly of the thorax, no polydactyly or
brachydactyly. Auditory evoked potential and audiogram found no deafness.
Cerebral MRI and electroencephalogram were normal. Renal ultrasound
showed no renal or hepatic anomalies. Biological follow-up found normal
renal and hepatic functions and no diabetes.

Patient IV.5
At birth, postaxial polydactyly of the right hand and bilateral preaxial
polydactyly of the feet were noticed. As for his brother, he presented with
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Figure 1 Mutation segregation analysis. Electropherogram of a part of exon 40 of /FT172 encompassing the identified mutation (c.[4428+3A>G];[4428
+3A>G), p.[(Tyr1439_Asn1477del)};[(Tyr1439_Asn1477del)]) in the affected patients, their unaffected parents, brother and sisters. The familial segregation
showed that the mutated was found in the homozygous state in the affected patient, in the heterozygous state in the parents and was either in the
heterozygous state or absent in the unaffected sibs. A full color version of this figure is available at the Jounal of Human Genetics journal online.

delayed development and obesity. Hypogonadism with micropenis and bilateral
cryptorchidism was diagnosed at 2 years. The diagnosis of RP was established at
3 years. At last examination, at 13 years, the patient weighed 111 kg (>-+35D)
for 157 c¢cm (+0.55D), and presented with orthopedic and respiratory
complications.

X-rays of the skeleton confirmed the postaxial polydactyly of the hand and
the preaxial polydactyly of the feet with duplication of the metatarsus and
the phalanges without other abnormality. Brain imaging, abdominal
ultrasound, and biological renal, hepatic and pancreatic functions were
normal.

Whole-exome sequencing

Genomic DNA (2 pg) was sheared to obtain a mean fragment size of 150 bp
using the Covaris E210 (KBioscience, Herts, UK) followed by library
preparation using the Agilent SureSelect All Exon XT2 kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). Sequencing was performed on an Ilumina
HiSeq 2500 (Mlumina, San Diego, CA, USA) to generate 100-bp paired-end
reads following the manufacturer’s protocols.

Bioinformatic analysis

Exome data processing, variant calling and variant annotation were performed
using VaRank (Strasbourg, France)® as previously described.” We excluded
variants (i) present in dbSNP138 and annotated as non-pathogenic (using the
‘ClinicalSignificance’ field) validated by at least two methods (using the
‘Validation Status’ field) and (ii) variants with an allele frequency of more
than 1% in the dbSNP database, the Exome Variant Server (http:/fevs.gs.
washington.edw/EVS/), the 1000Genomes (http://www.1000genomes.org/), the
ExAC browser database or our internal exome database. Variant effect on the
nearest splice site was predicted using MaxEntScan (Cambridge, MA, USA),E
NNSplice (Berkeley, CA, USA)? and Splice Site Finder (Montpellier, France)
(based on Shapiro and Senapathy'®). We focused on compound heterozygous

and homozygous variants consistent with a recessive transmission.

Journal of Human Genetics

Sequencing

Bidirectional sequencing of the purified PCR products was performed by the
GATC Sequencing Facilities (Konstanz, Germany). Primers are summarized in
Supplementary Table 1.

RNA extraction, cDNA synthesis

Reverse transcription of 300 ng total RNA obtained from blood using the
PAXgene Blood RNA Kit (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon, Switzerland)
was performed using the BioRad iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules,
CA, USA). Primers used are summarized in Supplementary Table 1.

RESULTS

Whole-exome sequencing was performed for both affected brothers
(IV.3 and IV.5) and a healthy sister (IV.4). From 58 307 to 58 733
genetic (SNV-+Indel) identified per proband.

Bioinformatic analyses narrowed down the number of variants to 29

variants were
homozygous and 12 compound heterozygous in 38 genes
(Supplementary Table 2). We focused on a homozygous variation
(NM_015662.2: c.44284+3A>G) in intron 40 of IFTI72. Sanger
sequencing confirmed the mutation and familial segregation analysis
was consistent with disease transmission (Figure 1). This mutation is
absent from dbSNP, 1000Genomes, EVS, ExAC browser database and
our internal database. According to the prediction program Alamut
(Interactive Biosoftware, Rouen, France), the c.4428+43A > G variant
affects splicing with an abolition of the donor splice site
(Supplementary Figure 1). We analyzed IFT172 mRNA from
the affected patients and we showed that the mutation led to a
variable splicing with an in-frame deletion of 39 amino acids
(p-Tyr1439_Asn1477del), corresponding to exon 40, in the major
alternative splicing isoform of IFT172 (Figure 2). We were not able to
perform protein quantification, as we did not have sufficient quantities
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Figure 2 Effects of the IFT172 ¢.[4428+3A>GJ;[ 4428+3A >G] mutation on splicing. (a) Amplification of the cDNA fragment between exons 39 and 42 of
IFT172 showing one band for the control (normal allele) and two bands for the individuals IV.3 and IV.5 (normal allele with a weak signal and a pathologic
allele of 200bp). (b) Sequencing of amplified cDNA fragment between exons 39 and 42 of IFT172 in affected individuals showing skipping of exon 40
(117 bp). (c) Sequencing of amplified cDNA fragment between exons 40 and 42 of /FT172 in affected individuals showing normal splicing with integration
of exon 40. A full color version of this figure is available at the Journal of Human Genetics journal online.

of blood for protein extraction and skin biopsies of the patients were
not available.

DISCUSSION

We report the second IFT172 mutation identified in a BBS family
presenting with five major and two minor criteria (RP, obesity,
cognitive impairment, polydactyly, hypogonadism, conductive
deafness and asthma). Clinically, one patient has preaxial polydactyly
of the feet. In both BBS and skeletal ciliopathies (including patients
with IFT172 mutations), polydactyly is primarily postaxial.b>!!
Interestingly, the murine model of Iff172 has preaxial polydactyly.!>
Only one BBS patient has been reported with preaxial polydactyly, but
no molecular analysis was possible at the time of that diagnosis.!?

Ow mutation, located within the +3 position of the consensus
donor splice site, leads to variable skipping of exon 40. Similar
mutations have been previously shown to cause aberrant splicing.!*
The 39-amino-acid deletion encompasses part of the eighteenth and
nineteenth tetratricopeptide repeat domains of IFT172.'5 Tsao and
Gorovsky'® demonstrated that partial truncations of the C-terminal
region containing one or more tetratricopeptide repeat domains affect
the assembly efficiency and/or the mechanism that regulates ciliary
formation or length.

Bujakowska ef al.* also reported an IFT172 mutation located outside
the consensus splice site (c.3112-5T > A) in isolated RP. This mutation
led to an alternative splicing with a predominant population of
correctly spliced IFT172 mRNA transcripts and a minority (20%)
with a new splice acceptor site located three nucleotides upstream of
the original one, leading to the insertion of a glutamine. The authors
hypothesized that residual wild-type protein may explain the milder
isolated RP phenotype. Similarly, we hypothesize that the presence of
some remnant wild-type protein may explain the milder phenotype
seen in our patients compared to the severe skeletal ciliopathies
associated with IFT172 mutations. To date, there is no correlation
between the genotype and the different IFT172-associated phenotypes
(RP, BBS, JATD and MZSD).* Various mutations are reported and
widespread over the coding sequence. We can only notice that
non-sense mutations are not found in milder phenotypes (RP and
BBS) (Supplementary Table 3).

A direct relation between IFT172 and the BBSome has not been
demonstrated to date. As mutations in IFT172 were reported not only
in BBS but also in other ciliopathies, the roles and the interactions of
IFT172 could be diverse. More studies are necessary to understand the
exact functions of IFT172 and determine the functional link between

IFT172 and the BBSome as patients mutated in this gene presented
with a typical BBS phenotype.
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2 Corrélations génotype-phénotype

2.1. Chevauchement clinique et moléculaire entre le syndrome
de McKusick-Kaufman et le syndrome de Bardet-Biedl

Du fait du chevauchement clinique et moléculaire entre le MKKS et le BBS (cf. Introduction
chapitre 2.7.6), nous avons repris I’ensemble des cas de notre cohorte adressés dans le cadre
d’une suspicion de MKKS et pour qui nous avions identifi¢ des mutations.

Nous avions 7 cas (soit 2% de la cohorte) présentant 1’association d’un hydrométrocolpos et
d’une polydactylie ayant fait évoquer le diagnostic de MKKS. Un d’entre eux présentait
¢galement une malformation cardiaque, autre critere majeur du MKKS. Parmi eux, 2 étaient
décédés des complications de la malformation uro-génitale responsable d’une insuffisance rénale
ou respiratoire.

Parmi les 5 cas vivants, tous ont présenté par la suite des anomalies rénales et une
rétinopathie pigmentaire et trois d’entre eux une obésité, faisant poser secondairement le
diagnostic de BBS. A noter également la présence d’une maladie de Hirschprung chez 1’un
d’entre eux, signe également rapporté dans le BBS.

Pour les 2 cas décédés, il existait des antécédents familiaux de BBS (1 sceur chez 1’un et une
cousine chez I’autre), faisant fortement suspecter que ces deux enfants auraient développé par la

suite un BBS.

Le MKKS était initialement décrit comme exclusivement li¢ a des mutations dans le géne
MKKS/BBS6 (Stone et al., 2000), gene également impliqué dans le BBS. Dans notre cohorte,
nous avons retrouvé des mutations dans ce géne chez 1 seul patient, qui a développé par la suite
des signes cliniques en faveur d’'un BBS. Mais nous avons également identifi¢ des mutations
dans d’autres protéines chaperonnes : BBSI0 (3 cas) et BBSI2 (1 cas) ; mais également dans des

genes BBS dont les protéines font partie du BBSome : BBS2 (1 cas) et TTCS8/BBSS (1 cas).

Ces données confirment le chevauchement clinique et moléculaire entre MKKS et BBS.
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Pour ce manuscrit, mon travail a consisté a reprendre ’ensemble des données cliniques et
moléculaires de la cohorte du Laboratoire pour qui un diagnostic initial de MKKS avait été posé
et chez qui une mutation avait été identifiée. J’ai analysé I’ensemble de ces données ayant permis
de montrer I’absence de corrélation généotype-phénotype et conforter I’hypothése que MKKS

est une forme anténatale de BBS. Enfin, j’ai rédigé le manuscrit.
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Hydrometrocolpos and polydactyly diagnosed in the prenatal period or early childhood may raise diag-
nostic dilemmas especially in distinguishing McKusick—Kaufman syndrome (MKKS) and the Bardet—Biedl
syndrome (BBS). These two conditions can initially overlap. With time, the additional features of BBS
appearing in childhood, such as retinitis pigmentosa, obesity, learning disabilities and progressive renal
dysfunction allow clear differentiation between BBS and MKKS. Genotype overlap also exists, as mutations
in the MKKS-BBS6 gene are found in both syndromes. We report 7 patients diagnosed in the neonatal
period with hydrometrocolpos and polydactyly who carry mutations in various BBS genes (BBS6, BBS2,
BBS10, BBS8 and BBS12), stressing the importance of wide BBS genotyping in patients with this clinical
association for diagnosis, prognosis and genetic counselling.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Hydrometrocolpos is a rare malformation defined as the
accumulation of secretions in the vagina and the uterus secondary to
a congenital obstruction of the vagina (vaginal atresia or imperforate
hymen). This condition, which can be life-threatening, produces
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a cystic pelvic mass that can be diagnosed prenatally. Ureter-
ohydronephrosis secondary to urinary ftract compression is
a common complication. In less severe cases, hydrometrocolpos may
only be diagnosed latter in life.

Hydrometrocolpos may be isolated or combined with other
genital malformations, such as a urogenital sinus, or with extra
genital manifestations. Polydactyly is the most commonly associ-
ated feature occurring with hydrometrocolpos. This association has
been mainly reported in McKusick—Kaufman syndrome (MKKS)
and Bardet—Biedl syndrome (BBS). MKKS [OMIM 236700] was first
described by McKusickin 1964 in Amish sibships. It is characterized
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by genitourinary malformations especially hydrometrocolpos,
polydactyly and more rarely heart or gastrointestinal malforma-
tions [8]. Hypospadias and prominent scrotal raphe may be present
in males. BBS [OMIM 209900] associates: obesity, retinitis pig-
mentosa, cognitive impairment, renal and urogenital anomalies [1].
Hydrometrocolpos and vaginal atresia/transverse membrane of the
vagina are the most common female tract malformations reported
for BBS whereas anomalies of the Miillerian derivatives and lower
urinary tract malformations occur more rarely [10].

Both syndromes are autosomal recessive. Phenotypic overlap
between MKKS and BBS has been underlined previously as in fact
children presenting as MKKS in infancy may turn out, in most cases,
to be BBS, when obesity and retinal dystrophy develop [10] (Table 1).

In 2000, the MKKS gene, encoding for a chaperonin-like protein,
was identified in one Old Order Amish family and one Non-Amish
patient with the MKKS phenotype [14]. This gene was shown to
map to the BBS6 locus, one of the loci previously identified for BBS
families. The MKKS gene was soon after shown to be responsible for
both phenatypes and the vast majority of mutations reported to
date occur in BBS patients |7]. Since then, 13 other BBS genes have
been identified accounting for about 75% of the mutational load in
BBS families [for review see OMIM 209900].

As the association polydactyly—hydrometrocolpos may raise
diagnostic and prognosis dilemmas between MKKS and BBS
prenatally and during early infancy, we studied retrospectively
alarge clinically confirmed BBS cohort in order to identify cases for
which an initial diagnosis of MKKS was made. Herein, we show
that the prenatal or neonatal BBS presentation characterized by
“polydactyly and hydrometrocolpos” is not exclusively related to
mutations in the MKKS gene but also to other BBS genes (BBS2, TTC8
(also known as BBS8), BBS10 and BBS12) showing the relevance of
molecular testing in the diagnosis confirmation.

2. Materials and methods
2.1. Cases

The cases reported in the present work were collected through
the French BBS Study cohort, that includes more than 350 BBS
families. Seven cases from the cohort (2%) presented at birth with
hydrometrocolpos and polydactyly and were diagnosed initially as
MKKS (Table 2). All the patients were only affected at the time of
MKKS diagnosis, except for IV.3 as the patient has one younger
sister (with no hydrometrocolpos) as well as a younger brother

Table 1

Comparison of clinical diagnosis criteria between MKKS and BBS: showing overlap
of one major criteria (polydactyly), overlap of one major MKKS and one minor
criteria BBS criteria (internal genital female abnormality; hydrometrocolpos), and
overlap of two minor criteria for BBS and MKKS (Hirschsprung disease and imper-
forate anus). For BBS diagnosis 4 major features or 3 majors and two minors are
required. For MKKS diagnosis 3 major criteria are required.

Clinical criteria MKKS BBS
Polydactyly Major Major
Internal genitalia female Major Minor

hydrometrocolpos
Congenital heart disease Major Minor
Obesity Not reported Major
Retinitis pigmentosa Not reported Major
Renal anomalies Secondary Major

rarely primtive

Hirschrpung disease Minor (12%) Minor (<10%)
Imperforate anus Minor (8%) Minor (personal

communication)
Central nervous system Not reported Major

including learning disabilities

Table 2

Genotype and phenotype of BBS patients with hydrometrocolpos.

Other
pigmentosa malformations

Obesity Retinitis

Genital malformation Neonatal Polydactyly Kidney

First description
of the mutation

Segregation

Patient BBS gene

features

death

Father
na

Maother
na

HM, urogenital sinus
malformation

HM

Stone et al. [14]/
Muller et al. [9]

MKKS (BBS6) p.Tyr37Cys/p.1le297Thr

¢.110A > G[c.890T > C

V31

Stoetzel et al. [11]

na

p.Arg49Trp/N

BBS10 p Arg49Trp/p.Arg49Trp

c145C > T/c145C> T

VIL.26

HM with bleeding,

c.459G > AN Stoetzel et al. [12]
vaginal atresia,

cA459G = AN

TTC8 (BBS8) c459G > A/c459C > A

(splice-site mutation)

v.3

rectovaginal fistula

HM

Stoetzel et al. [11]

p.Cys91LeufsX5/N

p.Cys91LeufsX5/N

BBS10 p.Cys91LeufsX5/p.Cys91LeufsX5

€.271_272ins T[c271_272ins T

1.6

Hirschprung

HM

Stoetzel et al. [11]/

na

pAsn364ThefsX5/N

BES10 p.Cys91LeufsX5/p.Asn364ThrfsX5

¢.271_272ins T/c.1091delA

110

Muller et al. [9]

na

HM with bleeding,

Stoetzel et al. [13]
urogenital sinus

p.Arg355X/N

p-Arg355X/N

BBS12 p.Arg355X/p.Arg355X
c.1063C > T[c1063C > T

X4

Heart

na

na

HM, bilateral

BBS2 p.Ala136ArgfsX65/p.Cys210SerfsX20 p.Ala136ArgfsX65/N  p.Cys210SerfsX20/N Hichri et al. [5]

€.402delT/c.627_628delTT

1.8

malformation

hydronephrosis,

abdominal occlusion

HM: hydrometrocolpos na: non-available N: normal allele.

—_
—_
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(with hypospadias) both presenting with BBS and for case [.8 who
had a younger brother who presented with BBS and hypospadias.

2.2. Genotyping

Genotyping was performed following the strategy previously
described by our group [9]. The exonic sequences and intron—exon
joinings of 12 BBS genes (BBS1—BBS12) were sequenced in the
seven patients. The familial segregation was performed when the
parental DNA was available.

3. Results

Mutations were detected for all the seven cases in either MKKS,
BBS2, TIC8, BBS10 or BBS12 (Table 2). Mutation p.Tyr37Cys in MKKS
was reported by Stone et al. in 2000 for the first time [14]. Two
mutations are recurrent BBS10 mutations (p.Cys91LeufsX5 and
p.Argd9Trp) also reported by other groups [11]. The other muta-
tions have been reported to date only in the patients described
herein. Three of them are frame shift mutations: p.Asn364ThrfsX5
in BBS10 (9], p.Ala136ArgfsX65 and p.Cys210SerfsX20 in BBS2 [5].
One is a nonsense mutation: p.Arg355X in BBS12 [13]. The mutation
c459G > A is a splice-site mutation predicted to abolish the splice
site of exon 4 in TTC8[12]. The last mutation, p.1le297Thr in MKKS, is
a missense for which pathogeneicity was studied by bioinformatics
approach [9].

4. Discussion

MKKS and BBS overlap in the prenatal and neonatal period
because of their common presentation with polydactyly and
hydrometrocolpos. Beyond infancy, the clinical evolution helps in
distinguishing the two conditions [10]. Whereas MKKS patients
remain free of late onset complications, patients with BBS progres-
sively develop retinitis pigmentosa, obesity, renal dysfunction, and
may show cognitive impairment.

David et al., have reported the follow up of 9 patients diagnosed
initially with MKKS in early infancy that developed later BBS features
[3]. Although the mean age at diagnosis of BBS is 9 years [1,3], the
syndrome can be suspected as early as 2 or 3 years, as obesity often
appears at a very young age. An altered electroretinographic
examination (ERG) is often present before age 5. For these reasons,
follow-up for at least 5 years has been recommended for the patients
diagnosed initially as MKKS. The data herein confirms, for the first
time, on a molecular basis, that patients initially diagnosed as MKKS
are in fact BBS patients. Molecular testing for BBS genes may impact
prenatal and post natal care of families as molecular testing is now
easily available.

For example, when ultra-sound prenatal diagnosis shows hydro-
metrocolpos with polydactyly, molecular testing, such as resequenc-
ing chip arrays for mutation detection of BBS genes may be helpful in
confirming the diagnosis of BBS. Although this technology was not
used for the patients mentioned in this study, half of the mutations
found in the patients MKKS (p.Tyr37Cys), BBS10 (p.Arg49Trp and
p.Cys9lLeufsX5), BBS2 (p.Alal36ArgfsX65 and p.Cys210SerfsX20)
have been reported previously and would have been picked up by
a commercial resequencing chip (Asper Ophthalmics®) prompting
further sequencing to identify the second allele (not included on the
chip) and avoiding expensive, time consuming systematic sequencing
of all the genes.

Mutations associated with MKKS phenotype have been reported
so far only in the MKKS gene. In an Old Order Amish kindred, MKKS
is reported to be due to an homozygous state for 2 mutations in cis
(p.His84Tyr and p.Ala242Ser). This allele, with both alterations, was
found in approximately 2% of the Amish population, but is

extremely uncommon anywhere else. Compound heterozygote
mutations (p.Tyr37Cys/c.2111_2112delGG) have been associated
with MKKS in one Non-Amish patient [ 14]. To our knowledge these
are the only mutations reported for MKKS patients in the literature.
It would be very interesting to perform molecular analysis of other
reported MKKS cases for mutations in MKKS gene and if negative
for other BBS genes. Indeed, it remains unclear whether MKKS is an
extremely rare presentation of BBS (absence of retinal degenera-
tion, obesity and cognitive impairment) linked to rare specific allelic
variants of MKKS (possibly hypomorphic alleles) or a condition
implying one or more other genes (as modifiers or major genes).
Interestingly, the knock out mouse for MKKS failed to show genital
abnormalities and polydactyly but the other features of the BBS
phenotype were present (retinitis pigmentosa, obesity, failure of
spermatozoa flagella formation, elevated blood pressure, deficits in
olfaction and social dominance) favouring the hypothesis of hypo-
morphic mutations leading to MKKS phenotype [4]. As oligogenic
inheritance is well documented for BBS, the occurrence of specific
clinical presentation may depend on complementary genetic
factors modulating the phenotype [6]. The seven cases were fully
sequenced for mutations in all the BBS genes but no other muta-
tions have been detected to date in any other known BBS genes. It is
interesting to notice that Patient IL6 carries the recurrent BBS10
mutation (p.Cys91LeufsX5) in the homozygote state such as for 12
other families of our cohort and she is the only patient with
hydrometrocolpos out of 24 BBS10 female patients.

It is noteworthy that the BBS genes are now well recognized to
be involved in the centrosome/primary cilia that are linked to many
major biological pathways such Wnt or SHH for example [15].
This indicates a role of the centrosomal/primary cilia biology in the
differentiation of the urogenital duct and warrants further in vitro
and in vivo investigations. In conclusion, hydrometrocolpos with
polydactyly may be, in a Non-Amish population, a priority indicator
for the BBS diagnosis as opposed to MKKS that is in fine a much rarer
diagnosis. Therefore, patients and their family may benefit from BBS
molecular testing for prognosis, follow up and genetic counselling.

Note: While this work was under review, G. Billingsley et al. [2]
reported BBS patients with MKKS features (vaginal atresia, hydro-
metrocolpos, cryptorchidism and hypospadias) presenting with
mutations in chaperonin-like genes (MKKS, BBS10 and BBS12).
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2.2. Le géne SDCCAG8/BBS16 est associé a une absence de
polydactylie, une atteinte rénale sévére et précoce et une
atteinte respiratoire

Apres I’identification de SDCCAGS en tant que gene BBS, j’ai poursuivi 1’étude des patients
sur le versant clinique.

Dans la publication initiale de Otto et al., les patients mutés dans ce géne étaient décrits
comme présentant un SLS possiblement avec des signes du spectre BBS. De ce fait, nous avons
approfondi la description des signes cliniques de nos patients inclus dans cette étude pour
prouver qu’ils présentaient bien un BBS et que SDCCAGS était un gene BBS.

Nous avions 5 familles (soit 12 patients) présentant un phénotype BBS (3 de notre
laboratoire et 2 de la cohorte du Dr Nicholas Katsanis) décrits dans la publication de Otto et al.
qui comptaient en plus de ces 5 familles, 6 familles SLS.

Tous les patients BBS présentaient une rétinopathie pigmentaire et une insuffisance rénale
précoce et sévére (insuffisance rénale terminale entre 5 et 23 ans), comme dans le SLS, mais
¢galement des troubles des apprentissages pour une grande majorité d’entre eux (10/12), signe
majeur du BBS, et une atteinte ORL (infections, surdité) et respiratoire (asthme, infections, voire
insuffisance respiratoire ou dilatation des bronches pour les cas les plus séveres) pour les patients
de la cohorte francaise (données non connues pour les autres patients), signes mineurs du BBS.
De plus, 8 patients présentaient une obésité, 2 garcons un hypogonadisme et 1 un diabéte de type
2. Aucun d’entre eux n’avait de polydactylie, signe majeur de BBS, ni d’autres anomalies des
extrémités décrites dans le BBS telles que la brachydactylie ou la syndactylie (description
clinique détaillée en Annexe 1).

Au total ces patients présentent un syndrome de Bardet-Biedl respectant les critéres de

Beales avec 4 critéres majeurs et 2 critéres mineurs (Table 5).
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Familles [.2 I1.22 |11.30 AR37 F1063
Individus V.3 [IV.4 | IV.9[IV.13 | IV.16 [IL1|112 | IL1 |02 |05 |07 | - Total i‘:a;fs
Sexe M | M F F M M| F F M| M| F ND

Critéres majeurs de Beales
Rétinopathie pigmentaire + + + + + + |+ + + |+ |+ + 12/121100% | 93%
Polydactylie - - - - - - - - - - - - 0/12 | 0% | 69%
Obésité - + + + - + | + + + |+ | + + 10/12 | 83% | 72%
Anomalies rénales + + + + + + | + + + | + |+ + 12/12 {100% | 5%
Hypogonadisme (hommes) | ND | + [NA| NA | ND | + |[NA| NA |[ND| + [NA| ND 3/6 | 50% | 89%
Troubles des apprentissages | - + + + + + | + + - - |+ + 9/12 | 75% | 62%
Autres signes cliniques
Alteinte respiratoire ; + |+ |+ | + | + |+ |+]| + |ND|ND|ND| ND |812 | 67% | 25%
asthme, infections
Attem,te ORL : infections, + |+ |+ + + + | + + |ND|ND|ND| ND | 812 | 67% | 21%
surdité de transmission

M : masculin ; F : féminin ; ND : non déterminé ; NA : non approprié

Table 5: Description et fréquence des signes cliniques présentés par les patients BBS mutés dans
SDCCAGS

Nos patients présentant tous une insuffisance rénale précoce et sévere, une absence de
polydactylie, nous avons réalisé¢ des études statistiques pour savoir si cette association était
significative.

En raison du nombre modeste de patients mutés dans SDCCAGS8/BBSI6, nous avons
comparé la fréquence de I’atteinte rénale et celle de la polydactylie chez les patients SDCCAGS
vs une cohorte de patients BBS mutés dans d’autres génes (que nous nommerons patients non-
SDCCAGS). Nous avons également comparé la concordance de ces signes cliniques dans les
fratries entre les familles SDCCAGS et les familles non-SDCCAGS. Enfin, nous avons comparé
la fréquence de I’association de ces deux signes chez les patients SDCCAGS vs les patients

non-SDCCAGS.

* Fréquence de I’atteinte rénale ou de la polydactylie
Dans la cohorte francaise, tous les patients SDCCAGS8 ont une atteinte rénale précoce et
sévere (8/8) et une absence de polydactylie (8/8) alors que parmi 36 patients non-SDCCAGS de
la cohorte, seuls 18 présentent une insuffisance rénale sévere (18/36) et parmi eux 15 ont une

polydactylie (15/18).
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Dans la cohorte américaine, tous les patients SDCCAGS8 ont une insuffisance rénale (4/4),
alors que seuls 12 patients d’une cohorte de 92 patients non-SDCCAGS en ont une (12/92), ce
qui est statistiquement significatif (test de Fischer : p<0,0005).

Si I’on prend les deux cohortes, la différence de phénotype entre les patients SDCCAGS et
les patients non-SDCCAGS est significative tant pour I’insuffisance rénale (p<0,0089) que pour
I’absence de polydactylie (p<0,0042).

* Concordance clinique dans les fratries
Dans la cohorte américaine, la concordance de I’atteinte rénale dans les fratries est compléte
pour les familles SDCCAGS (3/3) mais retrouvée seulement chez 2 familles non-SDCCAGS

sur 97, ce qui constitue une différence significative (p<0,0011).

* Fréquence de I’association insuffisance rénale et polydactylie

Dans la cohorte francgaise, seuls 3 patients non-SDCCAGS sur 36 présentaient I’association
d’une insuffisance rénale avec une absence de polydactylie, alors que tous les patients
SDCCAGS présentent cette association (p<0,0001).

Dans la cohorte américaine, 4 patients non-SDCCAGS sur 92 présentaient cette association
(p<0,00002) et aucune fratrie non-SDCCAGS sur 37 (p<0,0001).

Dans la cohorte frangaise, 1’association de I’insuffisance rénale a I’absence de polydactylie
chez tous les patients SDCCAG8 comparée au reste de la cohorte BBS est aussi statistiquement

significative (p<0,000004).

A partir de cette constatation, nous avons repris I’ensemble des mutations décrites dans le
gene SDCCAGS pour rechercher une relation entre le type de mutation et le phénotype SLS ou
BBS. En dehors du fait que les patients BBS sont principalement mutés dans 1’exon 7
(4 mutations sur 7), on ne retrouve pas de corrélation génotype-phénotype évidente. Toutes les
mutations décrites sont des mutations délétéres (non sens, frame-shifts, splice) et privées
(identifi¢es dans une seule famille). Les mutations sont réparties sur 1’ensemble du géne pour les
patients SLS comme BBS et des mutations ont été identifiées dans le méme exon pour les deux

pathologies (exon 12).

Pour ce manuscrit, j’ai repris 1’ensemble des données cliniques des patients avec des

mutations dans SDCCAGS. J’ai démontré que ces patients présentaient bien des signes cliniques
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compatibles avec un diagnostic de BBS mais qu’ils présentaient également des signes mineurs de
BBS de fagon plus fréquente que dans le reste de la cohorte du Laboratoire. J’ai participé aux
études statistiques ayant permis de montrer une association significative entre les mutations de
SDCCAGS et la présence d’une insuffisance rénale précoce et sévere et ’absence de polydactylie
chez les patients. J’ai repris les données moléculaires des mutations identifiées dans SDCCAGS8
rapportées a ce jour dans la littérature chez des patients BBS et des patients SLS mais cette
analyse n’a pas permis de mettre en évidence de corrélation génotype-phénotype. Enfin, j’ai

rédigé le manuscrit.

117



Original Article

Molecular
Syndromology

Mol Syndromol 2010;1:273-281
DOI: 10.1159/000331268

Accepted: July 23, 2011
by A. Rauch
Published online: September 14, 2011

Mutations in SDCCAG8/NPHP10 Cause
Bardet-Biedl Syndrome and Are Associated with
Penetrant Renal Disease and Absent Polydactyly

E.Schaefer? A.Zaloszyc? J.Lauer® M.Durand?® F.Stutzmann? Y.Perdomo-TrujilloP

A.Toutaind L. Perrin®
M. Kribs
H. Dollfus®®

C.Redin® V.Bennouna Greene?
R.A.Lewis" D.Christmann’ J.Letsch®
M. Fischbach™ V. Marion® N. Katsanis?

M. Gérard®
C. Mutterk J, Muller<!

S. Caillardf X. Bei®
C. Stoetzel®

2Laboratoire de Génétique Médicale EA 3949, Equipe Avenir-Inserm, Faculté de Médecine de Strasbourg,
Université de Strasbourg, PCentre de Référence pour les Affections Rares en Génétique Ophtalmologique (CARGQ),
Hépitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, CInstitut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire,
Département de Neurobiologie et Génétique, Laboratoire de Bioinformatique et GEnomique Intégratives,
lllkirch-Graffenstaden, 4Service de Génétique, Hépitaux Universitaires de Tours, Tours, ¢ Département de
Génétique, Assistance Publique Hépitaux de Paris - CHU Robert Debré, Paris, et fService de Néphrologie,

Dialyse et Transplantation Rénale, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, France; 9Center for

Human Disease Modeling, Duke University Medical Center, Durham, N.C., and "Department of Ophthalmology,
Baylor College of Medicine, Houston, Tex., USA; iService de Radiologie 2, Hopitaux Universitaires de Strasbourg,
Strashourg, IService de Néphrologie et d'Hémodialyse, Centre Hospitalier Regional, Haguenau,

kCentre d'Investigation Clinique des Hépitaux Universitaires de Strasbourg, 'Laboratoire de Diagnostic Génétique,
Nouvel Hopital Civil, et ™Service de Pédiatrie 1, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, France

Key Words
Bardet-Biedl - Ciliopathy + Nephronophthisis - Polydactyly -
SDCCAGS

Abstract

The ciliopathies are an expanding group of disorders caused
by mutations in genes implicated in the biogenesis and
function of primary cilia. Bardet-Bied| syndrome (BBS) is a
model ciliopathy characterized by progressive retinal de-
generation, obesity, polydactyly, cognitive impairment, kid-
ney anomalies and hypogonadism. Mutations in SDCCAG8
(NPHP10) were described recently in patients with neph-
ronophthisis and retinal degeneration (Senior-Loken syn-
drome; SLS). Given the phenotypic and genetic overlap be-
tween known ciliopathy genes, we hypothesized that muta-
tions in SDCCAG8 might also contribute alleles to more

severe, multisystemic ciliopathies. We performed genetic
and phenotypic analyses of 2 independent BBS cohorts.
Subsequent to mutation screening, we made a detailed phe-
notypic analysis of 5 families mutated for SODCCAGS (3 homo-
zygous and 2 compound heterozygous mutations) and con-
ducted statistical analyses across both cohorts to examine
possible phenotype-genotype correlations with mutations
at this locus. All patients with mutations in SDCCAGS fulfilled
the diagnostic criteria for BBS (retinal degeneration, obesity,
cognitive defects, renal failure, hypogonadism). Interesting-
ly, none of the patients with primary SDCCAG8 mutations
had polydactyly, a frequent but not obligatory BBS feature.
In contrast, the same patients displayed early-onset renal
failure, obesity, as well as recurrent pulmonary and ENT in-
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fections. Comparison of the phenotypes of these families
with our entire BBS cohort indicated that renal impairment
and absent polydactyly correlated significantly with causal
SDCCAGS8 mutations. Thus, SDCCAGS8 mutations are sufficient
to cause BBS in 1-2% of our combined cohorts, and define
this gene as the sixteenth BBS locus (BBS16). The absence of
polydactyly and the concomitant, apparently fully penetrant
association with early kidney failure represents the first sig-
nificant genotype-phenotype correlation in BBS that poten-
tially represents an indicator for phenotype-driven priority
screening and informs specific patient management.
Copyright @ 2011 S. Karger AG, Basel

The ciliopathies represent a diverse group of clinically
distinct but phenotypically overlapping disorders caused
by mutations in genes involved in the biogenesis or main-
tenance of the primary cilium, a sensory organelle found
in most mammalian cells [Gerdes et al., 2009]. The phe-
notypic range of ciliopathies encompasses both single-or-
gan disorders as well as broad syndromic conditions, and
their range of onset likewise varies from prenatally to ear-
ly childhood. To date, mutations in >30 genes have been
reported to be involved in this spectrum of diseases [Bada-
no et al., 2006]. The ciliopathies are also characterized by
a high degree of genetic heterogeneity, with little evidence
of genotype-phenotype correlations. For example, muta-
tions in 11 genes have been shown to be genetically neces-
sary to cause nephronophthisis (NPHP, or, when present
in conjunction with retinal degeneration, Senior-Loken
syndrome, SLS), while 15 causal genes have been identi-
fied in Bardet-Biedl syndrome (BBS) [Gascue et al., 2011].
BBS is a model ciliopathy exhibiting characteristic pheno-
typic pleiotropy, illustrated by 5 major features: retinitis
pigmentosa (RP), obesity, polydactyly, urogenital abnor-
malities, and cognitive impairment [Beales et al., 1999].
BBS genes have been identified through various strategies
ranging from traditional positional cloning, in some in-
stances associated with comparative genomics [Katsanis
et al., 2000; Slavotinek et al., 2000; Mykytyn et al., 2001,
2002; Nishimura et al., 2001, 2005; Chiang et al., 2004,
2006; Li et al., 2004; Stoetzel et al., 2006, 2007], to homol-
ogy-based approaches [Ansley et al., 2003; Badano et al.,
2003; Fan et al., 2004], evaluation of functional candidates
[Kim etal., 2010] and overlap with other clinically distinct
ciliopathies [Leitch et al., 2008]. The latest reported reti-
norenal ciliopathy gene, SDCCAGS, was identified by im-
plementing an exon capture approach and homozygosity
mapping with subsequent dedicated sequencing in phe-
notypically diverse cohorts that included patients with
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Mutations in SDCCAGS8

US SLS cohort: BBS cohorts:
6 families mutated 5 families mutated
(Otto et al.)

French BBS cohort (HD):
3 families

US BBS cohort (NK):
2 families (AR37 and 1063)
(Otto et al.)

Families .2 and 11.22
(Otto et al.)

Family I11.30
(this study)

Fig. 1. Representation of families reported with mutations in
SDCCAGS (H.D.: Helene Dollfus; N.K.: Nicholas Katsanis).

NPHP, including the associated SLS phenotype, as well as
patients with phenotypes consistent with BBS [Otto et al,,
2010]. We describe herein the genetic and phenotypic
analysis of BBS patients from 2 large independent BBS co-
horts (fig. 1). Overall, we identified 5 families fulfilling the
diagnostic criteria for BBS and carrying causal mutations
in SDCCAGS. We provide evidence that mutations in this
locus are sufficient to cause this disorder, rendering
SDCCAGS8/NPHPIO the sixteenth BBS gene (BBSI6) and
expanding the notion that mutations in some ciliary genes
can drive the development of diverse clinical phenotypes
[Zaghloul and Katsanis, 2009]. Moreover, we show that in
each cohort, causal SDCCAG8 mutations lead to absent
polydactyly and fully penetrant renal disease, providing
the first significant genotype-phenotype correlation and
potentially offering predictive value for clinical genetic
testing for any of the known BBS loci.

Patients and Methods

Patients and Related Phenotype

The patients analyzed in this study came from 2 independent
BBS cohorts, 1 investigated in France (H.D.) and 1 in the United
States (N.K.). Inclusion criteria have been defined elsewhere
[Beales et al., 1999]. Informed consent was obtained from all par-
ticipants in the study, in accord with the tenets of the Declaration
of Helsinski.

The French BBS cohort includes more than 400 BBS families
collected since 2002. Twenty of them with no apparent mutation
in BBSI-BBSI4 were selected for a first screen by SNP array anal-
ysis because of consanguinity and/or because of the number
of affected individuals. After the identification of mutations in
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©.740+356C>T
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c.740+1delG
(Splice) p.D543AfsX23
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BBS M - — c.1444delA
i p.K227. p.R374.
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Del exon 5-7 ¢.1039_1040insG p.C6495fsX8

p E4TASISX19 ¢.1946_1949deIGTGT

c.1420delG

Fig. 2. Mutations reported in SDCCAGS to date. Mutations described in BBS patients are represented above the
gene and mutations identified in SLS patients below. ESE = Exonic splicing enhancer.

SDCCAGS in 3 families (1.2, 11.22 and I1.30), a second series of 40
patients, comprising mostly sporadic cases, was tested.

For the US BBS cohort, a series of 94 unrelated patients with
BBS was tested irrespective of the presence of mutations at other
loci.

Homozygosity Mapping (French Cohort)

Homozygosity mapping results for families 1.2 and I1.22 have
been described elsewhere [Otto et al., 2010]. Family I1.30, report-
ed here for the first time, was genotyped with the Affymetrix
GeneChip Human Mapping 250K Nsp Array (Affymetrix, Santa
Clara, Calif., USA). Sample processing and labeling were conduct-
ed according to the manufacturer’s instructions. Genotypes were
called with Genotyping Console (GTC v4.0, Affymetrix).

Sequencing

Genomic DNA was extracted from blood samples according to
the manufacturer’s protocol (Flexigene DNA kit, Qiagen). PCR
amplification was performed with 50 ng of genomic DNA tem-
plate. The primers were designed with Primer 3 (http://frodo.wi.
mit.edu/primer3); detailed protocols and primers are available on
request. Bidirectional sequencing of purified PCR products was
performed by the GATC Sequencing Facilities (http://www.gatc-
biotech.com/en/about-us/gatc.html) or in-house on an ABI3730
Sequencer (Applied Biosystems, Santa Clara, Calif., USA).

Results

Homozygosity Mapping (French Cohort)

Results for families 1.2 and I1.22 have been reported
previously [Otto et al., 2010]. In the consanguineous fam-
ily 11.30, we identified large homozygosity segments in-

Mutations in SDCCAG8/NPHPI10 Cause
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cluding 4 regions that contain known ciliopathy genes
(NPHP2/INVS, NPHP6/CEP290, MKSI, and BBS4). How-
ever, we found no mutations by direct sequencing of each
locus. SDCCAGS was located in one of the smaller homo-
zygosity regions (1.4 Mb) and, given its candidacy, we se-
quenced its coding regions. We identified a homozygous
nonsense mutation in exon 10 (p.R374X, ¢.1120C>T)
(fig. 2) that was absent from 192 ethnically-matched con-
trols and segregated with the disorder under an autoso-
mal recessive mode of inheritance.

Phenotype and Genotype

Family I1.30 represents the fifth BBS family with mu-
tations in SDCCAGS, in addition to the 6 reported SLS
families [Otto etal., 2010] (fig. 1). The genotypic and phe-
notypic data for each family are summarized in table 1.

The first family, 1.2, is a Gypsy consanguineous kin-
ship with 5 affected members found in 2 related sibships.
Affected sibs harbored a homozygous deep intronic mu-
tation (¢.740+356C>T) in intron 7 that was predicted to
lead to the loss of an exonic splicing enhancer site, a pre-
diction confirmed by ¢cDNA sequencing [Zhang et al.,
2005; Otto et al., 2010] (fig. 2). Although this family is
classified as classic BBS, they were recruited initially be-
cause of the acute manifestation of chronic renal failure
that was coupled to a variety of respiratory defects: pa-
tient 1.2.21 was dialyzed between the age of 22 and 25
years, at which point the patient underwent a renal trans-
plantation. Moreover, this patient developed subsequent-
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Table 1. Main clinical manifestations and mutations in SDCCAGS for the patients reported in this study

Family
1.2 .22 11.30 AR37 1063
Parental consanguinity yes yes yes no no
Ethnic origin Gypsy Europe Turkish North European India
Individual 1221 1222 1223 1224 1225 112221 IL22.22 AR37-02 AR37-05 AR37-07
Gender M F F M M M F F M M F ND
Age, years 37 22 14 8 31 19 15 [ 27 22 11 ND
Obesity (BMI) - +(38) +(34) - +(54) +(4) +(31)  +(22) +(1) +(30)  +(28)
Cone-rod dystrophy (age) +(29) +(13) +(10) +(6) +(31) +(13) +(9) +(5) + +(13) +(11)
Chronic renal failure (age) +(22) +(13) +(10) +(6) +(31) +(13) +(13) +(5) +(28) +(22) +(?) ND
Polydactyly - - - - - - - - - - - -
Hypogonadism/hypogenitalism ND ND ND ND + + + ND ND + ND ND
Developmental delay ND + + + + + + + - - + +
Conductive hearing loss/
recurrent otitis + + + + ND + + + ND ND ND ND
Respiratory infection + + + + + + + + ND ND ND ND
Respiratory failure + + ND ND ND ND ND ND ND ND
Asthma + + + + ND + + ND ND ND ND ND
Mutation c.7404356C>T/c.740+356C>T c.679A>T/c.679A>T c.1120C>T/ c.696T>G/c.740+1delG c.1444delA/
c.1120C>T c.1627_1630
delGATA
Location of mutation intron 7 exon 7 exon 10 exon 7 exon 12/14
Protein modification loss of ESE site (aberrant ins IVS7) p.K227X/p.K227X  p.R374X/ p-Y232X/splice p.T4825fsX11/
p.R374X p.D543A£X23
Familial segregation yes father htz/ father htz/ ND ND
mother ND mother htz

BMI = Body mass index; c = coding DNA; del = deletion; ESE = exonic splicing enhancer; fs = frameshift; htz = heterozygous; IVS = intervening sequence;

ND = not determined; p = protein.

ly respiratory infections, bronchiectasis, and obstructive
chronic respiratory failure, a combination of features
seen uncommonly in BBS.

BBS was diagnosed 2 years later as RP was established
both for him and his 13-year-old sister (I.2.22) (fig. 3A,
fundus). In addition to RP, she exhibited obesity (BMI: 38
kg/m?) (fig. 3A, whole body), mental retardation, and
moderate deafness due to recurrent otitis. Renal failure
was diagnosed and required dialysis and later transplan-
tation. Like her brother, she presented early with regular
respiratory infections and she developed bronchiectasis
of the medium lobus and chronic obstructive respiratory
failure. Although anosmia has been demonstrated in
some 50% of BBS patients [Kulaga et al., 2004], she was
normosmic, while a nasal biopsy showed ciliary normal
beating.

The third atfected sib (patient 1.2.23) was regularly ad-
mitted to hospital since birth because of respiratory in-
fections and delayed cognitive skills. The recurrent respi-

276 Mol Syndromol 2010;1:273-281

ratory and ENT infections led to a chronic obstructive
broncho-pneumopathy and to moderate conductive
hearingloss. A CT scan revealed bronchiectasis. Immune
deficiency, cystic fibrosis and allergy were excluded and
a nasal biopsy showed normal motile cilia. An abdominal
ultrasound showed hyperechogenic kidneys at 1 year of
life; at age 9, kidneys were consistently hyperechogenic,
with enlarged cortex and abnormal cortico-medullary
differentiation. Renal scintigraphy showed mildly im-
paired renal function. RP was subsequently diagnosed,
tulfilling the diagnostic criteria for BBS. One year later,
the patient suffered from terminal renal failure and the
ultrasound showed bilateral renal hypotrophy (55 x 23
mm) that required dialysis and renal transplantation 3
years later. Consistent with BBS, the patient became pro-
gressively obese (BMI: 34 kg/m?). She was evaluated on
the cognitive level by the Wechsler Intelligence Scale for
Children® (WISC®-IV) and showed moderate cognitive
impairment and mental retardation (data not shown).
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Fig. 3. A, B Photographs of patients 1.2.22 (A) and 1.2.25 (B) showing the obesity (photograph from head to toe),
normal extremities and retinitis pigmentosa (lower fundus photographs), respectively. C Photographs of pa-
tients 11.22.21 (C1) and 11.22.22 (C2) showing obesity with genu valgum orthopedic complications. D Photo-
graphs of patient 11.30 showing excess of weight and normal extremities.

Her brother (patient 1.2.24) was diagnosed with termi-
nal renal failure requiring dialysis at 6 years of age. An
ultrasound revealed small kidneys (60 x 24 mm) with a
complete undifferentiated parenchyma. Ophthalmic ex-
amination identified RP. Mental retardation was also di-
agnosed. Similar to the other affected members of this
family, the patient was also treated regularly for bron-
chial and pulmonary infections and recurrent otitis with
moderate conductive hearing loss.

Patient 1.2.25 was the eldest at the time of BBS diagno-
sis. In fact, with the exception of several pulmonary in-
fections and morbid obesity (BMI: 54 kg/m?) (fig. 3B,
whole body), the patient had no other complaint. At the
age of 31 years, he presented with acute respiratory dis-

Mutations in SDCCAGS/NPHPI10 Cause
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tress and edema of the lower limbs. Terminal renal failure
was diagnosed and required dialysis. The ultrasound
showed atrophic kidneys (100 mm of maximum height)
with a thin cortex and a bad cortico-medullary differen-
tiation. The diagnosis of RP was made at the same age,
although the patient, with mild cognitive impairment,
had not noticed that his visual fields were tubular (fig. 3B,
fundus).

The combination of our clinical examination secured
a diagnosis of BBS for this family. All affected sibs met
the criteria for BBS although they all lacked polydactyly,
one of the features of BBS that, in some populations, is
present in >60% of patients [Beales et al., 1999] (fig. 3A,
B, hands and feet; fig. 4).
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Fig. 4. Photographs showing different types of extremities found in Bardet-Biedl syndrome. A Normal extrem-
ities for an SDCCAGS mutated patient. B Typical brachydactyly found in BBS (here: BBSI10-mutated patient)
[Stoetzel et al., 2006]. C Typical polydactyly found in BBS (here: BBSI2-mutated patient) [Stoetzel et al., 2007].

The second family 11.22 is a French consanguineous
family. The affected sibs carried a homozygous nonsense
mutation (p.K227X, ¢.679A>T) in exon 7 of SDCCAGS8
[Otto et al., 2010] (fig. 2). Terminal renal failure was di-
agnosed for patient 11.22.21 at 13 years of age. The kidney
ultrasound was normal, except for several small cysts. Di-
alysis began immediately and he received a renal trans-
plantation. The clinical association of renal disease with
obesity (BMI: 28 kg/m?; +5 SD) (fig. 3C1) and cognitive
impairment led to a suspected diagnosis of BBS, despite
the lack of polydactyly. This patient also had asthma and
recurrent ENT infections with adenoidectomy and myr-
ingotomy at age 2. Follow-up showed a significant in-
crease of obesity, with a BMI of 40 kg/m? at adult age. His
9-year-old sister 11.22.22 had no polydactyly but obesity
with a BMI of 31 kg/m? (+10 SD) (fig. 3C2), cognitive im-
pairment and respiratory/ENT manifestations. For both
of them, an extensive medical investigation also revealed
RP, hypogenitalism (unilateral cryptorchism, small penis
and testicles for the boy and labia minora hypoplasia for
the girl), substantiating the BBS diagnosis. The ultra-
sound of patient 11.22.22 showed kidneys of normal size
but with bilateral cortico-medullary dedifferentiation.
Follow-up detected progressive renal deterioration re-
quiring dialysis, followed by subsequent transplantation.

The family 11.30 proband is a sporadic case of con-
sanguineous Turkish lineage, carrying a homozygous
nonsense mutation (p.R374X, c.1120C>T) in SDCCAGS8
(identified in this study; fig. 2). Since the age of 1 month,
she presented recurrent respiratory infections and bron-
chiolitis, leading to the diagnosis of infantile asthma. She
also presented recurrent ENT infections and benefited
from adenoidectomy and myringotomy. Moreover, she
developed early-onset obesity (from month 6) and

weighed 27.6 kg for a height of 111 cm at the age of 4 (BMI:
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22.4kg/m? +6 SD) (fig. 3D, whole body). At 5 years of age,
she was hospitalized for general deterioration related to
terminal renal failure. She was dialyzed and received a
renal transplant a few months later. The histological renal
evaluation suggested nephronophthisis. RP was diag-
nosed on the ERG, although the ocular fundus was unre-
markable. Although an initial diagnosis of SLS was con-
sistent with her findings (with obesity possibly being co-
incidental), she also had mild mental retardation and
speech delay, which, in spite of the absence of polydac-
tyly (fig. 3D, hand and feet), suggested BBS. She is, to date,
the youngest patient affected in our cohort.

The sequencing of 96 unrelated patients of the US
cohort led to the identification of 2 families with muta-
tions in SDCCAGS. Family AR37 is a non-consanguine-
ous family of North-European descent with 3 affected
sibs and 3 unaffected sibs. Affected sibs harbored 2
compound mutations in exon 7: a nonsense mutation
(p.Y232X, ¢.696T>G) and a splice site mutation (c.740+
1delG) [Otto et al., 2010] (fig. 2).

The 3 sibs were obese, with a BMI of 28 kg/m? (+5 SD)
for the youngest (AR37-07; 11 years old), 30 kg/m? for the
second (AR37-05; 22 years old) and 31 kg/m? for the el-
dest (AR37-02; 27 years old). All of them had RP, diag-
nosed at 13 and 11 years old for AR37-05 and AR37-07,
respectively (data on first diagnosis are not available for
AR37-02). Similar to the patients in the French cohort,
patients AR37-02 and -05 had terminal renal failure di-
agnosed at 28 and 22 years, respectively. The renal ultra-
sound of patient AR37-07 at 12 years showed early renal
disease; the kidney biopsy revealed tubular and glomeru-
lar disease with persistent fetal glomeruli, prompting rig-
orous kidney follow-up. Notably, again reminiscent of the
patients with SDCCAG8 mutations in the French cohort,
none of the 3 affected sibs had polydactyly. One patient
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had hypogenitalism (AR37-05) and one had cognitive
impairment (AR37-07).

Finally, 2 heterozygous deletions causing frameshifts
and inducing a premature stop codon were identified
in exon 12 (p.T4825fsX11, c.1444delA) and in exon 14
(p.D543AfsX23,¢.1627_1630delGATA) in a sporadic case
born from Indian non-consanguineous parents (F1063)
[Otto et al., 2010] (fig. 2). This boy presented terminal re-
nal failure in childhood, RP, and developmental delay,
but no polydactyly. No more clinical data are available as
the family is no longer accessible for follow-up studies.

First Evidence for Gene-Specific Phenotypes in

BBS Patients

Despite the documented clinical variability of BBS, we
were intrigued by the consistent presence of renal disease
with a concomitant absence of polydactyly in all BBS pa-
tients in which SDCCAGS8 mutations were sufficient to
explain the disorder. We therefore wondered whether this
pattern was significant in our cohorts. Because the num-
ber of SDCCAGS8-positive patients is modest, we com-
pared: (a) the frequency of the single occurrence of either
renal disease or polydactyly in SDCCAGS patients versus
our cohorts; (b) the recurrence of these phenotypes in sib
pairs with or without SDCCAG8 mutations, and (c) the
frequency of the combined occurrence of renal failure
along with absence of polydactyly in SDCCAGS patients
versus the cohorts.

In the French cohort, the 8 SDCCAGS-positive BBS
patients all shared the same phenotype: renal fail-
ure (8/8), but no polydactyly (8/8), whereas in the 36
SDCCAG8-negative BBS patients only 18/36 had renal
failure, and 15 of them (15/18) showed polydactyly. In the
US cohort, we found a low incidence of renal disease:
12/92 SDCCAG8-negative patients had renal disease ver-
sus 4/4 SDCCAGS8-positive, a significant ditference (Fish-
er’s exact test: p < 0.0005). These data reveal a significant
difference of phenotype between SDCCAGS-positive pa-
tients and the rest of the BBS cohorts, at both levels of
renal failure feature (p < 0.0089) or absence of polydac-
tyly (p <0.0042).

Consistent with the above data, in the US cohort the
intrafamilial recurrence of renal disease was absolute in
our 3 SDCCAGS-positive sib pairs, but true only in 2/37
negative sib pairs, an observation that was also signifi-
cant (p < 0.0011) and which strengthened the hypothesis
of renal disease recurrence being higher in SDCCAGS-
positive sib pairs than in negative ones.

Finally, when we asked for the co-occurrence of re-
nal disease and absence of polydactyly, we found an

Mutations in SDCCAG8/NPHPI0 Cause
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even more striking (and significant) difference. Once
again, in the French PHRC 2002 cohort we identified 3
out of the 36 SDCCAG8-negative patients without poly-
dactyly and with renal impairment, whereas 100% of
the SDCCAGS patients with renal failure had no poly-
dactyly (p < 0.0001). Identically, whereas all the US pa-
tients (and sib pairs) were fully concordant with these
phenotypes, we only found 4/92 SDCCAG8-negative
patients with renal disease and no polydactyly (p <
0.00002) and 0/37 sib pairs (p < 0.0001). The data for
both cohorts only show a significant absence of poly-
dactyly in renal affected SDCCAG8 patients as com-
pared to renal affected SDCCAG8-negative patients. In
the French cohort, the co-occurrence of renal failure
and absence of polydactyly in all SDCCAGS patients
versus the rest of the BBS cohorts was also found to be
significant (p < 0.000004).

Discussion

The ciliopathies represent useful models to study the
architecture of human genetic disease, especially with re-
gard to the mechanistic underpinnings of genetic hetero-
geneity and the molecular basis of phenotypic variability.
Some exceptions notwithstanding, allelism at single cili-
opathy loci is insufficient to explain phenotypic differ-
ences, an observation attributed in part to the concept of
the variable activity of trans-acting modifiers within the
biological system: the primary cilium [Khanna et al,
2009; Zaghloul and Katsanis, 2010; Davis et al., 2011]. For
example, loss-of-function mutations in the pan-ciliopa-
thy locus CEP290 can cause isolated nephronophthisis
(NPHP6 [Sayer et al, 2006]), SLS (SLSNé [Sayer et al.,
2006]), Leber congenital amaurosis (LCA10 [den Hol-
lander et al., 2006]), BBS (BBS14 [Leitch et al., 2008]), Jou-
bert syndrome (JBTS5 [Sayer et al., 2006]) and Meckel-
Gruber syndrome (MKS4 [Baala et al., 2007]), with no
evidence for single locus genotype-phenotype correla-
tions.

The data emerging from the novel ciliopathy gene
SDCCAGS suggest similar phenotypic overlap. While
Otto et al. [2010], focusing on a cohort of patients
with retinal-kidney phenotypes, identified mutations in
SDCCAGS primarily in patients with an SLS diagnosis,
we identified independently mutations in the same tran-
script in BBS patients. Given the pattern of variation de-
tected in CEP290, as well as in other ciliopathy loci, we
predict that SDCCAGS is an attractive functional/genetic
candidate for other related ciliopathies, most notably
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Meckel-Gruber syndrome and Joubert syndrome. How-
ever, in contrast to significantly divergent phenotypes
seen upon loss of function of other ciliopathy transcripts,
all null alleles in SDCCAGS are concomitant with early
renal failure and RP. In most cases in our present study,
renal failure was the first symptom of the disease, was
discovered at the terminal stage and typically predated
the diagnosis of BBS. Notably, although renal impair-
ment represents one of the primary features of BBS, its
penetrance ranges from 5 to 82% [Beales et al., 1999; Im-
hoff et al., 2011]. In the cohort described by Beales et al.
[1999], 6 patients (5%) presented chronic renal failure and
4 of them were children. Moreover, although all individ-
uals from a series of 20 BBS patients in Newfoundland
(mean age: 30 years) presented structural and/or func-
tional renal abnormalities, only 3 (15%) experienced ter-
minal renal failure [Harnett et al., 1988]. As such, it is
unusual that both the large US and French BBS cohorts
used in the present study show a statistically significant
and apparently fully penetrant end stage kidney disease
in SDCCAGS patients (100%) as opposed to a low inci-
dence of kidney failure in the SDCCAG8-negative BBS
patients (13 and 8%, respectively).

Inaddition to the renal phenotype, 10 of 12 SDCCAGS-
BBS patients (83%) presented early-onset obesity. Inter-
estingly, a recent meta-analysis of genome-wide associa-
tion studies for early-onset obesity identified 3 polymor-
phisms in introns 6,9 and 10 of SDCCAGS in strong pair-
wise linkage disequilibrium [Scherag et al., 2010]. This
association of SDCCAGS variants with pediatric obesity
prior to the discovery of its involvement in BBS mirrors
that of BBS2, BBS4 and BBS6 with the association of their
polymorphisms with childhood and late-onset obesity
reported after their BBS-causing mutations [Benzinou et
al., 2006]. Taken together, these findings suggest that (a)
BBS- and other ciliopathy-causing genes might be strong
candidates for sporadic, genetically complex obesity, and
(b) that the underlying obesity mechanism of BBS might
be relevant to a broader subset of complex obesity.

All patients in the French cohort also presented recur-
rent pulmonary and ENT infections in early childhood,
symptoms also found in Alstrém syndrome (ALMS).
However, the SDCCAGS8 phenotype can be readily distin-
guished from ALMS as dilated or restrictive cardiomy-
opathy, diabetes and sensorineural component were not
present in any of our patients, while, at the same time,
ALMS patients are not known to have cognitive impair-
ment [Alstrém et al., 1959].

The most striking differential clinical feature in

SDCCAGS-BBS patients was the absence of polydactyly,
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one of the secondary features of BBS. Polydactyly is pres-
ent in 58-74% of BBS patients [Bell, 1958; Green et al.,
1989] and brachydactyly is often associated [Rudling et
al, 1996]. In the French BBS cohort, polydactyly is sig-
nificantly more common, with 98/110 patients with mu-
tations in BBSI-BBSI2 having at least 1 extra digit, and at
least 4 more families manifesting brachydactyly. This
might represent a peculiarity of the genetic pool from
which our patients are enrolled, or, more likely, might
represent overly stringent criteria for securing a BBS di-
agnosis. [rrespective of the source of this difference, the
high occurrence of polydactyly in the French cohort ren-
ders the absence of this phenotype from all SDCCAGS-
BBS patients even more striking.

BBS, like most ciliopathies, is largely bereft of geno-
type-phenotype correlations. The only previously pro-
posed correlation is the association of BBS3 mutations
with polydactyly of the 4 limbs [Sheffield et al., 1994] or
of the lower limbs [Young et al., 1998]. However, this ob-
servation had not been supported by the description of
additional patients mutated in BBS3 presenting no poly-
dactyly [Ghadami et al., 2000]. Therefore, our data poten-
tially represent the first significant genotype-phenotype
correlation in BBS. We suggest that in absence of polydac-
tyly and brachydactyly in BBS patients SDCCAGS screen-
ing could be important after initial screening for recur-
rent BBS mutations [Muller et al., 2010], especially when
such patients also present acute renal disease and recur-
rent respiratory/ENT infections. Moreover, the biological
underpinning of these differences has the potential to ap-
prehend the mechanism of the development and mainte-
nance of several physiological systems.
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2.3. Le géne LZTFLI1/BBS17 est associé a une polydactylie
mésoaxiale et une atteinte rénale sévere et précoce

Les deux patientes jumelles chez qui nous avons identifi¢ des mutations a 1’état hétérozygote
composite dans le géne LZTFLI (cf. Résultats 1.2), présentaient 1’association d’une rétinopathie
pigmentaire a une polydactylie méso et postaxiale, une insuffisance rénale, des troubles des
apprentissages et une tendance au surpoids ayant fait poser le diagnostic de BBS (description
clinique détaillée en Annexe 2).

L’association d’une insuffisance rénale et d’une polydactylie mésoaxiale nous ayant permis
de faire le diagnostic moléculaire rapide, nous a permis d’évoquer une possible corrélation

génotype-phénotype.

La présence d’une polydactylie mésoaxiale nous a interpellé car le seul patient BBS rapporté
avec un tel signe clinique dans la littérature et avec un diagnostic moléculaire était le patient que
nous avions rapporté précédemment (Marion et al, 2012). La clinique de ce patient avait
d’ailleurs été rapportée en 2007 devant le caractere exceptionnel de la polydactylie (Figure 24)

(Deftert et al., 2007).

Figure 24 : Photographies et radiographies des mains du premier patient muté dans LZTFLI
avant son opération (Deffert et al., 2007).

Afin d’établir une possible corrélation entre la polydactylie mésoaxiale et des mutations
dans le géne LZTFLI1, nous avons repris I’ensemble des patients de notre cohorte pour lesquels
nous avions un diagnostic moléculaire établi (BBSI/ a BBSI16) et des données cliniques bien
détaillées et si possible des radiographies des mains disponibles. Dans cette cohorte de 110

patients, 89% des patients avaient une polydactylie (98/110).
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Nous avons revu les radiographies de 41 de ces patients (correspondant a 32 familles) et
aucun ne présentait de polydactylie mésoaxiale.
La corrélation entre la polydactylie mésoaxiale et le géne LZTFLI était statistiquement

significative (test de Fischer pour les échantillons de petite taille : p<0,01).

La méme analyse statistique que décrite précédemment pour SDCCAGS (Schaefer et al.,
2011) a été reprise pour établir une possible corrélation entre 1’insuffisance rénale et les
mutations du géne LZTFLI (méme cohorte et mémes tests statistiques).

Cette analyse a montré une association statistiquement significative pour I’insuffisance
rénale et encore plus significative pour 1’association insuffisance rénale et polydactylie

mésoaxiale.

Pour ce manuscrit, j’ai repris ’ensemble des données cliniques et radiologiques des patients
de notre cohorte avec un diagnostic moléculaire établi. J’ai participé aux études statistiques
montrant une corrélation entre des mutations dans /F7172 et la présence d’une polydactylie

méso-axiale et d’une insuffisance rénale chez les patients. J’ai également rédigé le manuscrit.
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LZTFLI (BBS17) mutations
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Ciliopathies are heterogeneous disorders sharing different clinical signs
due to a defect at the level of the primary cilia/centrosome complex.
Postaxial polydactyly is frequently reported in ciliopathies, especially in
Bardet—Biedl syndrome (BBS). Clinical features and genetic results
observed in a pair of dizygotic twins with BBS are reported. The
following manifestations were present: retinitis pigmentosa, bilateral
insertional polydactyly, cognitive impairment and renal dysfunction.
X-rays of the hands confirmed the presence of a 4th mesoaxial extra-digit
with Y-shaped metacarpal bones. The sequencing of LZTFL/I identified a
missense mutation (NM_020347.2: p.Leu87Pro; ¢.260T=C) and a
nonsense mutation (p.Glu260*; ¢.778G=>T), establishing a compound
heterozygous status for the twins. A major decrease of LZTFLI1 transcript
and protein was observed in the patient’s fibroblasts. This is the second
report of LZTFL] mutations in BBS patients confirming LZTFLI as a
BBS gene. Interestingly, the only two families reported in literature thus
far with LZTFL] mutations have in common mesoaxial polydactyly, a
very uncommon feature for BBS. This special subtype of polydactyly in
BBS patients is easily identified on clinical examination and prompts for
priority sequencing of LZTFL! (BBS17).
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Mesoaxial polydactyly linked to LZTFLI mutations
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Fig. 1. Segregation of LZTFLI mutations, LZTFL| expression, clinical and radiological description of the affected twins. (a) Pedigree of the
family: affected twins (I.2 and I1.3) harbored compound heterozygous mutations in LZTFLI : ¢.260T>C; p.Leu87Pro/c.778G=>T; p.Glu260*. The
father (I.1) is heterozygote for the missense allele and the mother (I.2) for the nonsense allele. (b) Real-time polymerase chain reaction (PCR)
measurements of LTZFLI expression in patient’s dermal and control fibroblasts (technical triplicates). (¢) Immunodetection of LTZFLI in protein
extracts from control and patient’s fibroblasts (quantity loaded: 20 pg) with the membrane stained with Ponceau staining serving as total protein
loading control identifying two bands: one at 35 kDa (arrow) and one at 30 kDa (arrow). (d) Photographs of the hands of Case 1/I1.2. (e) Photographs
of the hands of Case 2/I1.3. (f) X-ray of the hands of Case 1. Left hand: synostosis between the third and the fourth4 metacarpal bones (arrow);
distortion of the fourth metacarpal bone with a head merged with the third metacarpal neck; absence of metacarpal-phalangeal joint; hypotrophy
of the proximal phalanx. Right hand: hypoplasia and fusion between the third and the fourth metacarpal bones (arrow). (g) X-ray of the hands of
Case 2. Left hand: hypoplasia and fusion of the third and fourth metacarpal bones (arrow): abnormal hypoplasic fifth metacarpal bone with defect
of fusion between the body and the basis and development of a new joint between the proximal part of the body and the inter-metacarpal spacing
of fourth and fifth rays. Right hand: fourth metacarpal bone limited to a metacarpal basis developed on the medium and external part of the third
metacarpal bone and articulated with the proximal phalanx of the fourth ray (arrow) resulting in very short fourth finger. (h) X-ray of the feet
of Case 1: absence of malformations. (i) X-ray of the feet of Case 2. Left foot: fusion of third and fourth metatarsal bones at the basis and the
proximal diaphyses (arrow): hypoplasia of fourth metatarsal bone with compensatory hypertrophy of fifth metatarsal bone; fusion of fourth and fifth
proximal phalanges at the bases. Right foot: fusion of third and fourth metatarsal bones at the bases (arrow); hypertrophy of fifth metatarsal bone.
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diagnosed at 8 years of age. She was also reported
to have scholastic difficulties and slowness with an
educational level actually equivalent to primary school.
On clinical evaluation, her height was 137.5cm
(—3.75 SD) and her weight was 43.6kg (—2 SD)
with a BMI of 23.1kg/m?. The ophthalmic examina-
tion showed a very poor visual function with only light
perception and advanced retinal dystrophy on fundus
examination. Severe hyposmia (score of 21/40 at the
UPSIT®) was diagnosed but, unlike her sister, mobile
cilia of the nose were abundant with normal mor-
phology. On clinical examination, the fourth digit was
shorter than the fifth (Fig. le). The X-ray showed synos-
tosis of third and the fourth metacarpal bones (Fig. 1g).
On left foot, extreme hypoplasia of the fourth metatarsal
bone with compensative hypertrophy of the fifth
metatarsal bone as well as synostosis of the fourth and
the fifth proximal phalanges were recorded (Fig. 1i).

Molecular and functional analysis

Zygosity analysis

All the 15 STR loci analyzed to determine the zygosity
type were informative. The copy number of the repeat
sequence was identical for 5 loci and different for the
other 10, showing that the twins were dizygotic.

Mutation screening

LZTFLI gene (NM_020347.2) was screened a priori
because of the unusual polydactyly (mesoaxial) noted
in the twins akin to our previous BBS patient who had
mutations in this gene (2). Two mutations were iden-
tified: a missense mutation (p.Leu87Pro; ¢.260T=>C)
and a nonsense mutation (p.Glu260%; ¢.778G>T). Par-
ents were heterozygous for the changes (paternal mt/wt,
maternal mt/wt).The p.Leu87Pro occurred in a well
conserved site of LZTFL] and is predicted to be
damaging with a score of 1.000 by POLY-PHEN-2.
Both mutations are absent from the Exome Variant
Server, 1000 genomes and dbSNP databases. Moreover,
they were not found in 176 healthy controls analyzed
by exome sequencing. Real-time PCR amplifying the
cDNA sequence between the two mutations was per-
formed vs a healthy control. LZTFL1 expression in the
patients was halved (Fig. 1b). The LZTFL]1 protein was
detected at 30 kDa by Western blot in dermal fibroblasts
and not at 35kDa as expected (Fig.1c). We can make
the assumption that the allele carrying the stop muta-
tion leads to the production of a smaller size mRNA
translated into a smaller size protein detected at 30 kDa.
The second allele carrying the missense mutation prob-
ably leads to an abnormal splicing event with an aber-
rant mRNA with no protein translation as predicted by
Human Splicing Finder website (www.umd.be).

Genotype-to-phenotype correlation

BBS is a highly pleiotropic and genetically heteroge-
neous disorder with poor genotype-to-phenotype cor-
relations. The presence of mesoaxial polydactyly in

subjects with LZTFL! mutations (the family previously
reported (2) and the twins described herein) caught
our attention. During the last 10 years, our laboratory
has had access to well-documented clinical data of
110 patients known to carry mutation in the BBS/ to
BBS16 genes: 89% (98/110) of them had at least one
extra-digit. We therefore reviewed hands X-rays for the
presence/absence of mesoaxial polydactyly in 41 BBS
patients from 32 unrelated families of the 110 cases.
None of those had mesoaxial polydactyly. Despite the
limited number of BBS]7 -patients, the mesoaxial poly-
dactyly may be associated with LZTFL] -related ciliopa-
thy as it was observed in only BBS/7 -families (2/2) and
none of other families with mutations in other BBS
genes (n =32; Fisher’s Exact Test for small size sam-
ples: p < 0.01). Although this might just have occurred
by chance, we do think it is a valuable hint to con-
sider. The identification of additional BBS/7-patients
will definitively shed light on that hypothesis.

Discussion

Polydactyly is a frequent and well-recognized skele-
tal feature in ciliopathies (Table 1). In BBS, the
polydactyly is a hallmark diagnostic feature (60%
of patients (1)), mostly described as postaxial with
normal metacarpal structure. To our knowledge,
no BBS patients with mesoaxial polydactyly have
been reported before our first family mutated in
LZTFLI (2). Interestingly, two patients presenting
with McKusick—Kaufman syndrome (a neonatal
ciliopathy with mutation in BBS genes) with mesoaxial
polydactyly have been reported in the literature but
no molecular analysis was possible at the time (8). In
our cohort, 89% of BBS patients presented at least
one extra-digit, reported to be postaxial. Mesoxaxial
polydactyly was only found in the two BBS families
mutated in LZTFLI-BBESI7: the family previously
reported (2) and the twins described herein.

Mesoaxial polydactyly is a diagnostic feature for
another ciliopathy namely Pallister—Hall syndrome
with mutations in GLI3. Mutations in GLI3 can
be found both in isolated polydactylies, postaxial
(types Al/B) or preaxial (type IV), and syndromic
polydactylies (Pallister—Hall syndrome but also Greig
syndrome) (6). GLI3 encodes a protein which belongs
to the C2H2-type zinc finger proteins subclass of the
Gli family, characterized as DNA-binding transcription
factors. GLI-3 has a dual function as an activator and
a repressor of the sonic hedgehog (SHH) pathway and
the activator/repressor ratio gradient specifies limb digit
number and identity (16).

Interactions with many other proteins are involved
in Gli3 trafficking at the level of the primary cilia.
For example, KIF7 localizes to the base of the cilium
and forms a complex with Gli proteins. Mutations
were recently identified in KIF7 in two ciliopathies:
hydrolethalus syndrome and acrocallosal syndrome
both characterized by postaxial polydactyly of the hands
and preaxial polydactyly of the feet (7). In the same
way, OFD1 is associated with a progressive loss of SHH

131



Mesoaxial polydactyly linked to LZTFLI mutations

‘pauodsy ssljiLLe) uelpu) Auo ‘() {peuodal seyiuue) oMy ‘() ipeuodal Aure) suo ‘(g) LAIUSISISUDD 4+ luoLuLuoD ‘44 lauel '+

(g1 |eesod + a2rne AreydsoussoidojoH
(wH [exelsod () 289080 910400 ygedA]
(er [exelsod ) LNOHS by adA]
esojuelLbid siiuney
(ch [elxelsod (&) ¥91d430 G} sdAy sisydouoiydap
aswoipuls
(L) [elxElsod (e) ARl Jsuusigussusg g edi) Bise|dsAp [EULBpOOS0ILEID)
[EIxXEls0d (e) UMoLBUn X edA]
Afioepobio pue |exesld (&) UAOUSUN ¥ edA]
59} [epEsid #b unoLAun X sdi]
Afioepulsiiod eixelsodield (e) UAMOUSUN) 1A edi
18]
oL |exeaid pue spuBy [EIXB0SaLLS0d ++ (140 W pauodeal UoiPeInW SUS) UMoUNUN | edAp
[enelsod (2) umouun MoedA]
[erxelsodsid ++ ENIDL alopuis psmalen-yopw | 2di]
[EIXBlS0d (@ umoLun Il sdAL
Af1oepuisiod [erxelsod/eld +++ urouMun swolpuis JYo 1| edA|
(%09 ++
) 198} [eixeaid pue spuey [elxelsod/ald (%g—1) + 1a40 | 2dA]
soLuoIpuis [euBip-leloe-oiD)
(®) [elxelsod (2686) +++ SMMN SLLOJPUAS UBLINEY| —OISMy Ol
L HIZT '89V000S ‘984020 062430 "LSMN ‘21593 "ZENIHL
(1) [EIXE}S0d (2609) ++ ‘00589 °1GH1d ‘8011 /5989 ‘SMMW ‘G599 ‘¥SET '9HY ‘25849 ‘LS89 aloIpuig |psig—lepieg
(2) 1e8} [BIXESId pUE SPUBY [BIXBISOd +++ 24IM 'S-LSTH suwolpuds sneyisjolpiH
(2 e8] [eixeald pue spuey [BIXe1sod +++ 2D BUICIPUAS [BSO0|[RO0ION
1o8} |exesald pue
Q) spuey [eixelsod paxiul 10 [exeald +++ erne awoipuhs Biai)
[eneosay +++
@) [elxElsod +F ens alloipuss [eH—i2is)|ed
2aeg '1asg
) Ajesel [exesid ‘Usyo jsowl [eixelsod  (%£8) ++ "ENLOL *SdHAN Y2000 “TLdMDdH ‘062430 ‘LINFNL ‘9LZNFNL *LSHN suwoIpuAs [Bo8|y
LEZWINL “EZHAINZ "ENLOL ‘TH4HOGO
‘BELWINL “L¥d3D "ZESNTNL INLOL /4 ‘L0l 'SHHOXD "'v2dgo0
() Ajeied [eixesid U)o JsOW [BIXEISOd (8) + ‘GELTHY TLdHOdH "LZINTNL "062d3D “LdHAN HHY ‘9 LENTFINL *FSddNI swolpuAs pegnop
&) [EIxXEISOd + 6LHTM 'GLEDLL " LHEONAD 0814 suioipuds sunep
&) [erxelsod ++ Zon3 siahspp
€ [elxXelsod +++ 2o/d ‘o3 ond
€ (e) Seqam A sdAL
+ UMD LB Jsbue—Jsewssg p adi|
*F LHZONAT 0811 youmneN-euusA 1| sdA|
+++ IMAN ' THEONAG msmale|y || edA
++ AU UBUoOp-oulpes 1| adi]
|enelsod seLuolpuis Afjoephod-qu Loys
880U8s.8|8H AfioepAlod jo sdA]  AAioepAod jo saUsD) swolpufg

Aousnbely perewnsy

se|yredolo welayp Ul sefioepAiod 1o seiouenbed) pue sedAl (| elgel

132



Schaefer et al.

signaling and an impaired processing of Gli3 leading
to loss of digit identity (17). Mutations in OFD] are
mainly described in oral-facial-digital (OFD) syndrome
type I for which preaxial polydactyly is reported (9).
One mutation was also found in a patient presenting
with OFD VI and preaxial polydactyly (10). Finally,
tectonic member family 3 (TCTN3) forms a complex
at the ciliary transition zone with TCTN1 and TCTN?2,
both of which are also implicated in the transduction
of SHH signaling. Mutations were identified in TCTN?3
in OFD IV syndrome but also in Meckel syndrome
and Joubert syndrome for which polydactyly is mostly
postaxial, rarely preaxial (18).

Interestingly, LZTFIL.] was recently identified as an
important negative regulator of the BBSome ciliary
trafficking and SHH pathway signaling (19). Our
previous work confirmed these data showing a massive
activation of the SHH signaling in the absence of
LZTFL1 (2). The human phenotype we report suggests
that LZTFL1 depletion impacts the development of the
limbs and patterning of the digits through regulation of
SHH pathway.

A mouse model would be of interest to pinpoint
the action of LZTFLI1 in vive on limb patterning. The
relationship between LZTFL! and the developmental
sequence implicated as well as the identification of
LZTFL1 partners will be of major interest for the
molecular understanding of the syndromes that include
mesoaxial polydactyly.

In conclusion, herein we report a second BBS family
with mutations in LZTFL! (BBS17) associated with
mesoaxial polydactyly. This finding has to be confirmed
on other cohorts worldwide, but seems to indicate
a possible genotype—phenotype correlation. Thus, the
presence of mesoaxial polydactyly in BBS patients,
diagnosed on a clinical or X-ray basis, seems us to be
an interesting feature to guide the molecular screening
and to sequence directly LZTFL] .
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2.4. Le géne IFT172/BBS20 est associ¢ a des ciliopathies de
seéveérité variable

Nos patients mutés dans le gene [FT172 présentent un phénotype BBS typique
(polydactylie, obésité, retard des acquisitions, hypogonadisme, surdité de transmission) mais de
facon intéressante, un des deux patients présente une polydactylie préaxiale, signe clinique
rapporté une seule fois a ce jour dans la littérature comme associé¢ au BBS et chez un patient sans
diagnostic moléculaire (Manouvrier ef al., 1999). Cependant, le nombre de patients est trop petit

pour pouvoir affirmer une réelle corrélation génotype-phénotype.

Le géne [FT172 ayant ét¢ impliqué dans différentes ciliopathies squelettiques (dystrophie
thoracique de Jeune, syndrome de Mainzer-Saldino) (Halbritter ez al., 2013) et non-squelettiques
(BBS, RP isolée) (Bujakowska et al., 2015), nous avons recensé 1’ensemble des mutations
rapportées a ce jour en y associant le diagnostic clinique posé afin de mettre en évidence de
possibles corrélations génotype-phénotype.

L’ensemble de ces données est synthétisé dans la table 6.

Nous n’avons identifié aucune corrélation génotype-phénotype significative. Les mutations
sont de tous types et dispersées le long de la séquence codante. Nous avons juste observé que les

mutations non-sens €taient impliquées dans les phénotypes moins séveres (RP, BBS).
Pour ce travail, j’ai repris ’ensemble des données cliniques et moléculaires des patients avec

une mutation dans /F'T172 rapportés dans la littérature, réalisé le tableau de synthése (table 6) et

cherché de potentielles corrélations génotype-phénotype.
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Allele 1 Allele 2 Diagnostic | Origine ethnique | Référence
clinique
c.3907C>T c.4630C>T ATD Singapour et Halbritter et
p.Argl303* p.Argl544Cys Malaisie al, 2013
c.2158delC c.5179T>C ATD Iles britanniques Halbritter et
p.Arg720Valfs*28 p.Cysl727Arg al, 2013
c.432delA c.4161G>A ATD, Hongrie Halbritter et
p.Lys144Asnfs*15 p.Argl387Serfs*7 | JIBTS al, 2013
c.886C>T c.886C>T MZSDS Pakistan Halbritter et
p-Arg296Trp p-Arg296Trp al, 2013
c.1232T>A4 c.1232T>4 ATD Turquie Halbritter et
p-Ale411A4sn p-Ale411A4sn al, 2013
c.1232T>A4 c.1232T>4 ATD Turquie Halbritter et
p-Ale411A4sn p-Ale411A4sn al, 2013
¢.1390 1395delGATATT | ¢.5179T>C MZSDS France Halbritter et
p.Asp464_lle465del p.Cysl7274rg al, 2013
c.1671 1672dupAG c.5179T>C ATD Belgique Halbritter et
p.Val558Glufs*12 p-Cysl727Arg al, 2013
c.4630C>T c.4630C>T ATD, Philippines Halbritter et
p.Argl544Cys p.-Argl544Cys MZSDS, al, 2013
JBTS
c.2716C>T c.4607T>C ATD Amérique du Sud Halbritter et
p.GIn906* p-Leul536Pro al, 2013
c.3228+1G>A c.4607T>C MZSDS Allemagne Halbritter et
p-Leul536Pro al, 2013
c.4925 1928delGAGA | c.5179T>C MZSDS Amérique du Nord | Halbritter et
p.Argl642Lysfs*32 p-Cysl727Arg al, 2013
c.5179T>C ¢.337-2A>C MZSDS Iles britanniques Lucas-Herald
p.Cysl7274rg etal, 2015
c.1525-1G>A c.4701C>4 BBS Amérique du Nord | Bujakowska
p-His1567GIn etal, 2015
c.4815C>T c.4815C>T RP France Bujakowska
p.Aspl605Glu p.Aspl605Glu etal, 2015
c.770T>C ¢.3112-5T>A RP Pays-Bas Bujakowska
p.Leu257Pro etal, 2015
c.4428+3A>G c.4428+3A>G BBS Malaisie Schaefer et
al., 2016

MZSDS : Syndrome de Mainzer-Saldino ; ATD : Dystrophie Thoracique de Jeune ; JBTS:
Syndrome de Joubert; BBS: Syndrome de Bardet-Biedl; RP: Rétinopathie Pigmentaire

XXX : mutation non-sens; XXX : mutation faux-sens; XXX : mutation d’épissage

Table 6: Synthése des mutations rapportées dans le gene /F7172 et de leur diagnostic clinique

associé.

135




2.5. Atteinte rétinienne dans le syndrome de Bardet-Biedl

Enfin, j’ai participé au travail d’une co-doctorante qui s’est intéressée au phénotype rétinien
des patients BBS ayant un diagnostic moléculaire. Habituellement, les patients BBS présentent
une RP de type rod-cone c’est-a-dire touchant préférentiellement et en premier lieu les batonnets
(Spaggiari et al., 1999).

Grace a un travail clinique portant sur I’ensemble des patients BBS ayant été examinés au
Centre de référence des affections rares en ophtalmo-génétique (CARGO) ou par des collegues
compétents dans le domaine dans d’autres villes, 7 patients BBS avec une atteinte rétinienne
atypique prédominant au niveau des cones, ont été identifiés : 1 avec une dystrophie des cones
(premier cas rapporté dans la littérature) et 6 avec une dystrophie de type cone-rod. Cet aspect
atypique avait été suspecté cliniquement par Beales et al., en 1999 et retrouvé chez des patients
avec un diagnostic moléculaire par Azari ef al. en 2006.

Contrairement aux 10 patients rapportés précédemment avec des mutations uniquement dans
BBSI (Azari et al., 2006), nos patients avaient des mutations dans divers génes BBS (1 patient
BBS1, 1 patient BBS5, 1 patient BBS6, 3 patients BBS10 (dont 1 fratrie) et 1 patient BBS12), ne
permettant pas d’établir de corrélation génotype-phénotype pour cet aspect clinique spécifique.

De fagon intéressante, le patient muté dans BBSI/ est porteur de la mutation récurrente
M390R associée a une mutation intronique profonde (c.951+58C>T ; p.G318V{fs*61) dans
I’intron 10 créant un site donneur d’épissage cryptique et conduisant a I’inclusion d’une partie de

I’intron 10 avec apparition d’un codon stop prématuré (figure supplémentaire de 1’article).

Pour ce travail, j’ai réalisé le séquengage du géne BBSI chez un des patients de 1’étude pour

¢établir son diagnostic moléculaire.
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e PURPOSE: To describe a series of patients with Bardet-
Biedl syndrome (BBS) and predominantly retinal cone
dysfunction, a previously only rarely reported association.
e DESIGN: Retrospective observational case series.

e« METHODS: Seven patients with clinically proven
Bardet-Biedl syndrome had undergone detailed ocular
phenotyping, which included fundus examination, Gold-
mann visual fields, fundus autofluorescence imaging
(FAF), optical coherence tomography (OCT), and elec-
troretinography (ERG). Mutational screening in the
BBS genes was performed either by direct Sanger
sequencing or targeted next-generation sequencing.

e RESULTS: All 7 patients had proven BBS mutations; 1
had a cone dystrophy phenotype on ERG and 6 had a
cone-rod pattern of dysfunction. Macular atrophy was
present in all patients, usually with central hypofluores-
cence surrounded by a continuous hyperfluorescent ring
on fundus autofluorescence imaging, OCT confirmed
loss of outer retinal structure within the atrophic areas.
No clear genotype-phenotype relationship was evident.

e CONCLUSIONS: Patients with Bardet-Biedl syndrome
usually develop early-onset retinitis pigmentosa. In
contrast, the patients described herein, with molecularly
confirmed Bardet-Biedl syndrome, developed early cone
dysfunction, including the first reported case of a cone
dystrophy phenotype associated with the disorder. The
findings significantly expand the phenotype associated
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with Bardet-Biedl syndrome. (Am ] Ophthalmol
2015;160(2):364-372. © 2015 by Elsevier Inc. All

rights reserved.)

ARDET-BIEDL SYNDROME IS AN EMBLEMATIC CILIOP-
B athy associated with severe and early-onset retinal
dystrophy, postaxial polydactyly, early obesity, renal
dysfunction, hypogonadism, and learning difficulties.” It is
genetically heterogeneous, with 20 BBS genes identified
(BBSI to BBS20) to date,”” all of which encode proteins
involved in the development and the maintenance of the
primary cilium.

The retinal dystrophy associated with Bardet-Biedl syn-
drome is usually severe but expression can be variable. Elec-
troretinography (ERG) is an important diagnostic
investigation and can be abnormal prior to the develop-
ment of fundus abnormalities. A rod-cone dystrophy is usu-
ally present, with initial symptoms of night blindness and
constricted peripheral fields with later central retinal
involvement.’ Cone-rod dystrophy has also been reported
but is very uncommon.

The present report describes 7 patients with molecularly
confirmed Bardet-Biedl syndrome who have predominantly
cone dysfunction, contrasting with previous series and
expanding the phenotype that can be associated with the
disorder.
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METHODS

THIS IS A RETROSPECTIVE, OBSERVATIONAL CASE SERIES.

Seven patients with Bardet-Biedl syndrome from 6 un-
related families were identified as having cone or cone-
rod dystrophy on ERG. Patients in Cases 1 and 2 were
examined in the Center for Rare Genetic Ophthalmo-
logic Diseases (CARGQ) in the Strasbourg University
Hospital (Strasbourg, France); in Cases 3 and 4 at Moor-
fields Eye Hospital (London, UK); and in Cases 5-7 in
the University Hospital of Lille (Lille, France). Ethical
approval was obtained from the local ethics committee
of Strasbourg University Hospital and Lille Hospital
and The Research Management Committee of Moor-
fields Eye Hospital.

All patients had a standard ophthalmic examination,
including best-corrected visual acuity, slit-lamp examina-
tion, dilated fundus examination, and ERG. Visual fields
were assessed with a Goldmann perimeter in Cases 1, 2,
and 5-7. Full-field ERG was recorded according to the
guidelines of the Intemational Society for Clinical Elec-
trophysiology of Vision (ISCEV) in all centers.® Full-
field ERG was performed in Cases 1, 3, and 4 with the
Espion system (Diagnosys LLC, Lowell, MA, USA),
and in Cases 2 and 5-7 with a Metrovision system
(Pérenchies, France). The diagnosis of cone dystrophy
was based on progressive decline of visual acuity, severe
central retinal dysfunction, and reduced and delayed
cone responses on full-field ERG with normal rod-
mediated responses at the rime of diagnosis. Cone-rod
dystrophy has both abnormal cone and rod responses
on full-ield ERG, with cone function being more
severely affected. Spectral-domain optical coherence to-
mography (OCT) and fundus autofluorescence imaging
(FAF) were performed for Cases 1-4 with a spectral-
domain OCT device (Spectralis OCT; Heidelberg Engi-
neering, Germany) and for Cases 5-7 with Cirrus
HD-OCT (Carl Zeiss Meditec, Oberkochen, Germany).
FAF in Cases 5-7 was performed by means of a confocal
scanning laser ophthalmoscope (Heidelberg Retina
Angiograph; Heidelberg Engineering, Dossenheim, Ger-
many).

The study protocol adhered to the tenets of the Declara-
tion of Helsinki and received approval from the local ethics
committee. Written informed consent was obtained from
each subject prior to genetic investigation.

e GENETIC ANALYSIS: DNA of the patients was extracted
from peripheral blood lymphocytes. The analysis was
performed in either the research setting of the Medical Ge-
netics Laboratory (Institut de Génétique Médicale
d’Alsace, University of Strasbourg, INSERM U1112) or
the Genetic Diagnostic Laboratory of the Strasbourg Uni-
versity Hospital. The mutational screening of the BBS
genes was different between the patients depending on
the strategy used at the time of the analysis, as the duration

VoL. 160, No. 2

of the study was more than 8 years. The patient in Case 1
initially underwent homozygosity mapping (GeneChip
Human Mapping 250K Nsp Array) (Platform IGBMC)
(HomoSNP in house software) identifying a putative locus
in which a mutation was detected by Sanger sequencing.
Targeted Sanger sequencing of the more frequently
involved BBS genes (BBS1, BBS10, and BBS12) allowed
the molecular diagnosis for Cases 2 and 4. Cases 3, 5, and
6 were diagnosed by using targeted exome sequencing of
the BBS genes.” The screening of BBS1-BBS12 and of other
ciliopathy genes (AHI1, NPHP2-NPHP8, MKS1, MKS3,
TTC21B, ALMSI) was undertaken for Case 7 by a program
performed by the Centre National de Séquencage (Evry,
France) in 2009-2010.

RESULTS

THE OPHTHALMOLOGIC AND EXTRAOCULAR FEATURES OF
the 7 patients are detailed in Table 1 and the ERG findings
in Table 2. Fundus photographs and FAF and OCT images
appear in Figures 1 and 2, with ERG imaging appearing in
Figure 3.

The patient in Case 1 was born from related Syrian par-
ents (second degree of consanguinity) and has a similarly
affected older brother. The patient presented with
reduced visual acuity at the age of 6 years. He later devel-
oped photophobia and macular atrophy was confirmed at
age 10 years. Fundus examination at age 37 years showed
central macular atrophy. OCT showed reduced macular
thickness and absence of the foveal ellipsoid photore-
ceptor line. Central abnormal hypoautofluorescence
surrounded by a ring of hyperautofluorescence was present
in both eyes, whereas the periphery disclosed normal
autofluorescence. Goldmann visual fields showed good
preservation of peripheral isopters, but there was a failure
to detect the Ile stimulus centrally in each eye. The ERG
showed abnormal cone responses with mildly abnormal
rod function. The patient had scars from surgical removal
of hexadactyly, obesity (body mass index 38.6 kg/m?),
learning difficulties, hypogonadism, dyslipidemia, hepatic
steatosis, and diabetes. He also suffered from depression
and sleep apnea. SNP (single nucleotide polymorphism)
analysis showed homozygosity in the BBS5 region and
Sanger sequencing revealed a homozygous p.M1L muta-
tion in BBSS.

The patient in Case 2 was born to unrelated parents.
He presented at age 45 years with reduced visual acuity.
There was bilateral macular atrophy on fundus exami-
nation. FAF showed an area of central hypoautofluores-
cence corresponding to the atrophy, surrounded by a
ring of hyperautofluorescence. Goldman visual fields
showed good preservation of peripheral isopters. The
ERG showed severe cone dysfunction with no detect-
able responses on flicker stimulation and mildly
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TABLE 1. Key Clinical Features and Molecular Results of Bardet-Biedl Syndrome Patients With Predominantly Cone Dysfunction

Case 1 Case 2 Case 3 Case 4 Case 5 Case 6 Casa 7
Sex Male Male Female Male Male Male Male
Age at last 37 years 45 years 25 years 27 years 54 years 36 years 36 years
examination
Family history C (2nd degree) Simplex Simplex Simplex S (Case 6) S (Case 5) Simplex
Extraocular features
Hexadactyly + + + + + + +
Obesity + + + - + + +
Leaming difficulties + + - + - - -
Hypogonadism + - - - + + -
Renal failure - + - - - -
Others Psychiatric disorders, Imperforate anus Polydipsia, diabetes, Hydronephrosis,
diabetes, deafness, amenorrhea interatrial
hyposmia communication
Features of onset (age) Decreased VA (6 y) Decreased VA Decreased VA (8 y) Decreased VA (18y)  Decreased VA Red-green Decreased VA (10 y)
Photophobia Photophobia Red-green Red-green dyschromatopsia
Diagnosis of retinal Dyschromatopsia dyschromatopsia dyschromatopsia
dystrophy (10 y)
VA (Snellen)
Right eye 6/120 6/9.5 6/9 6/18 20/125 20/100 20/200
Left eye 6/120 6/38 6/9 612 20/250 20/100 20/200
Ocular phenotype Cone-rod dystrophy ~ Cone-rod dystrophy ~ Cone-rod dystrophy ~ Cone-rod dystrophy ~ Cone-rod dystrophy ~ Cone-rod dystrophy ~ Cone dystrophy
Molecular diagnosis ~ BBSS p.[MIL][M1L]  BBS72 BBS10 BBS1 p.[M380R(;) BBS10 p.[R49W(;) BBS10 p.[R49W(;) BBSE p.M1I];[Y37C]
p.[P159L];[I346T] p.[R95S|; V7 07fs"] G318Vis*61] Q139P] Q139P]

C = consanguinity; S = affected sibling; VA =visual acuity.
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TABLE 2. Summary of Most Recent Electroretinogram
Findings in Bardet-Biedl Patients With Predominantly Cone

Dysfunction
Dark-Adapted Light-Adapted
Case Responses Responses Phenotype
1 Mildly reduced Severely reduced Severe CORD
and delayed
2 Mildly reduced Severely reduced Severe CORD
and delayed
3 Moderately Very severely reduced Severe CORD
reduced and delayed
4 Mildly reduced  Mildly reduced Mild CORD
5 Moderately Undetectable Severe CORD
reduced
6 Moderately Severely reduced Severe CORD
reduced and delayed
7 Normal Moderately reduced Moderately
and delayed severe COD

COD = cone dystrophy; CORD = cone-rod dystrophy.

Grade of amplitude reduction for age: Mid, 70%-100%;
Moderate, 40%-70%; Severe, 10%-40%; Very severe, <10%;
Undetectable.

abnormal rod function. He had a history of imperforate
anus, present from birth; hexadactyly; obesity; renal
failure; and learning difficulties. Bardet-Biedl syndrome
was confirmed by Sanger sequencing of BBSI2,
revealing a compound heterozygote status with the
p.P159L and p.1346T mutations.

The patient in Case 3 first developed central visual
disturbance at age 8, with photophobia and progressive
alteration of color vision. Fundus examination at 21 years
of age showed macular atrophy. Central FAF showed an
area of hypoautofluorescence surrounded by a ring of hyper-
autofluorescence with disruption of the foveal ellipsoid line
on OCT corresponding to the area of reduced autofluores-
cence. ERG (at age 18 years) showed severely abnormal
cone function with milder rod system involvement. There
was hexadactyly, obesity (body mass index 48.8 kg/m?),
amenorrhea, polydipsia, and diabetes. Targeted exome
sequencing of the BBS genes revealed 2 mutations in
BBS10, p.R95S and p.V707{s*.

The patient in Case 4 was noted at birth to have an
extra digit on each hand and foot. At the age of 18
years, he noticed difficulty with distance vision. By 20
years of age visual acuity was 6/12 in each eye. He
had poor color vision (he could only see 3 of the Ishi-
hara color vision plates). Fundus examination showed
mild macular atrophy. FAF demonstrated central hypo-
autofluorescence with a ring of increased autofluores-
cence in each eye, with OCT again demonstrating a
disrupted foveal ellipsoid line corresponding to the
reduced autofluorescence. Electrophysiological assess-
ment at age 21 years showed bilateral abnormalities of
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the pattern ERG, indicating bilateral central macular
dysfunction but a normal full-hield ERG. A repeat
ERG at age 25 years showed an abnormal full-field
ERG with cone ERGs showing marked deterioration
and the development of mild rod-system abnormalities.
There was no subjective deterioration in vision. Bardet-
Biedl syndrome was confirmed by Sanger sequencing of
BBSI, which revealed the recurrent mutation p.M390R
and a deep intronic mutation ¢.951458C>T in intron
10 creating a cryptic splice donor site, leading to the
inclusion of a part of intron 10 and to a premature
stop codon (p.G318Vfs*61)
available at AJO.com).

The patients in Cases 5 and 6 were brothers, both of
whom had had surgery for postaxial polydactyly. In Case
5, the patient (the older brother) had obesity and oligo-
spermia; his brother, in Case 6, had only oligospermia.
The brother in Case 5 was initially examined at the age
of 31 years when he presented with reduced vision, photo-
phobia, and color vision disturbance. He had a small cen-

(Supplemental Figure,

tral scotoma but peripheral isopter V was normal. The
ERG showed abnormal cone responses with normal
scotopic responses. After 25 years of evolution, he had
developed macular changes on fundus examination. FAF
imaging revealed a central hypoautofluorescence with a
ring of increased autofluorescence. OCT showed a disrup-
ted foveal ellipsoid line corresponding to the reduced
autofluorescence. A repeat ERG showed undetectable
cone system responses with moderately reduced rod sys-
tem responses.

The brother in Case 6 was noted to have reduced visual
acuity at the age of 12. He had slight photophobia. Fundus
examination showed normal maculae, vessels, and periph-
ery. FAF and OCT revealed changes that were similar to
(although less extensive than) his brother. ERG performed
at the age of 16 showed absent photopic responses with
normal scotopic responses. Fundus examination was
normal. At 36 years, the ERG showed severe cone dysfunc-
tion with abnormal rod responses. The visual field showed a
10 degree central scotoma. Targeted exome sequencing
revealed 2 mutations in BBS10, p.R49W and p.Q139P, in
each brother.

The patient in Case 7 had a history of polydactyly,
obesity, hydronephrosis, and interatrial communication.
He presented with decreased visual acuity at age 7
years. The examination of the fundus was normal apart
from an absence of the foveal reflex. Color vision
testing was abnormal and Goldmann visual fields
showed a central scotoma with normal peripheral
isopters (III and V). When last examined (at age 36
years), he showed cone dystrophy with a mildly
decreased visual acuity and photophobia. FAF demon-
strated central macular abnormalities with increased
foveal autofluorescence surrounded by hypoautofluores-
cence, with a further ring of increased autofluorescence
surrounding this. OCT demonstrated a disrupted foveal
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ellipsoid line corresponding to the reduced autofluores-
cence. ERG showed abnormal cone function with no
significant rod system involvement. Sequencing of

BBS6 revealed 2 mutations, p.M1I and p.Y37C.

DISCUSSION

BARDET-BIEDL SYNDROME IS ASSOCIATED WITH A RETINAL
photoreceptor dystrophy, which is usually a rod-cone
dystrophy (eg, retinitis pigmentosa [RP]). Moreover, it
can be the only manifestation found in patients having
retinal-specific mutations in the BBS3 and BBS8 genes or
the recurrent p.M390R mutation in BBS1."" The
present series of 7 molecularly confirmed Bardet-Biedl syn-
drome patients all have cone-rod or cone dystrophy and
thus the series expands the existing phenotypic descrip-
tions. One novel mutation is described.

Visual acuity loss was the initial complaint and was more
severe at presentation compared to that seen in most pa-
tients with Bardet-Biedl syndrome, where the more typical
RP has initial preservation of central visual acuity. Retinal
imaging in all patients confirmed macular involvement.
The patients show a perifoveal ring of increased FAF sur-
rounding a central area of hypoautofluorescence, atypical
for RP, in which more commonly a ring of increased FAF
surrounds a preserved central zone.

Full-field ERG showed predominant cone dysfunction in
all patients. Case 7 involved a cone dystrophy phenotype
with severe cone dysfunction but rod responses in the
normal range. The remaining 6 cases involved abnormal
rod responses accompanying marked cone dysfunction, a
cone-rod dystrophy phenotype. Two brothers, in Cases 5
and 6, initially presented a cone dystrophy phenotype but
subsequently developed rod involvement.

The diagnosis of Bardet-Biedl syndrome and of other
ciliopathies may be difficult owing to the genetic and
phenotypic heterogeneity and the overlap existing be-
tween the different ciliopathies. The main differential
diagnosis is Alstrém syndrome, another ciliopathy, char-
acterized by infantile-onset retinal dystrophy associated
with obesity, childhood-onset diabetes, and deafness.!!
The retinal dystrophy in Alstrom syndrome is an early-
onset cone-rod dystrophy accompanied by nystagmus
and photophobia in the first months and abnormal
cone ERGs before the age of 6 months. The rods are
initially preserved, with progressive degeneration. Legal
blindness usually develops during the second decade.'?
Phenotypic variability in age of onset and in the disease

progression has been described,” but the retinal dystro-
phy is typically of earlier onset, with severe infantile
cone system involvement and more rapid and more se-
vere progression than the retinal dystrophy usually asso-
ciated with Bardet-Biedl syndrome.'”'* The present
series of patients also had early cone dysfunction, but
disease progression was slower than that in Alstrdm
syndrome. Other than the atypical ERG data, all 7
patients had clinical features in keeping with Bardet-
Biedl syndrome, including polydactyly, frequently pre-
sent in Bardet-Biedl syndrome but not a feature of
Alstrdm syndrome. The unusual predominantly cone
dysfunction retinal phenotype in the present series of
Bardet-Biedl patients adds further complexity to the dif-
ferential diagnosis.

The molecular biology shows mutations in different BBS
genes, involved in the 2 BBS protein complexes, the
BBSome and the chaperonin complex. Interestingly, 5 of
the 7 patients have mutations in genes encoding the chap-
eronin complex. However, no phenotype/genotype correla-
tion can be established owing to the limited number of
patients. One novel mutation is reported; the others have
previously been described. The novel mutation is the
deep intronic mutation ¢.951458C>T in BBSI and illus-
trates the importance of seeking intronic variants when
biallelic mutations are not found on analysis of the coding
sequence.'’

Bardet-Biedl syndrome is a well-known example of
oligogenic inheritance, as some patients carry 3 mutations
in 2 distinct BBS loci, which potentially interact and thus
modify the phenotype.m It can be hypothesized that pa-
tients with this atypical retinal phenotype could have a
common modifying variant or variants that result in this
unusual phenotype. A third mutation in other known
BBS genes has not been detected in the 3 patients (Cases
3, 5, and 6) who benefited from a targeted exome
sequencing on known BBS genes (BBS 1-16). The involve-
ment of such modifying factors and their role(s) is difficult
to identify and warrants further molecular studies in larger
numbers of Bardet-Bied| patients.

To conclude, Bardet-Biedl syndrome is associated with
marked phenotypic and genotypic variability, which com-
plicates diagnosis and genetic counseling. The present se-
ries of patients with cone or cone-rod dystrophy
significantly expands the phenotype spectrum. Recogni-
tion of these unusual phenotypes and an understanding of
the underlying pathophysiological mechanisms are crucial
to the diagnosis and management of these patients and the
development of future therapies.

FIGURE 1. Fundus photographs and autofluorescence (FAF) showing macular involvement in Bardet-Biedl syndrome patients. (Left

two columns) Fundus photographs (respectively, right eye, left eye) show macular atrophy. (Right two columns) FAF (respectively,
right eye, left eye) contains variably sized regions of reduced autofluorescence at the central macula surrounded by a ring of increased
autofluorescence for all cases and, for Cases 5, 6, and 7, an additional central foveal hyperautofluorescent spot.
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FIGURE 2. Optical coherence tomography (right eve, left eye) showing disruption or loss of the foveal ellipsoid line in Bardet-Biedl
syndrome patients.
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FIGURE 3. International Society for Clinical Electrophysiology of Vision (ISCEV) Standard full-field and pattern electroretino-
grams (PERG) showing predominant cone dysfunction in Bardet-Biedl patients (from 1 eye each of patients in Cases 3 and 4). There
is no significant interocular asymmetry in either patient. Case 3 shows undetectable PERG and full-field cone electroretinograms
(ERGs) (light-adapted [LA 3.0 and LA 30 Hz]) with subnormal dark-adapted (DA 0.01 rod specific) and bright flash dark-
adapted (DA 10.0) ERGs, which were stable over a 4-year follow-up period. Case 4 demonstrates severely abnormal PERG with
normal ERG in 2008. There was deterioration in both cone and rod function when tested in 2012. Data from a representative normal
control subject are shown for comparison.
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REPORTING VISUAL ACUITIES

The AJO encourages authors to report the visual acuity in the manuscript using the same nomenclature that was used in
gathering the data provided they were recorded in one of the methods listed here. This table of equivalent visual acuities is
provided to the readers as an aid to interpret visual acuity findings in familiar units.

Table of Equivalent Visual Acuity Measurements

Snellen Visual Acuities
4 Meters 6 Meters 20 Feet Decimal Fraction LogMAR
4/40 6/60 20/200 0.10 +1.0
4/32 6/48 20/160 0.125 +0.9
4/25 6/38 20/125 0.16 +0.8
4/20 6/30 20/100 0.20 +0.7
4116 6/24 20/80 0.25 +0.6
41126 6/20 20/63 0.32 +0.5
410 6/15 20/50 0.40 +0.4
4/8 6/12 20/40 0.50 +0.3
4/6.3 6/10 20/32 0.63 +0.2
4/5 6/7.5 20/25 0.80 +0.1
4/4 6/6 20/20 1.00 0.0
4/3.2 6/5 20/16 1.25 —01
4/2.5 6/3.75 20/12.5 1.60 —-0.2
4/2 6/3 20/10 2.00 —0.3
From Ferris FL 11l, Kassoff A, Bresnick GH, Bailey |. New visual acuity charts for clinical research. Am J Ophthalmol 1982;94:91-96.
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SUPPLEMENTAL FIGURE. Mutation analysis of a Bardet-Biedl syndrome patient (Case 4). Pedigree of patient in Case 4 shows
the recurrent mutation p.M390R and a deep intronic mutation ¢.951458C > T in intron 10 in the BBS1 gene (on the left). Elec-
trophoresis gel shows the polymerase chain reaction (PCR) amplification of cDNA and a schematic representations of the 2 PCR

products, 1 with normal size and 1 bigger with the inclusion of 55 bp of intron 10 owing to the creation of a cryptic splice donor
site with the c.9514 58C > T mutation (on the right).
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3 Base de données clinico-biologiques

Ce travail a été réalis€é en collaboration avec le Laboratoire de Bioinformatique et
Génomique Intégratives (LBGI) dirigé par le Dr Olivier Poch de Strasbourg. J’ai utilisé la
premiere personne du singulier quand j’ai exclusivement réalisé le travail et la premiére personne

du pluriel pour le travail réalisé de maniere collaborative et équivalente.

3.1. Revue de la littérature

Une revue de la littérature nous a permis de recenser 850 articles parus entre 1947 et 2017 et
portant sur la description de patients BBS.

Parmi ces articles, nous avons relevé 428 patients BBS avec une mutation identifiée.

* Revue clinique
Le tableau ci-dessous résume la fréquence des signes cliniques correspondant aux criteres
majeurs selon Beales ef al., retrouvés chez les patients BBS, avec ou sans diagnostic moléculaire,

décrits dans la littérature (Diagramme 1).
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Diagramme 1 : Fréquence des signes cliniques correspondants aux signes majeurs du BBS chez
les patients BBS décrits dans la littérature (en bleu : nombre total de patients ; en rouge : nombre
de patients avec une mutation identifice).

e Revue moléculaire

Sur le plan moléculaire, le tableau ci-dessous résume la fréquence des genes mutés dans la

littérature (Diagramme 2).
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Diagramme 2 : Fréquence des genes BBS mutés dans la littérature

La fréquence des genes varie selon les populations. Voici les fréquences que nous avons

relevées dans la littérature (genes retrouvés dans plus de 5% des cas) :

Population caucasienne : BBS/ est le gene le plus fréquemment muté (33-37%) suivi de
BBS10 (20-22%) puis de BBS12 (5-9,5%) et enfin de BBS7 (7%).

Population d’Afrique du Nord : BBS/ reste le gene majoritairement muté (53%), loin
devant les autres génes rapportés (BBS4, BBSS5 et BBSS).

Population d’ Afrique du Sud : BBS10 est trés majoritaire (67%).

Population d’Eurasie : selon les études, BBS/ est retrouvé muté dans 8-31% ; BBS4 et
BBS5 comptent chacun pour 17% des cas.

Au Japon, trés peu de patients avec un diagnostic moléculaire sont rapportés et on

retrouve dans la littérature uniquement quelques mutations dans BBS2, BBS5 et BBS7.
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3.2. Résultats de notre cohorte

Au total, j’ai rentré dans notre base de données 1082 individus (feetus inclus) dont 512
individus atteints (278 garcons, 192 femmes et 42 inconnus), correspondants a 399 familles.

Jai inclus les criteres de Beales ef al., dans un format HPO, ce qui correspondait a 77
entrées auxquelles j’ai ajouté I’ensemble des signes cliniques présentés par les patients, soit 469

termes HPO en tout (Annexe 3).

* Analyse clinique

L’analyse des signes cliniques a ¢été faite sur 257 familles, soit 313 individus, bien
renseignés sur le plan phénotypique et avec un diagnostic moléculaire établi.
Le tableau ci-dessous indique les pourcentages des signes majeurs du BBS selon Beales et

al., observés dans notre cohorte.
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Diagramme 4 : Fréquence des signes cliniques correspondants aux signes majeurs du BBS chez
les patients BBS de notre cohorte.
Les pourcentages des autres signes cliniques (critéres mineurs ou autres signes) sont

détaillés en Annexe 3.

* Analyse moléculaire

Cette analyse a été réalisée sur 387 familles pour lesquelles une mutation a été identifiée.
Dans un premier temps, nous avons analysé la fréquence des genes BBS mutés dans notre
cohorte (Diagramme 4).
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Diagramme 4 : Fréquence des mutations dans les différents génes BBS dans notre cohorte (387

familles).

A noter qu’aucune mutation dans les genes BBS11, BBS13, BBS14, BBS15 et BBS19 n’a été

identifiée dans notre cohorte.

Puis, nous avons analysé la fréquence des genes mutés en fonction de 1’origine géographique

des patients quand elle était renseignée (326 familles) (Diagramme 5).

Origine BBS1 | BBS2 | BBS3 | BBS4 | BBS5 | BBS6 | BBS7

BBS9

BBS10

BBS12

Caucasienne 41% 5,6%
(232 familles)

21,6%

10,8%

Afrique du 20,5% 13,6% | 20,5%
Nord
(43 familles)

6,8%

11,4%

Eurasie 10% 20% 13,3% | 10%
(31 familles)

13,3%

Asie 11,1% 11,1% | 33,3%
(9 familles)

11,1%

11,1%

22%

Afrique sub- 16,7% 33,3% 16,7%
saharienne
(6 familles)

16,7%

16,7%

Océan indien 75%
(4 familles)

25%

Caraibes
(1 famille)

100%
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Diagramme 5 : Pourcentage des génes mutés selon 1’origine géographique des patients BBS de
la cohorte.

Enfin nous avons regardé la prévalence des deux mutations récurrentes les plus
fréquemment retrouvées dans la littérature a savoir la mutation p.Met390Arg dans le géne BBSI
et la mutation p.Cys91{s*5 dans le géne BBSI0. L’ensemble des mutations identifiées dans la
cohorte est rapporté dans I’ Annexe 4.

La mutation récurrente p.Met390Arg est la plus fréquente, comptant pour 23,2% de
I’ensemble des mutations identifiées. La mutation récurrente p.Cys91fs*5 est retrouvée chez
8,5% des patients. Ces deux mutations sont bien plus fréquentes que les autres mutations qui
chacune représente moins de 3% des patients.

Parmi les mutations identifiées dans BBS/, la mutation p.Met390Arg est retrouvée chez
42,3% des patients mutés dans ce géne a I’état homozygote et chez 36,9% des patients mutés
dans ce gene a I’état hétérozygote composite.

La mutation récurrente du géne BBSI0 est retrouvée chez 30,4% des patients avec une
mutation a 1’état homozygote dans ce gene et 26,1% des patients avec des mutations a I’état
hétérozygote composite.
3éme

Pour terminer, un allele pathogéne ou potentiellement a été retrouvé dans 5% des

familles.
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DISCUSSION

1 Identification de nouveaux génes

Le BBS présente une hétérogénéité génétique importante puisqu’a ce jour plus de 20 geénes
ont été identifiés dans cette pathologie, expliquant 80% des phénotypes BBS.

L’identification de nouveaux génes est cruciale pour mieux comprendre la physiopathogénie
du BBS en relation avec le cil primaire mais aussi pour I’amélioration de I’offre diagnostique et
pour donner un conseil génétique fiable aux familles.

Mais cette identification est devenue un vrai challenge car les familles qui restent a 1’étude
sans diagnostic moléculaire sont le plus souvent de petite taille avec peu de patients atteints et
sans notion de consanguinité, ce qui complique les investigations.

L’arrivée des nouvelles techniques de séquencage haut débit, ciblés sur un panel de génes ou
exomiques, a été une révolution dans I’identification de nouveaux genes et notamment dans les
ciliopathies (Bachman-Gagescu, 2014). Initialement, cette technique de pointe a été utilisée dans
des cohortes avec un nombre important de patients permettant d’identifier de nouveaux genes
pour lesquels plusieurs patients étaient atteints, ce qui facilitait leur validation (Otto et al., 2010).

Depuis, des mutations sont identifiées le plus souvent dans une seule famille voire méme
chez un seul individu. La sélection des variants potentiellement pathogénes dans ces familles est
difficile du fait du grand nombre de données a analyser et du caractére hypomorphe des
mutations faux-sens (Johansen ef al., 2014). Dans ces cas, 1’utilisation de techniques déja bien
connues comme la cartographie d’homozygotie peut apporter une aide précieuse a leur sélection.

Pour les mutations hypomorphes, les études fonctionnelles ont une place majeure dans la
validation de la pathogénicité des mutations et de leur implication dans le phénotype observé.

Cependant, ces nouvelles techniques ont leurs limites et ne permettent notamment pas de
détecter certaines mutations localisées dans des régions mal couvertes (Bloch-Zupan et al.,
2011), les mutations introniques profondes ou encore les réarrangements complexes. Dans ces
cas, seule la persévérance du chercheur devant un géne d’intérét permettait leur identification, ce
qui va étre compleétement bouleversé par 1’utilisation plus généralisée de nouvelles techniques

telles que le génome (Nishiguchi et al., 2013), le transcriptome (Cummings ef al., 2017) voire la
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combinaison des deux techniques (Evrony et al., 2017), qui devraient rendre leur identification

plus facile.

1.1. La cartographie d’homozygotie reste une technique de
choix dans les grandes familles consanguines

La cartographie par homozygotie avait déja permis au Laboratoire de Génétique Médicale
d’identifier les genes BBS10 et BBS12 (Stoetzel et al., 2006 ; Stoetzel et al., 2007).

Depuis, cette approche nous a permis d’identifier une mutation dans SDCCAGS dans une
grande famille consanguine avec plusieurs membres atteints dans deux branches familiales. Le
fait d’avoir un grand nombre d’individus atteints nous a permis de réduire notre région d’intérét
a 4 genes qui ont pu étre étudiés un a un avant de mettre en évidence une mutation intronique
profonde qui n’aurait pas été identifiée en séquengage haut débit de type exome.

Secondairement, cette technique nous a permis d’identifier des mutations dans deux autres
familles mutées pour lesquelles SDCCAGS était présent dans des régions d’homozygotie de
petite taille (1,4 et 5,6 Mb). D’autres régions d’homozygotie de plus grande taille (supérieures a
10 Mb) avaient été identifiées dans ces deux familles contenant de trés nombreux genes dont
certains, responsables de ciliopathies, avaient été séquencés soit par le projet Genoscope
(collaboration IGBMC-CNGQG) soit par le laboratoire du Pr Antignac a Paris soit par notre
laboratoire. Sans I’identification de la mutation dans la famille princeps, nous ne nous serions
pas orientés vers ce géne en particulier.

D’autre part, une étude antérieure par puce d’homozygotie de résolution inférieure
(Affymetrix GeneChip 250K®) réalisée dans la famille princeps n’avait pas mis en évidence la
région contenant SDCCAGS car de trop petite taille.

Ceci montre la limite de cette approche dans les familles de petits effectifs (2 enfants dans

chaque famille) ou lorsque la puce n’est pas assez résolutive.

1.2. L’exome couplé a la cartographie d’homozygotie est une
approche performante dans les familles consanguines

¢ Identification d’une mutation dans le gene LZTFL]
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Cette famille avait bénéficié d’une approche initiale par cartographie d’homozygotie
(Affymétrix 10K array®) mais s’agissant d’une famille de petite taille (1 seul atteint), de
multiples zones d’homozygotie, parfois de trés grande taille, avaient été mises en évidence : 9
régions contenant 1055 genes. Une approche par exome réalisée dans un second temps nous a
permis de regarder en priorité les résultats pour ces 1055 génes et d’identifier une mutation dans

LZTFLI.

* Identification de mutations dans les génes BBIPI et [FT172
Ces familles avaient également bénéficié d’une approche initiale par cartographie
d’homozygotie n’ayant pas permis d’identifier de géne candidat en raison du grand nombre de
régions homozygotes. L’analyse par exome a permis de sélectionner des genes candidats dont la
localisation dans des régions d’homozygotie nous a conforté sur leur probable pathogénicité.
Cette approche a montré son efficacité a plusieurs reprises dans la littérature (Knopp et al.,
2015). De facon intéressante, les nouvelles techniques d’exome permettent maintenant de

coupler ces deux approches en une seule technique (Kancheva ef al., 2016).

1.3. Les mutations atypiques a ne pas négliger

La mutation du géne SDCCAGS identifiée chez la famille princeps se situait a 356pb apres
le site donneur d’épissage de I’exon le plus proche. Elle a été mise en évidence grace a
I’observation de produits aberrants d’amplification de 1’ADNc, traduisant une anomalie
d’épissage.

Il est probable que ce type de mutation soit impliqué chez un certain nombres de patients
sans mutation identifiée, du fait que les analyses de biologie moléculaire sont réalisées de facon
quasi systématique sur I’ADN génomique et séquencent uniquement les exons et régions
introniques adjacentes d’une dizaine de paires de bases. Il est probable également que ces
mutations puissent expliquer en partie I’excés de patients hétérozygotes observés dans des
pathologies autosomiques récessives comme le BBS.

Cette hypotheése a été confirmée dans notre laboratoire puisque nous avons identifié¢ une
seconde mutation intronique profonde dans le géne BBSI (c.951+58 C>T) chez un patient

porteur de la mutation M390R a I’état hétérozygote dans le gene BBSI. Le phénotype clinique
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évocateur de BBS nous a poussé a poursuivre les investigations et a étudier ’ARNm qui a mis en
évidence une anomalie de 1’épissage, conduisant a 1’identification secondaire d’une mutation
intronique a distance du site d’épissage.

Ces mutations sont de plus en plus rapportées dans la littérature, identifiées soit suite a une
approche par cartographie d’homozygotie (Abu Safieh er al., 2010), soit par les nouvelles
techniques de séquencage haut débit (Vaz-Drago et al., 2017).

Nous avions fait également I’hypothése que des remaniements complexes non détectés par
les techniques de séquencage actuelles (hors génome) puissent étre responsables d’un certain
nombre d’alléles pathogenes. Ainsi, nous avons démontré qu’une partie des patients
hétérozygotes pour la mutation M390R du géne BBSI présentait I’insertion d’une séquence
aberrante au milieu de ’exon 13, non détectée en séquencage Sanger car de trop grande taille
(Muller et al, manuscrit en cours de soumission). Nous avons également identifié un
remaniement complexe dans le gene /FT140 chez plusieurs patients atteints d’un syndrome de

Mainzer-Saldino (Geoffroy ef al., manuscrit en cours de soumission).

1.4. Importance des études fonctionnelles

En cas d’identification d’une mutation dans un nouveau gene dans une seule famille, les
¢tudes fonctionnelles sont primordiales pour valider la pathogénicité du variant.

Ceci était le cas pour les mutations que nous avons identifiées dans LZTFLI et dans BBIPI,
initialement dans une seule famille.

Ainsi pour LZTFLI, nous avons démontré que la mutation était responsable d’une absence
d’ARNm et de protéine. Nous avons également démontré que cette mutation avait des
conséquences fonctionnelles au niveau du cil primaire puisqu’elle activait de facon majeure la
voie HH par I’intermédiaire de SMO. Depuis ces modéles cellulaires (Seo et al., 2011 ; Marion
et al, 2012), un modéle souris a été généré et montre un phénotype associant une atteinte
rétinienne et une obésité (Jiang et al., 2016), confortant LZTFLI en tant que gene BBS.

Pour BBIPI, nous avons réalisé plusieurs études fonctionnelles prouvant la pathogénicité de
la mutation au niveau de la transcription et la traduction du geéne (absence d’ARNm et de
protéine). En collaboration avec 1’équipe qui avait initialement identifié¢ la protéine BBIP en tant
géme

que sous-unit¢ du BBSome (Loktev et al,, 2008), nous avons prouvé que notre protéine
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anormale était responsable d’une anomalie de 1’assemblage du BBSome comme attendu. Enfin,
nous avons créé, en collaboration avec 1’équipe du Dr Strdhle (KIT), un modele poisson
présentant un phénotype ciliaire, le zebrafish étant un excellent modele d’étude pour les
ciliopathies (Song et al., 2016).

D’autre part, les études fonctionnelles ont leur importance pour valider la pathogénicité des
mutations d’épissage qu’elles soient profondes (mutation du géne SDCCAGS identifiée dans la
premiere famille ; mutation dans le gene BBS! identiée chez le patient initialement hétérozygote
pour la mutation récurrente et avec un phénotype rétinien atypique) ou exoniques (mutation dans
le géne LZTFLI identifiée dans la seconde famille ; mutation identifiée par notre équipe dans le
gene [FT172).

Pour LZTFL1, nous avions identifi¢ une mutation non-sens et une mutation faux-sens prédite
délétére par les logiciels de prédiction. Cependant 1’étude de la protéine nous a permis de
montrer que la mutation faux-sens était trés probablement responsable d’un épissage alternatif
avec dégradation de ’ARNm ainsi produit. En effet, nous avions identifié une protéine de plus
petite taille qu’attendue correspondant a 1’allele porteur de la mutation non-sens au vu de la
localisation de la mutation et de la taille de la protéine observée. En RT-PCR quantitative nous
observions une diminution de moiti¢é de ’ARNm, qui devait donc correspondre & I’ARNm
porteur de la mutation non-sens, prouvant que I’ARNm porteur de la mutation faux-sens était
dégradé.

Concernant /FT172, nous n’avions pas retenu initialement la mutation d’épissage de I’intron
40 comme pathogeéne car nous arrivions a amplifier PARNm et a séquencer I’ADNc
correspondant entre les exons 40 et 41. En élargissant le segment amplifi¢ (des exons 39 a 42),
nous avons pu mettre en évidence un épissage alternatif avec la visualisation de 2 bandes sur le
gel de migration. Des mutations similaires avaient été rapportées comme responsables d’épissage
alternatif, ce qui a conforté nos données (Zeniou et al, 2004). A ce jour, les relations entre
IFT172 et le BBSome ne sont pas encore claires alors que le BBS semble est étre li¢ a un défaut
d’assemblage du BBSome (Zhang er al, 2012a; Scheidecker et al., 2014). Cependant,
I’identification de mutations dans un autre géne IFT, [FT27 (Aldamesh et al, 2014), dont
I’interaction avec le BBSome a été bien établie (Eguether et al., 2014), nous conforte dans 1’idée

que les genes IFT puissent étre responsables de phénotypes BBS.
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1.5. Importance de rapporter les secondes familles pour la
validation de genes décrits dans une seule famille

A ce jour et malgré les publications de plus en plus nombreuses, plusieurs génes BBS n’ont
¢été rapportés que chez 1 patient ce qui peut faire poser la question de la validation de ces génes
en tant que genes BBS et qui montre ’importance de rapporter les secondes familles permettant
de confirmer I’implication de ces génes dans le BBS.

C’est ainsi le cas pour le gene BBS// (Chiang et al., 2004), le géne BBSI3 (Leitch et al.,
2008), le gene BBSI4 (Leitch et al., 2008), le gene BBSI5 (Kim et al., 2010), le géne BBSIS
(Scheidecker et al., 2014), le gene BBS19 (Aldamesh ef al, 2014) et les génes candidates
NPHPI (Lindstrand et al., 2014) et [FT74 (Lindstrand et al., 2016).

Nous avons rapporté 1’observation de la seconde famille mutée dans le gene LZTFLI, ce qui
était important puisque ce gene n’avait encore jamais rapporté en pathologie humaine. Nous
avons également rapporté la seconde famille BBS mutée dans le gene /F7172, déja décrit dans
d’autres ciliopathies. La description détaillée de nos patients a permis de valider de fagon
certaine ces génes en tant que génes BBS et d’inciter a les inclure dans les panels de génes BBS

ou ciliopathies.
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2 Corrélations génotype-phénotype

A ce jour, aucune corrélation génotype-phénotype n’a ét¢ mise en ¢évidence dans le
syndrome de Bardet-Biedl de facon significative. Des associations avaient été rapportées mais le
plus souvent jamais confirmées par d’autres études (cf. Introduction chapitre 3.5).

Une étude publiée en 2011 et portant sur la description clinique et moléculaire d’une cohorte
de 83 familles BBS (105 cas) n’a mis en évidence aucune corrélation génotype. Cette étude a
méme permis de réfuter certaines corrélations évoquées dans d’autres publications, comme
I’association des malformations uro-génitales évocatrice d’'un MKKS aux mutations dans les
protéines chaperonnes, ce que nous avions déja évoqué en 2010 sur notre petite série de patients
avec une présentation MKKS.

Nous rapportons deux corrélations génotype-phénotype pour les genes SDCCAGS et

LZTFLI qui concernent certes peu de patients mais qui sont statistiquement significatives.

2.1. Le MKKS est une présentation précoce du BBS avec des
mutations identifiées dans les mémes génes.

Notre étude a permis d’une part de confirmer sur le plan moléculaire que le MKKS était une
présentation précoce de BBS, comme cela avait été rapporté sur le plan clinique (David et al.,
1999 ; Slavotinek and Biesecker, 2000). Mais elle a également permis d’infirmer que cette
présentation clinique était exclusivement liée au géne MKKS/BBS6 comme ce qui avait été
rapporté initialement (Stone ef al., 2000). Nos données étaient renforcées par le modele murin
Mkks qui présentait un phénotype BBS avec une RP, une obésité, une anomalie de la
spermatogénese, une anosmie et des troubles de la socialisation ; et aucun signe en faveur d’un
MKKS (absence de malformation génitale, de polydactylie et de cardiopathie) (Fath et al., 2005).

Parallélement a notre étude, une autre équipe avait rapporté 1’observation de phénotypes

MKKS exclusivement chez des patients avec des mutations dans les protéines chaperonne
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(Billingsley et al, 2010). Les auteurs avaient évoqué une possible corrélation génotype-
phénotype.

De méme, Castro-Sanchez et al,. avaient étudié¢ 37 familles (52 cas) mutées dans les génes
BBS1, BBS6, BBS10 et BBS12 et observaient des phénotypes MKKS chez les patients porteurs de
mutations dans les genes des protéines chaperonne : 100% des patients mutés dans ces 3 génes
présentaient une polydactylie et 83% des patients mutés dans BBS/0 présentaient des anomalies
uro-génitales.

Méme si cinq de nos patients avaient eux aussi des mutations dans ces genes (3 patients
mutés dans BBSI0, 1 dans BBS6 et 1 dans BBS12), nous avions également deux patients mutés
dans d’autres génes BBS (BBS2 et BBSS) ne confortant pas cette hypothese.

A noter que 1’équipe de Billingsley ef al., a décrit par la suite une mutation dans le gene

BBS?2 chez un patient avec une présentation initiale MKKS (Deveault ez al., 2011).

Notre étude nous a permis de proposer sur le plan moléculaire, le séquencage extensif de
I’ensemble des génes BBS devant une présentation clinique de type MKKS et, sur le plan
clinique, un suivi au long cours de ces patients a la recherche de 1’apparition de signes ultérieurs
de BBS (surveillance du poids, de la vision, de la fonction rénale et du développement-moteur
notamment).

De fagon intéressante, une nouvelle mutation dans le géne MKKS/BBS6 a été rapportée dans
une famille dans laquelle deux enfants, 4gés de 13 et 18 ans, ne présentent qu’une RP et une

polydactylie, étendant le spectre clinique associé a ce gene (Hulleman et al., 2016).

2.2. SDCCAGS est associé a une atteinte rénale sévere et une
absence de polydactylie.

Nous avons démontré que les mutations dans SDCCAGS étaient statistiquement corrélées a
un phénotype BBS sans polydactylie et avec une atteinte rénale précoce et sévere. Cependant,
cette association est également caractéristique du SLS, autre ciliopathie dans laquelle dans
mutations dans le géne SDCCAGS8 ont été identifiées (Otto et al, 2010). Se posait donc la

question de savoir si nos patients présentaient un SLS avec une obésité et des troubles des
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apprentissages d’origine environnementale ou s’il s’agissait de patients avec un diagnostic
certain de BBS.

Nous soutenions I’hypothése que SDCCAGS était un gene impliqué dans le BBS car il avait
¢été auparavant impliqué dans la survenue de 1’obésité, signe non présent dans le SLS. En effet, la
protéine SDCCAGS est fortement exprimée dans 1’hypothalamus, I’hypophyse et les surrénales,
axe hormonal régulant la prise pondérale. De plus, une méta-analyse d’études d’associations
pangénomiques avait identifié 3 polymorphismes dans les introns 6,9 et 10 du géne SDCCAGS
statistiquement liés a I’obésité de début précoce (Scherag et al., 2010). De la méme fagon, des
polymorphismes avaient déja rapportés dans BBS2, BBS4 et BBS6 comme associés a une obésité
de début précoce ou tardif (Benzinou ef al., 2006).

Les troubles des apprentissages ont été confirmés chez I’ensemble des patients de la cohorte
francaise et méme si I’origine environnementale ne pouvait étre exclue dans la famille 1.2 (dans
laquelle d’autres individus non atteints présentaient également des troubles des apprentissages) et
dans la famille I1.22 (dans laquelle le contexte familial compliqué avait conduit a un placement
des enfants), cela n’était pas le cas de la famille I1.30 dans laquelle les autres enfants et les
parents avaient un développement tout a fait dans les normes.

Enfin, les patients de notre cohorte présentent des signes de BBS ne pouvant étre liés a

I’environnement tel que 1’hypogonadisme.

L’ensemble des patients de notre cohorte présente des symptdomes respiratoires et ORL de
sévérité variable (infections, dilatation des bronches, surdité, asthme). Les infections ORL et
respiratoires a répétition ne sont pas clairement décrites dans le BBS mais il a été démontré que
la perte des protéines BBS altérait la morphologie et la fonction du cil mobile dans 1’épithélium
respiratoire (Shah et al., 2008). De facon intéressante, ces signes sont fréquemment retrouveés
dans le syndrome d’ Alstrom, ciliopathie chevauchante avec le BBS (Aliferis et al., 2012).

Cependant, nous n’avons pas pu valider cette donnée sur le plan statistique car nous
n’avions pas de données pour la cohorte américaine ni pour les autres patients de notre cohorte

mutés dans d’autres génes BBS, qui nous auraient permis de faire des analyses statistiques.
Enfin, nous avons étudié I’ensemble des mutations rapportées a ce jour dans SDCCAGS dans

le BBS et le SLS mais nous n’avons pas réussi a mettre en évidence de corrélation entre le

phénotype et le type ou la localisation de la mutation.
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2.3. LZTFLI est associé a une polydactylie mésoaxiale et une
atteinte rénale sévére et précoce

Le premier patient que nous avions décrit avec une mutation dans le géne LZTFLI présentait

des signes atypiques de BBS : un situs inversus et une polydactylie mésoaxiale.

Le situs inversus est un signe classique dans les dyskinésies ciliaires primitives (DCP) liées
a des anomalies du cil mobile (Lee, 2011) mais rarement rapporté dans les ciliopathies liées a
une anomalie du cil primaire (Ansley et al., avaient identifié¢ le géne BBSS chez un patient avec
un situs inversus (Ansley et al., 2003) ; Bellavia ef al., ont rapporté un situs inversus chez un
patient muté dans NPHP?2 (Bellavia et al., 2010)). Dans notre cohorte, seulement 4 patients ont
un situs inversus et ont des mutations dans différents génes BBS (BBS! pour 2 patients, BBS7 et
BBS12). Cependant, il ne s’agissait pas d’une association significative puisque la seconde famille

liée au gene LZTFLI ne présentait pas ce signe clinique.

Une polydactylie mésoaxiale a par contre été rapportée chez les 3 patients mutés dans
LZTFLI. Dans notre cohorte, 89% des patients BBS ont une polydactylie postaxiale. Nous
n’avons pas identifi¢ d’autre patient avec une polydactylie mésoaxiale, ce qui était
statistiquement significatif.

Dans la littérature, une seule description similaire avait été rapportée chez deux individus
d’une cohorte de patients MKKS/BBS (Slavotinek and Biesecker, 2000). La polydactylie
mésoaxiale est donc extrémement rare dans le BBS. Elle est par contre plus fréquente dans
d’autres syndromes, et notamment emblématique dans le syndrome de Pallister-Hall et ’OFDVI.

De fagon intéressante, le syndrome de Pallister-Hall est 1i¢ & des mutations dans le gene
GLI3, aussi impliqué dans d’autres pathologies comme le syndrome de Greig, la polydactylie
préaxiale autosomique dominante de type IV et la polydactylie postaxiale de type A et B
(Biesecker et al, 2006). GLI3 a une fonction duelle agissant comme un activateur et un
répresseur de la voie sonic hedgehog (SHH) ; le gradient du ratio activateur/répresseur controle

le nombre et I’identité des doigts (Marigo ef al., 1996). LZTFLI régule de fagon négative la voie
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de signalisation SHH (Seo ef al., 2011 ; Marion et al., 2012), expliquant trés probablement la
polydactylie mésoaxiale de nos patients.

Enfin, nos 3 patients présentent une insuffisance rénale et précoce. Tout comme pour
SDCCAGS, I’association de ce signe clinique avec le géne LZTFLI est significative et encore

plus quand on prend ’association de 1’atteinte rénale a la polydactylie mésoaxiale.

2.4. IFT172 est associé a des ciliopathies de sévérité variable

Des mutations dans le géne /F'T172 ont été initialement rapportées dans des ciliopathies a
phénotype sévere associant des atteintes squelettiques, rénales, hépatiques et rétiniennes
(Halbritter ef al., 2013) : 7 familles avec une dystrophie thoracique de Jeune, 4 familles avec un
syndrome de Mainzer-Saldino et 1 famille avec un phénotype intermédiaire. De plus, 2 de ces
familles avaient un signe de la dent molaire a I’'IRM tel que qu’on le retrouve dans le syndrome
de Joubert. Par la suite, un autre cas de syndrome de Mainzer-Saldino (Lucas-Herald et al.,
2015) li¢ a IFT172 a été rapporté.

Des mutations dans le méme geéne ont été rapportées peu apres dans deux familles de RP
isolée et dans une famille BBS avec 2 enfants atteints présentant une RP, une obésité, des
troubles du langage et une polydactylie postaxiale pour I’'un des deux (Bujakowska et al., 2015).

Nous avons rapporté la seconde famille BBS liée au géne /FT172, avec 2 enfants atteints
présentant 5 critéres majeurs et 2 mineurs (RP, obésité, polydactylie, troubles des apprentissages,

hypogonadisme, asthme et surdité).

De facon intéressante, un de nos deux patients présente une polydactylie préaxiale au niveau
des pieds comme le modele murin (Friedland-Little ez al.,, 2011). A ce jour, un seul patient BBS
a été rapporté avec une polydactylie préaxiale mais pour qui le diagnostic moléculaire n’était pas
¢établi (Manouvrier-Hanu et al., 1999).

La polydactylie est un signe fréquent dans les ciliopathies (cf Table 1 de Schaefer et al.,
2013). Tant dans le BBS que dans les ciliopathies squelettiques, la polydactylie est
majoritairement postaxiale (polydactylie préaxiale retrouvée uniquement dans certains types
d’OFD notamment OFDI (Gurrieri et al., 2007), OFDIV (Thomas et al., 2013) et OFDVI
(Darmency-Stamboul et al., 2013) et jamais rapportée dans les cotes courtes-polydactylie, EVC,
ATD ou CED). On retrouve par contre une polydactylie préaxiale fréquemment dans les

syndromes liés a des anomalies du géne GLI3 (Syndromes de Pallister-Hall et de Greig,
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polydactylie préaxiale autosomique dominante de type IV et polydactylie postaxiale de type A
et B (Biesecker et al., 2006)), ou en relation directe avec ce géne (syndromes liés a KIF7 :
syndromes hydrolethalus et acro-calleux (Putoux et al., 2011)), ainsi que de fagon exceptionnelle
dans d’autres ciliopathies comme le syndrome de Joubert ou de Meckel (Thomas et al., 2013).

Cependant, la description d’un seul patient ne permet pas d’établir de facon significative une
corrélation génotype-phénotype.

Sur le plan moléculaire, Bujakowka et al., rapportent tout comme nous une mutation dans un
site d’épissage (c.3112-5T>A) chez un patient avec RP isolée. Leur mutation conduit également
a un épissage alternatif avec un transcrit majoritaire de taille attendue et un transcrit minoritaire
(20%) avec un nouveau site accepteur d’épissage insérant une glutamine. Les auteurs font
I’hypothese que le transcrit normal majoritaire explique le phénotype atténué.

Nous pouvons également faire I’hypothese que la persistance d’un transcrit normal chez nos
patients, méme minoritaire, puisse expliquer le phénotype atténué de nos patients par rapport aux
ciliopathies squelettiques.

De ce fait, nous avons répertorié¢ I’ensemble des mutations rapportées a ce jour dans [F7T172
et de leur phénotype associé (tableau présenté¢ dans les résultats) mais sans retrouver de
corrélation génotype-phénotype significative. Nous avons juste noté que les mutations non-sens

semblent impliquées dans les phénotypes moins séveres (RP, BBS).

2.5. Les patients BBS peuvent présenter une RP atypique en
lien avec des mutations dans différents génes BBS

L’étude de ma co-doctorante Sophie Scheidecker a identifi¢ 7 patients avec une RP atypique
de type cone-rod ou avec une atteinte maculaire uniquement.

Ces patients avaient des mutations dans des genes BBS variés mais il faut toutefois noter
que 5 d’entre eux avaient des mutations dans des geénes de protéines chaperonnes (3 BBS/0, 1
BBS6, 1 BBS12). Une atteinte maculaire initiale étant plus sévere sur le plan ophtalmologique
qu’une atteinte périphérique, se posait de nouveau la question d’un phénotype plus sévere

associé a des mutations dans ces genes sans que la différence soit statistiquement significative.
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D’autre part, cette atteinte ophtalmologique atypique chez nos patients aurait pl faire poser
la question d’une erreur de diagnostic clinique, ce qui n’était pas le cas car tous les patients
présentaient d’autres signes majeurs de BBS : polydactylie (7/7), obésité (6/7), troubles des
apprentissages (3/7), hypogonadisme (3/7) et atteinte rénale (1/7).

Devant cette variabilité phénotypique, on pouvait également questionner la possiblit¢ d’un
tri-allélisme avec un allele modificateur mais sur les 7 patients, 3 avaient été analysés en

séquengage haut-débit ciblé des génes BBS connus et aucun ne présentait de 3™ alléle étayant

cette hypothese.

3 Base de données clinico-biologiques

La base de données clinico-biologique que nous avons mise en place nécessite encore des

modifications qui permettront de pouvoir exploiter de fagon plus fine les données.

Cependant, les premiers résultats obtenus nous permettent de faire des premiéres

comparaisons par rapport aux données de la littérature.

* Comparaison de la fréquence des signes majeurs du BBS dans notre cohorte et la

littérature (Table 7)

Notre Castro- M’hamdi | Deveault | Moore et | Beales et
cohorte Sanchez et etal., etal., al. 2005 al., 1999
(257 familles - | g/, 2015 2011 2011 (26 familles | (109 cas)
313 cas) (37 familles (46 familles | (83 familles | — 40 cas)
— 52 cas) — 67 cas) — 105 cas)
Rétinopathie 79% 100% (33/33) | 86,6% 100% 91% 93%
pigmentaire (58/67) (74/74) (42/46) (102/109)
Polydactylie 82% 70% (23/33) | 79,1% 81,7% 63% 69%
(53/67) (67/82) (29/46) (75/109)
Obésité 78% 84% (27/32) |92,5% 60% 100% 52%
(62/67) (48/80) (44/44) (56/109)
Troubles des 47% 53% (17/32) | 52,2% 61,3% 33% 62%
apprentissages (35/67) (46/75) (8/24) (68/109)
Hypogonadisme | 19% 25% 86,2% 16,4% 92% 89%
(4/16) (31/34) (10/61) (12/13) (60/62)
Anomalies 31% 18% 19,4% 53,3% 100% 24%
rénales (4/22) (27/67) (41/77) (32/32) (26/109)

Table 7 : Fréquence des signes majeurs du BBS dans notre cohorte par rapport aux grandes
cohortes de la littérature.
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En comparant la fréquence des signes majeurs du BBS dans notre cohorte par rapport a la
littérature, nous observons des chiffres assez similaires en dehors de la RP qui a une fréquence
moins ¢élevée dans notre cohorte. Ceci peut étre lié a deux biais : notre cohorte recense des
patients de la naissance a 1’dge adulte et il est donc probable que parmi les patients sans RP, un
certain nombre ait un age trop jeune pour qu’elle ait pu étre diagnostiquée ; parmi les anomalies
ophtalmologiques répertoriées, certaines auraient pu étre des signes précoces de RP (ERG

anormal, dystrophie rétinienne) mais non fusionnées avec le critére RP.

Comme dans la littérature (Deveault et al, 2011), nous observons dans notre cohorte une
variabilité intrafamiliale avec des divergences de phénotypes dans 2/3 des cas, ce qui est bien
connu dans le BBS et les ciliopathies de facon générale et une multitude d’autres maladies
génétiques.

Au niveau clinique, nous n’avons pas identifi¢ de phénotype remarquable, nous permettant
de réviser les criteres de Beales. Cependant, si I’on prend les criteéres de Beales ef al., pour poser
le diagnostic clinique de BBS (4 critéres majeurs ou 3 critéres majeurs et 2 mineurs), seuls
78,9% des patients de la cohorte remplissent ces critéres. Une analyse plus approfondie est
nécessaire afin d’expliquer ce pourcentage. Il est probable qu’une partie des patients ne
remplissant pas les critéres aient un age trop jeune.

Par contre, nous rapportons de nombreux signes cliniques non décrits a ce jour dans le BBS.
Une étude approfondie de ces criteéres nous permettra de déterminer quels sont ces signes et de

savoir s’ils sont significativement associés au BBS ou indépendants de ce syndrome.

* Comparaison de la fréquence des genes mutés dans notre cohorte par rapport a la
littérature (Table 8).

Dans les études de cohorte précédemment citées, je n’ai pas retenu 1’étude de Castro-
Sanchez ef al. centrée sur les patients mutés dans les genes BBSI, BBS6, BBS10 et BBSI12 ne
représentant pas la fréquence des genes mutés ni celles de M hamdi ef al., Moore et al. et Beales
et al. pour lesquelles les données moléculaires n’étaient pas disponibles.

Nos chiffres sont assez similaires a ceux rapportés dans la littérature, les quelques
différences observées pouvant potentiellement étre expliquées par I’origine géographique
différente de nos patients. Comme dans la littérature, la mutation p.Met390Arg est la mutation

majoritairement retrouvée pour le géne BBSI et p.Cys91{s*5 pur le gene BBSI0.
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Nous n’avons pas identifi¢ de mutation dans les génes BBSI1, BBSI13, BBSI14, BBSIS,
BBS19, BBS21. Les patients décrits avec des mutations dans les genes BBS19, BBS21 semblent
présenter un phénotype BBS classique. Au vu de leurs identifications récentes en tant que génes
BBS, il est probable que d’autres descriptions permettront de valider leur implication dans le
BBS. Par contre, les patients mutés dans les génes BBSI1, BBS13, BBS14, BBS15 ont été trés
peu décrits sur le plan clinique et en I’absence de seconde observation, leur implication dans le

BBS peut étre discutée.

Géne muté | Notre étude | Forsythe et al., 2017 (350 patients) Deveault ef al., 2011
(387 familles) (63 familles mutées)

BBS1 35,6% 51% 22,1%

BBS2 8,6% 10% 15,9%

BBS3 0,2%

BBS4 4,9% 1% 1,6%

BBSS5 6,0% 2% 3.2%

BBS6 3,1% 2% 6,3%

BBS7 3,1% 3% 3.2%

BBSS8 1,0% 1% 3.2%

BBS9 3,1% 4% 1,6%

BBS10 19,0% 20% 28,6%

BBS12 10,7% 6% 14,3%

BBS16 3.,4%

BBS17 0,8%

BBSI18 0,2%

BBS20 0,2%

Table 8 : Fréquence des genes BBS mutés dans notre cohorte comparée a celle de la littérature.

Dans notre cohorte, nous n’avons pas observé de digénisme. Nous avons retrouvé des
mutations sur un 3" alléle chez 5% des patients ; cependant ces patients ne présentent pas de

phénotype plus sévere (parfois méme moins sévere) que ceux présentés par d’autres membres de
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leur fratrie porteur de 2 mutations uniquement. Nos données ne sont pas en faveur d’un

oligénisme ce qui avait été également été suspecté auparavant (Deveault ef al., 2011).

* Corrélations génotype-phénotype
Nous devons encore analyser nos données pour déterminer de potentielles corrélations
génotype-phénotype a grande échelle. Les premieres données semblent associer le géne BBS4 a
I’obésité puisque 100% des patients porteurs de mutations dans ce géne présentent une obésité de

sévérité variable dont certains en sont méme décédés.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése a contribué a I’identification de 3 nouveaux geénes impliqués dans le
syndrome de Bardet-Biedl (SDCCAGS8/BBS16, LZTFL1/BBS17, BBIPI/BBS18) et confirmé
I’implication de /F'T172/BBS20 dans ce syndrome.

Nous avons pu établir des corrélations génotype-phénotype fortes, ce qui n’avait pas encore
¢été rapporté dans cette pathologie a savoir I’absence de polydactylie associée a une insuffisance
rénale précoce et sévere chez les patients mutés dans SDCCAGS/BBS16 ; la présence d’une
polydactylie mésoaxiale associée a une atteinte rénale précoce et sévere chez les patients mutés
dans LZTFLI1/BBS17. Nous suggérons également que les patients mutés dans /F7172/BBS20
peuvent présenter une polydactylie préaxiale, signe clinique extrémement rare dans ce
syndrome.

Enfin, nous rapportons 1’étude préliminaire phénotypique et moléculaire de la plus grosse
cohorte de patients BBS. Des analyses statistiques plus complexes seront réalisées sur cette
cohorte et feront 1’objet d’une publication en collaboration avec le Laboratoire de Diagnostic
Génétique et le Laboratoire de Bioinformatique et Génomique Intégratives.

Au vu des chevauchements cliniques et moléculaires mis en évidence dans cette étude, il
nous semble important de garder en mémoire qu'un méme gene peut Etre responsable de
différents phénotypes et qu'un méme gene peut étre impliqué dans différentes pathologies, ceci
pouvant avoir un impact en termes de surveillance clinique et de diagnostic moléculaire.

Ceci est conforté par la description récente de mutations dans le géne CEP164 impliqué dans
la néphronophtise (NPHP15), dans une famille consanguine BBS-like dans laquelle les deux
enfants atteints présentent une RP, une obésité, un hypogonadisme, une déficience intellectuelle

et une absence d’anomalies rénales a 1’age adule (Maria et al., 2016).
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ANNEXES

Annexe 1 : Description clinique détaillée des individus porteurs d’une
mutation dans SDCCAGS.

Famille 1.2

* Le premier individu diagnostiqué 1.2.21 a présenté une insuffisance rénale terminale a
I’4ge de 22 ans. Il n’avait jamais eu de bilan rénal auparavant. La biopsie rénale conclut a une
glomérulopathie d’origine indéterminée. Il est dialysé entre 1’age de 22 et 25 ans, age auquel il
bénéficie d’une transplantation rénale. Il est actuellement en attente d’une nouvelle greffe, a
I’age de 37 ans.

Dans ses antécédents médicaux, le patient a fait plusieurs épisodes d’infections respiratoires
et notamment pulmonaires. Suite a une pneumopathie a aspergillus non résolutive, une agénésie
de I’artére pulmonaire droite a été diagnostiquée et une pneumectomie droite partielle a due étre
réalisée afin de résoudre l’infection. Le patient a développé par la suite une insuffisance
respiratoire chronique due a des infections respiratoires a répétition.

Le patient ne présentant ni polydactylie, ni obésité, le diagnostic de syndrome de Bardet-Biedl
n’a été porté que 2 ans plus tard lors de la découverte chez lui d’une rétinopathie pigmentaire
suite au diagnostic de Bardet-Biedl chez sa sceur.

* La patiente 1.2.22, alors agée de 13 ans, présente, en plus de I’atteinte ophtalmologique,
une obésit¢ (BMI a 38 kg/m2), une déficience intellectuelle et une insuffisance rénale modérée
ayant fait évoquer le diagnostic de syndrome de Bardet-Biedl. Un an plus tard, a I’age de 14 ans,
la fonction rénale de la patiente se dégrade et nécessite un traitement par dialyse. Elle bénéficie
d’une transplantation rénale 4 ans plus tard.

Dans ses antécédents médicaux, on retrouve également une surdité de transmission
modérée due a des otites a répétition ainsi que des infections respiratoires a répétition
depuis 'enfance. Elle développe progressivement une insuffisance respiratoire chronique.
Un scanner réalisé en mai 2010 montre la présence de bronchectasies au niveau du lobe
moyen. Une anosmie, symptome retrouvé dans le syndrome de Bardet-Biedl, a été
recherchée mais non retrouvée. D’autre part, une biopsie de la muqueuse nasale montre
une fonction normale des cils avec notamment des battements ciliaires normaux.

* La troisiéme patiente, 1.2.23, est régulicrement hospitalisée depuis ses 2 mois pour des
infections ORL et respiratoires a répétition a type d’otites, bronchiolites, bronchites et
pneumopathies. Ces infections a répétition ont conduit a D’apparition d’une surdité de
transmission et d’une broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) avec bronchectasies
objectivées au scanner pulmonaire. Le bilan immunitaire et allergique est normal et la
mucoviscidose a été éliminée. La biopsie de la muqueuse nasale montre une fonction ciliaire
normale.

Sur le plan rénal, a I’4ge de 1 an, I’échographie abdominale retrouve des reins
hyperéchogénes. A I’age de 9 ans, les reins sont toujours hyperéchogenes avec épaississement du
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cortex. Une scintigraphie rénale objective une atteinte rénale modérée. Quelques mois plus tard,
le bilan biologique retrouve une insuffisance rénale modérée et 1’échographie montre une
mauvaise différenciation cortico-médullaire. Un an plus tard, la patiente est en insuffisance
rénale terminale et I’échographie objective une atrophie rénale bilatérale avec des reins mesurant
55x23 mm. Elle est dialysée 3 ans avant de bénéficier d’une transplantation rénale, délai en
partie li¢ a des infections respiratoires a répétition.

Au vu de I’insuffisance rénale et du contexte familial, une rétinopathie pigmentaire est
recherchée et diagnostiquée a 1’age de 10 ans.

Parallélement, la patiente développe une obésité (BMI a 34 kg/m” a I’age de 14 ans) et un
deficit cognitif. L’évaluation neuropsychométrique, réalisée a I’age de 14 ans, par I’échelle du
WISC®-IV (Wechsler Intelligence Scale for Children® - 4°™ édition), retrouve un quotient de
compréhension verbal bas a 45 (similarités : 3/44 ; vocabulaire : 6/68 et compréhension : 3/42).
Le travail de mémoire n’a pas pu étre testé car la patiente ne connaissait pas assez bien 1’alphabet
pour faire I’exercice « séquence nombre-lettres ». Le résultat du test « mémoire des nombres »
est de 7/32. La deuxieme partie des tests étudient la théorie de 1’esprit (ToM : Theory of Mind)
par 6 histoires Ce test a été arrété au premier niveau car le score de compréhension était de 1/4.

* Son frére 1.2.24, est arrivé a I’hopital en insuffisance rénale terminale a 1’age de 5 ans.
L’échographie abdominale retrouve des reins de petite taille, mesurant 60x24mm, avec un
parenchyme indifférencié. La dialyse est débutée de suite. Du fait des antécédents familiaux,
I’examen ophtalmologique diagnostique une rétinopathie pigmentaire. L’enfant présente un
retard des apprentissages et comme les autres membres de la famille, des infections ORL et
respiratoires a répétition responsables d’une surdité de transmission. L’enfant n’est pas encore
transplanté du fait de ces infections a répétition.

* Le dernier patient 1.2.25 a été diagnostiqué a 1’dge de 31 ans apres ’identification de la
mutation dans sa famille. En dehors de plusieurs épisodes de pneumopathies et d’une obésité
morbide (BMI a 54 kg/m2), le patient ne se plaignait pas de problémes médicaux. Le seul bilan
rénal réalisé a 1’age de 18 ans était normal. Il arrive a 1’hopital au stade d’insuffisance rénale
terminale avec détresse respiratoire aigiie et cedémes des membres inférieurs. L’échographie
abdominale montre une atrophie rénale bilatérale avec cortex fin et mauvaise différenciation
cortico-médullaire. La dialyse est débutée immédiatement.

Le diagnostic de rétinopathie pigmentaire est fait alors que le patient n’avait noté aucun
rétrécissement du champ visuel. Cependant, il présente une déficience intellectuelle rendant
I’interrogatoire difficile. D’autre part, I’examen clinique retrouve un micropénis. Actuellement,
le patient est en attente d’une transplantation rénale.

Famille 11.22

* Une insuffisance rénale terminale est diagnostiquée chez le fils 1.22.21 a 1’4ge de 13 ans
devant une asthénie, des vomissements et une perte de poids. L’échographie rénale ne retrouve
pas d’anomalie en dehors de la présence de quelques kystes. L’enfant est dialysé¢ immédiatement
et transplanté¢ quelques mois plus tard. Le diagnostic de syndrome de Bardet-Biedl est évoqué
devant I’association de cette atteinte rénale a une obésité (BMI a 28 kg/m2 a 1’age de 13 ans)
(figure 17), un déficit intellectuel et un hypogonadisme (cryptorchidie unilatérale, pénis et
testicules de petite taille) et ce malgré 1’absence de polydactylie. Cette hypothése motive la
réalisation d’un électrorétinogramme (ERG) qui diagnostique une rétinopathie pigmentaire. Au
niveau de ses antécédents, I’enfant II.1 a présenté de nombreuses infections respiratoires
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compliquées d’asthme et des infections ORL a répétition ayant motivé une adénoidectomie et
une myringotomie a I’age de 2 ans. L’obésité du patient II.1 s’aggrave progressivement ;
actuellement, a I’age de 19 ans, son BMI est de 40 kg/m?2 (obésité morbide).

* Sa sceur 1.22.22, alors agée de 9 ans, est examinée suite au diagnostic de syndrome de
Bardet-Biedl chez son frére. Comme lui, elle présente une obésité (BMI a 31 kg/m?2 a 1’dge de 9
ans) (figure 17), une déficience intellectuelle, un hypogénitalisme avec une hypoplasie des
petites levres et une rétinopathie pigmentaire objectivée a ’ERG. On retrouve également la
notion d’infections ORL et respiratoires a répétition. Sa fonction rénale est normale mais
I’échographie rénale retrouve une mauvaise différenciation cortico-médullaire. Le suivi clinique
montre une détérioration progressive de la fonction rénale arrivant au stade terminal quatre ans
plus tard. Elle bénéficie d’une transplantation rénale au bout de quelques mois de dialyse.
Parallelement, elle est réguliérement traitée pour des infections ORL, respiratoires et
pulmonaires.

Famille 11.30

L’enfant est la seule enfant atteinte de la famille. Ses parents, d’origine turque, sont
consanguins de fagcon ¢éloignée puisque le grand-pére de la mére est le petit cousin du grand-pere
du pere. Elle a un frére né en 2000 en bonne santé et, lors du diagnostic moléculaire chez la
patiente I1.2, le couple attendait un troisieme enfant, pour lequel un diagnostic prénatal a été
réalisé montrant que 1’enfant n’était pas atteint.

L’interrogatoire ne retrouve pas d’anomalie en période anténatale. A partir de 1’age de 1
mois, I’enfant présente des infections respiratoires a répétition a type de bronchiolites posant le
diagnostic d’asthme du nourrisson. Elle présente également des infections ORL récurrentes
motivant une adénoidectomie et une myringotomie. Les bilans allergiques et immunologiques
sont négatifs et le scanner thoracique est normal. A 1’dge de 5 ans, devant la persistance d’une
toux chronique et d’'une symptomatologie bronchique, une pathologie ciliaire est évoquée et une
biopsie bronchique est réalisée mais ne retrouve pas d’anomalie. Les Epreuves Fonctionnelles
Respiratoires diagnostiquent un syndrome obstructif sévére malgré un traitement par [2-
mimétiques. Actuellement, elle est traitée par f2-mimétiques et corticoides inhalés pour son
syndrome restrictif et par antibiothérapies en alternance pour des bronchites a répétition.

A partir de I’age de 4 mois, elle développe une obésité a +4DS associée a une avance
staturale a +2DS. A I’age de 4 ans, elle pese 27,6 Kg (+5DS) pour une taille de 111cm (+3DS)
(BMI 22.4 kg/m?) avec, cliniquement, une obésité tronculaire et un genu varum (figure 17). Le
bilan biologique et hormonal, avec notamment dosage de la leptine, est normal. Le syndrome de
Prader-Willi est ¢liminé. Actuellement, elle pése 35,2kg (+5DS) pour 121cm (+0,5DS) soit un
BMI a 23 (obésité de grade II).

Du point de vue psychomoteur, elle présente un discret retard des acquisitions et du langage
avec des premiers mots dits a 1’age de 3 ans. Elle est suivie par une orthophoniste et une
psychomotricienne. Une évaluation neuropsychologique réalisée a 6 ans ; retrouve des résultats
qui se situent dans le zone « normale-basse » concernant surtout les performances verbales. Elle
est actuellement en CE2 avec soutien scolaire et aide d’une Assistante de Vie Scolaire. Elle est
toujours suivie en psychomotricité pour des problémes de repérage dans 1’espace.

A I’age de 5 ans, une altération de 1’état général avec asthénie, paleur et perte de poids (4,5
kg en 4 mois), font diagnostiquer une insuffisance rénale au stade terminal (urée : 26,5 mmol/l ;
créatinine : 622 pmol/l) alors qu’un an auparavant la fonction rénale était normale (urée : 7,7
mmol/l ; créatinine : 56 pmol/l). L’échographie abdominale montre des reins légerement
globuleux a 85x40mm (+0,75DS) avec un cortex franchement hyperéchogene et des pyramides
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d’aspect normal donnant une accentuation de la différenciation cortico-médullaire. Une seconde
échographie réalisée 1 mois plus tard retrouve une hypotrophie rénale bilatérale avec des reins
mesurant 67x37mm. La biopsie rénale retrouve des lésions tubulo-interstitielles chroniques
séveres avec fibrose diffuse et absence de dépdts en immuno-histochimie. L’aspect des basales
tubulaires épaissies et feuilletées font évoquer une néphronophtise. La dialyse est débutée dans
les suites suivie par une transplantation rénale 8 mois plus tard.

L’¢électrorétinogramme diagnostique une rétinopathie pigmentaire alors que le fond d’ceil est
normal.

L’association d’une obésité et de troubles des apprentissages a ’atteinte oculaire et rénale
fait poser le diagnostic de syndrome de Bardet-Biedl Elle est, a ce jour, la patiente la plus jeune
de notre cohorte de patients mutés dans le géne SDCCAGS.

Famille AR37

Il s’agit d’une famille non consanguine avec 3 enfants atteints (2 gargons: AR37-02 et
AR37-05 et une fille : AR37-07) et 3 enfants sains. Les 3 patients présentent une obésité (BMI
entre 28kg/m” pour le plus jeune 4gé de 12 ans (AR37-07) a 31kg/m* pour le plus 4gé (AR-02)),
une rétinopathie pigmentaire (diagnostic entre 11 et 13 ans) et une insuffisance rénale terminale
(diagnostic a 22 et 28 ans pour AR37-02 et AR37-05). La plus jeune est en insuffisance rénale
« débutante », la biopsie rénale objectivant une néphropathie tubulaire et glomérulaire avec
persistance de lobulations feetales. Comme nos patients, aucun d’entre eux n’a de polydactylie.
Un des garcons a un hypogonadisme (AR37-05) et la fille présente une déficience intellectuelle
(AR37-07).

Famille NK-F1063

Cette famille ne comprend qu’un individu pour lequel nous avons peu de renseignements
cliniques. Ses parents sont d’origine indienne et non apparentés. Il présente une rétinopathie
pigmentaire, une insuffisance rénale terminale, une obésité et un retard mental modéré. Il n’a pas
de polydactylie.
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Annexe 2 : Description clinique détaillée des deux sceurs porteuses d’une
mutation dans LZTFLI1.

La premiere jumelle présentait a la naissance une polydactylie postaxiale au niveau des
pieds et une polydactylie postaxiale et mésoaxiale des deux mains (7 doigts), opérées a 3
mois de vie. Elle a présenté des épisodes de polyurie-polydypsie depuis la naissance et a
développé une insuffisance rénale a 1'dge de 4 ans. Elle a bénéficié d’'une transplantation
rénale a 23 ans. Comme elle avait tendance a prendre du poids facilement, ses parents ont
instauré un régime strict. A 8 ans, le diagnostic de rétinopathie pigmentaire a été posé avec
un ERG éteint. Elle a présenté des difficultés d’apprentissage et une lenteur nécessitant une
orientation scolaire spécialisée a 14 ans. A 36 ans, elle a un niveau d’école élémentaire et
travaille en atelier protégé. Elle mesure 142 cm (-1,5DS) avec un poids de 56,2kg (+0,5DS)
et un BMI de 24,3 kg/mZ. Sa vision est limitée a une perception lumineuse. Au fond d’ceil,
elle présente une dystrophie rétinienne évoluée avec une atrophie maculaire et une
dégénérescence rétinienne étendue avec des zones d’atrophie généralisées et la présence
d’ostéoblastes. L’olfactométrie montre une anosmie complete (score de 9/40 au test
UPSIT). La microscopie électronique des cils nasaux montrent des cils anormalement
élargis. A I'examen clinique, le 4éme doigt est plus court que le 5¢me avec une déviation
ulnaire de ces deux doigts. Les radiographies montrent une fusion des 3¢me et 4eéme
métacarpiens.

La seconde jumelle présente comme sa sceur une polydactylie postaxiale au niveau des
pieds et une polydactylie postaxiale et mésoaxiale au niveau des mains. Elle présente une
polyurie-polydypsie avec des gros reins polykystiques et une insuffisance rénale chronique
précoce. Elle a été dialysée pendant plus de 10 ans avant de bénéficier d’une
transplantation rénale. Elle a suivi un régime hypocalorique strict. Une RP a été
diagnostiquée a 8 ans. Elle aussi présentait des difficultés scolaires et une lenteur avec un
niveau équivalent au primaire actuellement.

A l'examen clinique, elle mesure 137,5 cm (-3,75DS) pour un poids de 43,6kg (-2DS) et
un BMI de 23,1 kg/mZ2. Comme sa sceur, elle a une atteinte ophtalmologique marquée avec
une acuité visuelle limitée a une perception lumineuse et une RP avancée au fond d’ceil. Elle
présente une hyposmie sévere (score de 21/40 au test UPSIT) mais contrairement a sa
sceur, ses cils nasaux sont normaux a la microscopie électronique. A 'examen clinique, le
4¢me doigt est plus court que le 5¢me, Les radiographies montrent une fusion entre le 3éme et
le 4¢me métacarpien. Au niveau du pied gauche, le 4¢me métatarsien est extrémement
hypoplasique avec une hypertrophie compensatrice du 5¢me métatarsien et il existe une
fusion entre les 4¢me et 5¢me phalanges proximales.
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Annexe 3 : Fréquence des signes cliniques retrouvés dans notre cohorte

HPO_term

HP:0010442
HP:0000510
HP:0001513
HP:0001829
HP:0001328
HP:0100259
HP:0001249
HP:0001161
HP:0000512
HP:0000077
HP:0000750
HP:0200055
HP:0001830
HP:0004719
HP:0001162
HP:0007754
HP:0000135
HP:0000054
HP:0001270
HP:0000478
HP:0001263
HP:0000639
HP:0002342
HP:0000529
HP:0000083
HP:0000553
HP:0002463
HP:0000079
HP:0000708
HP:0000078
HP:0000822
HP:0012047
HP:0000662
HP:0000028
HP:0001159
HP:0001999
HP:0000486
HP:0012243
HP:0000613
HP:0000365
HP:0000545

Phenotype

Polydactyly

Rod-cone dystrophy

Obesity

Foot polydactyly

Specific learning disability
Postaxial polydactyly
Intellectual disability

Hand polydactyly

Abnormal electroretinogram
Abnormality of the kidney
Delayed speech and language development
Small hand

Postaxial foot polydactyly
Hyperechogenic kidneys
Postaxial hand polydactyly
Macular dystrophy
Hypogonadism

Micropenis

Motor delay

Abnormality of the eye

Global developmental delay
Nystagmus

Intellectual disability, moderate
Progressive visual loss

Renal insufficiency
Abnormality of the uvea
Language impairment
Abnormality of the urinary system
Behavioral abnormality
Abnormality of the genital system
Hypertension

Hemeralopia

Nyctalopia

Cryptorchidism

Syndactyly

Abnormal facial shape
Strabismus

Abnormal genital system morphology
Photophobia

Hearing impairment

Myopia

Count
211
203
200
128
122
111
108
105
105
79
79
76
69
57
56
52
50
41
39
39
38
38
37
35
31
31
30
27
26
26
25
25
23
22
22
21
21
20
18
17
17

Percentage
82.1
78.99
77.82
49.81
47.47
43.19
42.02
40.86
40.86
30.74
30.74
29.57
26.85
22.18
21.79
20.23
19.46
15.95
15.18
15.18
14.79
14.79
14.4
13.62
12.06
12.06
11.67
10.51
10.12
10.12
9.73
9.73
8.95
8.56
8.56
8.17
8.17
7.78
7.0
6.61
6.61
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HP:0100543
HP:0000819
HP:0004209
HP:0000823
HP:0000003
HP:0002099
HP:0000518
HP:0004322
HP:0002813
HP:0012591
HP:0001251
HP:0001627
HP:0000618
HP:0003124
HP:0000716
HP:0004361
HP:0002155
HP:0011842
HP:0030010
HP:0002650
HP:0001770
HP:0000047
HP:0005978
HP:0001392
HP:0000105
HP:0001256
HP:0000026
HP:0000483
HP:0002251
HP:0000126
HP:0000148
HP:0000505
HP:0001007
HP:0000103
HP:0000818
HP:0000164
HP:0007663
HP:0000076
HP:0003119
HP:0000540
HP:0002837
HP:0002719
HP:0002360
HP:0000821
HP:0010864

Cognitive impairment

Diabetes mellitus

Clinodactyly of the 5th finger
Delayed puberty

Multicystic kidney dysplasia
Asthma

Cataract

Short stature

Abnormality of limb bone morphology
Abnormal urinary electrolyte concentration
Ataxia

Abnormal heart morphology
Blindness

Hypercholesterolemia

Depression

Abnormality of circulating leptin level
Hypertriglyceridemia

Abnormality of skeletal morphology
Hydrometrocolpos

Scoliosis

Toe syndactyly

Hypospadias

Type 11 diabetes mellitus
Abnormality of the liver

Enlarged kidney

Intellectual disability, mild

Male hypogonadism

Astigmatism

Aganglionic megacolon
Hydronephrosis

Vaginal atresia

Visual impairment

Hirsutism

Polyuria

Abnormality of the endocrine system
Abnormality of the dentition
Reduced visual acuity
Vesicoureteral reflux

Abnormality of lipid metabolism
Hypermetropia

Recurrent bronchitis

Recurrent infections

Sleep disturbance

Hypothyroidism

Intellectual disability, severe

AN N9 9 909 90 000000000 O O o O O O

6.61
6.23
5.84
5.84
5.84
5.45
5.45
5.45
5.45
5.06
4.67
4.67
4.67
4.28
4.28
4.28
4.28
4.28
3.89
3.89
3.89
3.89
35
35
35
35
35
3.5
3.11
3.11
3.11
3.11
3.11
3.11
3.11
3.11
3.11
2.72
2.72
2.72
2.72
2.72
2.72
2.72
2.33
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HP:0002019
HP:0000548
HP:0000646
HP:0001631
HP:0000089
HP:0004727
HP:0001399
HP:0012210
HP:0002141
HP:0100607
HP:0003774
HP:0001629
HP:0003764
HP:0002910
HP:0012583
HP:0002870
HP:0000311
HP:0000074

HP:0000654
HP:0002857
HP:0003241
HP:0003134
HP:0001959
HP:0000286
HP:0000494
HP:0000403
HP:0000964
HP:0000855
HP:0001653
HP:0000350
HP:0000470
HP:0000072
HP:0000787
HP:0011443
HP:0001250
HP:0000842
HP:0000064
HP:0000718
HP:0007787
HP:0001290
HP:0005932
HP:0000141
HP:0007641
HP:0005565
HP:0000649

Constipation

Cone/cone-rod dystrophy
Amblyopia

Atrial septal defect

Renal hypoplasia

Impaired renal concentrating ability
Hepatic failure

Abnormal renal morphology
Gait imbalance

Dysmenorrhea

Stage 5 chronic kidney disease
Ventricular septal defect
Nevus

Elevated hepatic transaminases
Unilateral renal hypoplasia
Obstructive sleep apnea
Round face

Ureteropelvic junction obstruction

Decreased light- and dark-adapted electroretinogram

amplitude

Genu valgum

External genital hypoplasia

Abnormality of peripheral nerve conduction
Polydipsia

Epicanthus

Downslanted palpebral fissures

Recurrent otitis media

Eczema

Insulin resistance

Mitral regurgitation

Small forehead

Short neck

Hydroureter

Nephrolithiasis

Abnormality of coordination

Seizures

Hyperinsulinemia

Hypoplastic labia minora

Aggressive behavior

Posterior subcapsular cataract

Generalized hypotonia

Abnormal renal corticomedullary differentiation
Amenorrhea

Dyschromatopsia

Reduced renal corticomedullary differentiation

Abnormality of visual evoked potentials

A A A A L L L L L L L L OV O O O O
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2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.95
1.56
1.56
1.56
1.56

1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.56
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
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HP:0100779
HP:0000824
HP:0000341
HP:0000798
HP:0000870
HP:0012393
HP:0006101
HP:0000010
HP:0000278
HP:0000458
HP:0000407
HP:0002162
HP:0000786
HP:0010535
HP:0001763
HP:0000710
HP:0001840
HP:0000347
HP:0008734
HP:0001655
HP:0040064
HP:0002025
HP:0000739
HP:0000013
HP:0000771
HP:0001065
HP:0000956
HP:0003295
HP:0100581
HP:0008770
HP:0002240
HP:0002023
HP:0000107
HP:0000138
HP:0000147
HP:0001397
HP:0003307
HP:0002020
HP:0002788
HP:0000085
HP:0000405
HP:0001762
HP:0002925
HP:0012787
HP:0000389

Urogenital sinus anomaly
Growth hormone deficiency
Narrow forehead

Oligospermia

Prolactin excess

Allergy

Finger syndactyly

Recurrent urinary tract infections
Retrognathia

Anosmia

Sensorineural hearing impairment
Low posterior hairline

Primary amenorrhea

Sleep apnea

Pes planus

Hyperorality

Metatarsus adductus
Micrognathia

Decreased testicular size

Patent foramen ovale
Abnormality of limbs

Anal stenosis

Anxiety

Hypoplasia of the uterus
Gynecomastia

Striae distensae

Acanthosis nigricans

Impaired FSH and LH secretion
Dilatation of renal calices
Obsessive-compulsive trait
Hepatomegaly

Anal atresia

Renal cyst

Ovarian cyst

Polycystic ovaries

Hepatic steatosis

Hyperlordosis
Gastroesophageal reflux
Recurrent upper respiratory tract infections
Horseshoe kidney

Conductive hearing impairment
Talipes equinovarus

Increased thyroid-stimulating hormone level
Recurrent pyelonephritis

Chronic otitis media
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1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
1.17
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
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HP:0000508
HP:0000729
HP:0000369
HP:0000124
HP:0008441
HP:0012189
HP:0001822
HP:0006541
HP:0000035
HP:0011712
HP:0000093
HP:0002827
HP:0000833
HP:0000717
HP:0100260
HP:0001640
HP:0100501
HP:0000601
HP:0001133
HP:0005564
HP:0008551
HP:0005280
HP:0000648
HP:0000400
HP:0000713
HP:0012368
HP:0001638
HP:0000377
HP:0001650
HP:0008717
HP:0000160
HP:0000319
HP:0001643
HP:0008358
HP:0012538
HP:0000252
HP:0010522
HP:0100799
HP:0001742
HP:0002901
HP:0011981
HP:0010619
HP:0008763
HP:0001085
HP:0006336

Ptosis

Autistic behavior

Low-set ears

Renal tubular dysfunction
Herniation of intervertebral nuclei
Hodgkin lymphoma

Hallux valgus

Chronic obstructive airway disease from birth
Abnormality of the testis
Right bundle branch block
Proteinuria

Hip dislocation

Glucose intolerance
Autism

Mesoaxial polydactyly
Cardiomegaly

Recurrent bronchiolitis
Hypotelorism

Constriction of peripheral visual field
Absence of renal corticomedullary differentiation
Microtia

Depressed nasal bridge
Optic atrophy

Macrotia

Agitation

Flat face

Cardiomyopathy
Abnormality of the pinna
Aortic valve stenosis
Unilateral renal atrophy
Narrow mouth

Smooth philtrum

Patent ductus arteriosus
Hyperprolinemia

Gluten intolerance
Microcephaly

Dyslexia

Neoplasm of the middle ear
Nasal obstruction
Hypocalcemia

Pigment gallstones
Fibroadenoma of the breast
No social interaction
Papilledema

Short dental roots

_— e = = = = = = = NN N DN NN NN NN NN N NN NDNDNDN N NN NN DN DN NN DN DD NN DN DNDN

0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.78
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
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HP:0100852
HP:0004942
HP:0009748
HP:0012533
HP:0002027
HP:0001561
HP:0007302
HP:0006276
HP:0000358
HP:0002181
HP:0030276
HP:0001674
HP:0002153
HP:0100625
HP:0007965
HP:0003473
HP:0000100
HP:0000066
HP:0000248
HP:0000421
HP:0000848
HP:0000465
HP:0000733
HP:0005951
HP:0011220
HP:0008678
HP:0001058
HP:0000534
HP:0002097
HP:0000322
HP:0003186
HP:0008722
HP:0005102
HP:0001380
HP:0002558
HP:0008213
HP:0012296
HP:0005176
HP:0040183
HP:0009806
HP:0001332
HP:0000020
HP:0008751

HP:0011671
HP:0000712

Abnormal fear/anxiety-related behavior

Aortic aneurysm

Large earlobe

Allodynia

Abdominal pain
Polyhydramnios

Bipolar affective disorder
Hyperechogenic pancreas
Posteriorly rotated ears
Cerebral edema

Small scrotum

Complete atrioventricular canal defect

Hyperkalemia
Enlarged thorax

Undetectable visual evoked potentials

Fatigable weakness

Nephrotic syndrome

Labial hypoplasia
Brachycephaly

Epistaxis

Increased circulating renin level
Webbed neck

Stereotypy

Progressive inspiratory stridor
Prominent forehead

Renal hypoplasia/aplasia

Poor wound healing
Abnormality of the eyebrow
Emphysema

Short philtrum

Inverted nipples

Urethral diverticulum
Cochlear degeneration
obsolete Ligamentous laxity
Supernumerary nipple
Gonadotropin deficiency
Slender distal phalanx of finger
Dysplastic aortic valve
Encopresis

Nephrogenic diabetes insipidus
Dystonia

Urinary incontinence

Laryngeal cleft

Interrupted inferior vena cava with azygous

continuation

Emotional lability
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0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39

0.39
0.39
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HP:0012395
HP:0000189
HP:0012621
HP:0003302
HP:0002880
HP:0000256
HP:0002110
HP:0000738
HP:0000608
HP:0000012
HP:0012185
HP:0002015
HP:0001063
HP:0030339
HP:0000954
HP:0008046
HP:0000098
HP:0100710
HP:0000998
HP:0010935
HP:0006528
HP:0005306
HP:0100857
HP:0003236
HP:0002750
HP:0001537
HP:0003438
HP:0005575
HP:0001737
HP:0002566
HP:0000090
HP:0006670
HP:0010831
HP:0002093
HP:0001969
HP:0000307
HP:0002611
HP:0100886
HP:0000789
HP:0100785
HP:0001284
HP:0002057
HP:0007874
HP:0006510
HP:0008873

Seasonal allergy

Narrow palate

Persistent cloaca

Spondylolisthesis

obsolete Respiratory difficulties
Macrocephaly

Bronchiectasis

Hallucinations

Macular degeneration

Urinary urgency

Constrictive median neuropathy
Dysphagia

Acrocyanosis

Decreased circulating gonadotropin level
Single transverse palmar crease
Abnormality of the retinal vasculature
Tall stature

Impulsivity

Hypertrichosis

Abnormality of the upper urinary tract
Chronic lung disease

Capillary hemangiomas

Flat sella turcica

Elevated serum creatine phosphokinase
Delayed skeletal maturation
Umbilical hernia

Absent Achilles reflex
Hemolytic-uremic syndrome
Pancreatic cysts

Intestinal malrotation
Nephronophthisis

Impaired myocardial contractility
Impaired proprioception

Respiratory insufficiency
Tubulointerstitial abnormality
Pointed chin

Cholestatic liver disease

Abnormality of globe location
Infertility

Insomnia

Areflexia

Prominent glabella

Almond-shaped palpebral fissure
Chronic obstructive pulmonary disease

Disproportionate short-limb short stature

— = e e e e e ek ek e e e e e e e e ek e e e ek ek e e e e e e e ek ek e e e ek ek e e e e e e e

0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
0.39
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0.39
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0.39
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0.39
0.39
0.39
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0.39
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0.39
0.39
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HP:0001347
HP:0006934

HP:0100478
HP:0007401
HP:0003251
HP:0006986
HP:0000017
HP:0002315
HP:0002189
HP:0002970
HP:0000349
HP:0000137
HP:0000767
HP:0003837
HP:0011129
HP:0001433
HP:0012532
HP:0000096
HP:0006349
HP:0001658
HP:0006712
HP:0002389
HP:0000843
HP:0010353
HP:0003394
HP:0000795
HP:0006610
HP:0007483
HP:0000316
HP:0002091
HP:0004610
HP:0007256
HP:0100754
HP:0001723
HP:0000581
HP:0000858
HP:0000741
HP:0010365
HP:0100877
HP:0000218
HP:0030263
HP:0006872
HP:0000308
HP:0100738
HP:0012584

Hyperreflexia

Congenital nystagmus
Symphalangism affecting the distal phalanx of the 5th
toe

Macular atrophy

Male infertility

Upper limb spasticity
Nocturia

Headache

Excessive daytime sleepiness
Genu varum

Widow's peak

Abnormality of the ovary
Pectus excavatum

Soft-tissue ossification around the shoulders
Bilateral fetal pyelectasis
Hepatosplenomegaly

Chronic pain
Glomerulosclerosis

Agenesis of permanent teeth
Myocardial infarction
Aplasia/Hypoplasia of the ribs
Cavum septum pellucidum
Hyperparathyroidism
Symphalangism affecting the phalanges of the 2nd toe
Muscle cramps

Abnormality of the urethra
Wide intermamillary distance
Depigmentation/hyperpigmentation of skin
Hypertelorism

Restrictive ventilatory defect
Lumbear spinal canal stenosis
Abnormal pyramidal signs
Mania

Restrictive cardiomyopathy
Blepharophimosis

Menstrual irregularities
Apathy

Symphalangism affecting the phalanges of the 3rd toe
Renal diverticulum

High palate

Torsion of the penis

Cerebral hypoplasia
Microretrognathia

Abnormal eating behavior

Bilateral renal hypoplasia
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HP:0001394
HP:0001272
HP:0000414
HP:0000692
HP:0002900
HP:0001688
HP:0100874
HP:0010862
HP:0000756
HP:0100515
HP:0004415
HP:0002944
HP:0001647
HP:0100729
HP:0002089
HP:0001680
HP:0003419
HP:0002321
HP:0010638
HP:0000049
HP:0012622
HP:0000075
HP:0001761
HP:0001105
HP:0000110
HP:0006538
HP:0003154
HP:0008516
HP:0003457
HP:0010499
HP:0001711
HP:0002346
HP:0001279
HP:0000541
HP:0008233
HP:0000246
HP:0002907
HP:0009244
HP:0012330
HP:0000732
HP:0009905
HP:0012582
HP:0005994
HP:0007803
HP:0012170

Cirrhosis

Cerebellar atrophy

Bulbous nose

Misalignment of teeth

Hypokalemia

Sinus bradycardia

Thick hair

Delayed fine motor development
Agoraphobia

Pollakisuria

Pulmonary artery stenosis
Thoracolumbar scoliosis

Bicuspid aortic valve

Large face

Pulmonary hypoplasia

Coarctation of aorta

Low back pain

Vertigo

Elevated alkaline phosphatase of hepatic origin
Shawl scrotum

Chronic kidney disease

Renal duplication

Pes cavus

Retinal atrophy

Renal dysplasia

Recurrent bronchopulmonary infections
Increased circulating ACTH level
Abnormality of the vertebral spinous processes
EMG abnormality

Patellar subluxation

Abnormal morphology of the left ventricle
Head tremor

Syncope

Retinal detachment

Decreased serum progesterone

Sinusitis

Microscopic hematuria

Distal/middle symphalangism of 5th finger
Pyelonephritis

Inflexible adherence to routines or rituals
Thin ear helix

Bilateral renal dysplasia

Nodular goiter

Monochromacy

Nail-biting
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HP:0001310
HP:0100851
HP:0002094
HP:0004401
HP:0010955
HP:0000722
HP:0200049
HP:0002516
HP:0100786
HP:0000362
HP:0000664
HP:0000744

HP:0100412
HP:0012594
HP:0002354
HP:0001601
HP:0000073
HP:0001103
HP:0002048
HP:0000388
HP:0000546
HP:0000853
HP:0000289
HP:0002591
HP:0001545
HP:0012387
HP:0002839
HP:0001276
HP:0100829
HP:0003326
HP:0001659
HP:0002904
HP:0000568
HP:0001138
HP:0001177
HP:0100518
HP:0004418
HP:0002370
HP:0000616
HP:0001776
HP:0003196
HP:0000836
HP:0005180
HP:0002164
HP:0008163

Dysmetria

Abnormal emotion/affect behavior
Dyspnea

Meconium ileus

Dilatation of the bladder
Obsessive-compulsive behavior
Upper limb hypertonia
Increased intracranial pressure
Hypersomnia

Otosclerosis

Synophrys

Low frustration tolerance

Complete duplication of the middle phalanx of the 5th

toe

Microalbuminuria
Memory impairment
Laryngomalacia
Ureteral duplication
Abnormality of the macula
Renal cortical atrophy
Otitis media

Retinal degeneration
Goiter

Broad philtrum
Polyphagia

Anteriorly placed anus

Bronchitis

Urinary bladder sphincter dysfunction

Hypertonia

Galactorrhea

Myalgia

Aortic regurgitation
Hyperbilirubinemia
Microphthalmia

Optic neuropathy
Preaxial hand polydactyly
Dysuria
Thrombophlebitis

Poor coordination

Miosis

Bilateral talipes equinovarus
Short nose
Hyperthyroidism
Tricuspid regurgitation
Nail dysplasia

Decreased circulating cortisol level
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HP:0000360
HP:0002205
HP:0008661
HP:0000975
HP:0000143
HP:0000859
HP:0000294
HP:0000475
HP:0000016
HP:0011109
HP:0002506
HP:0004684
HP:0002967
HP:0000071
HP:0002076
HP:0006532
HP:0003363
HP:0008947
HP:0000023
HP:0000735
HP:0100739
HP:0008736

Tinnitus

Recurrent respiratory infections

Urethral stenosis
Hyperhidrosis
Rectovaginal fistula
Hyperaldosteronism

Low anterior hairline
Broad neck

Urinary retention

Chronic sinusitis

Diffuse cerebral atrophy
Talipes valgus

Cubitus valgus

Ureteral stenosis

Migraine

Recurrent pneumonia
Abdominal situs inversus
Infantile muscular hypotonia
Inguinal hernia

Impaired social interactions
Bulimia

Hypoplasia of penis
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Gene
name
BBS1
BBS10
BBS5
BBS10
BBS10
BBS16
BBS12
BBS12
BBS1
BBS4
BBS1
BBS1
BBS2
BBS2
BBS1
BBS12
BBS12
BBS2
BBS1

BBS8
BBS1
BBS4
BBS10
BBS12
BBS5
BBS2
BBS10
BBS9
BBS4
BBS2
BBS6
BBS1
BBS9
BBS5
BBS1
BBS4
BBS16

BBS12
BBS16
BBS1

BBS12
BBS12
BBS10

BBS2
BBS12
BBS1
BBS1
BBS1

Annexe 4 : Nomenclature et fréquence de ’ensemble des mutations

identifiées dans notre cohorte

c.norm

NM_024649.4:c.1169T>G
NM_024685.3:c.271dupT
NM_152384.2:c.123delA
NM_024685.3:c.931T>G
NM_024685.3:c.145C>T
NM_006642.4:c.740+356C>T
NM_001178007.1:c.1115_1116delTT
NM_001178007.1:c.1063C>T
NM_024649.4:c.479G>A
NM_033028.4:c.927T>G
NM_024649.4:c.1645G>T
NM_024649.4:c.863T>G
NM_031885.3:c.416G>T
NM_031885.3:c.940delA
NM_024649.4:c.436C>T
NM_001178007.1:c.1893_1894delTC
NM_001178007.1:c.789C>G
NM_031885.3:c.662T>C
NM_024649.4:c.118delT

NM_198309.3:c.459G>A
NM_024649.4:c.382C>T
NM_033028.4:c.711+2T>C
NM_024685.3:c.1241T>C
NM_001178007.1:¢.865G>C
NM_152384.2:c.166A>G
NM_031885.3:c.68G>C
NM_024685.3:c.273C>G
NM_198428.2:c.462C>G
NM_033028.4:c.739C>T
NM_031885.3:c.626T>C
NM_170784.2:c.1272+1G>A
NM_024649.4¢.320_332dup
NM_198428.2:c.1465_1468delGTTT
NM_152384.2:c.1A>T
NM_024649.4:c.1177C>T
NM_033028.4:c.1106+1G>A
NM_006642.4:c.1339dupG

NM_001178007.1:¢c.769dupA
NM_006642.4:c.679A>T
NM_024649.4:c.592A>T
NM_001178007.1:¢c.265_266delTT
NM_001178007.1:¢c.30_34delAAGAA
NM_024685.3:¢.943C>T

NM_031885.3:¢.118-1G>C
NM_001178007.1:¢.1037T>C
NM_024649.4:c.217G>T
NM_024649.4:c.851delA
NM_024649.4:¢.1285C>T

p.norm
NP_078925.3:p.Met390Arg
NP_078961.3:p.Cys91LeufsTer5
NP_689597.1:p.Gly42GlufsTer11
NP_078961.3:p.Ser311Ala
NP_078961.3:p.Arg49Trp

NP_001171478.1:p.Phe372Ter
NP_001171478.1:p.Arg355Ter
NP_078925.3:p.Arg160GIn
NP_149017.2:p.Asn309Lys
NP_078925.3:p.Glu549Ter
NP_078925.3:p.Leu288Arg
NP_114091.3:p.Gly139Val
NP_114091.3:p.lle314Serfs
NP_078925.3:p.Arg146Ter
NP_001171478.1:p.Pro632PhefsTer7
NP_001171478.1:p.Tyr263Ter
NP_114091.3:p.Leu221Pro
NP_078925.3:p.Cys40AlafsTer2

NP_938051.1:p.Thr153=
NP_078925.3:p.GIn128Ter

NP_078961.3:p.Leud414Ser
NP_001171478.1:p.Ala289Pro
NP_689597.1:p.Arg56Gly
NP_114091.3:p.Arg23Pro
NP_078961.3:p.Cys91Trp
NP_940820.1:p.lle154Met
NP_149017.2:p.GIn247Ter
NP_114091.3:p.Leu209Pro

NP_078925.3:p.Val112PhefsTer9
NP_940820.1:p.Val489llefsTer2
NP_689597.1:p.Met1?
NP_078925.3:p.Arg393Ter

NP_006633.1:p.Glu447GlyfsTer17
ENST00000542236.1:p.Thr257AsnfsT
er10

NP_006633.1:p.Lys227Ter
NP_078925.3:p.Thr198Ser
NP_001171478.1:p.Leu89ValfsTer11
NP_001171478.1:p.Arg11ThrfsTer30
NP_078961.3:p.GIn315Ter

NP_001171478.1:p.lle346Thr
NP_078925.3:p.Gly73Ter
NP_078925.3:p.Tyr284Serfs
NP_078925.3:p.Arg429Ter

Effect
missense
frameshift
frameshift
missense
missense
intron_variant
frameshift
nonsense
missense
missense
nonsense
missense
missense
frameshift
nonsense
frameshift
nonsense
missense
frameshift
splice region
varaint
nonsense
splice_donor
missense
missense
missense
missense
missense
missense
nonsense
missense
splice_donor
frameshift
frameshift
start_loss
nonsense
splice_donor
frameshift

frameshift
nonsense
missense
frameshift
frameshift
nonsense
splice_accept
or
missense
nonsense
frameshift
nonsense

Count

178
65
23
18
17
16
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%
23,15
8,45
2,99
2,34
2,21
2,08
1,56
1,56
1,43
1,3
1,17
1,04
1,04
1,04
1,04
0,91
0,78
0,78
0,78

0,78
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52

0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52

0,52
0,39
0,39
0,39
0,39



BBS12
BBS1
BBS2
BBS10
BBS4

BBS1
BBS12
BBS2
BBS2

BBS12
BBS2
BBS7
BBS2
BBS12
BBS2
BBS12
BBS7
BBS10
BBS6

BBS4
BBS9
BBS7
BBS10
BBS1
BBS12
BBS4
BBS4
BBS6
BBS5
BBS6

BBS1
BBS6
BBS2
BBS6
BBS2
BBS9
BBS9
BBS18
BBS10
BBS7
BBS5
BBS5
BBS7
BBS5
BBS6

BBS12
BBS6
BBS7
BBS10
BBS1
BBS17
BBS1

NM_001178007.1:¢.356G>A
NM_024649.4:¢.1318C>T
NM_031885.3:¢.1864C>T
NM_024685.3:¢.1510_1511delAT
NM_033028.4:c.221delC

NM_024649.4¢c.724-1G>C
NM_001178007.1:¢c.270delT
NM_031885.3:¢.627_628delTT
ENST00000245157.5:¢.814C>T

NM_001178007.1:¢.337_339delGTA
NM_031885.3:c.402delT
NM_176824.2¢.986G>T
NM_031885.3:c.116A>G
NM_001178007.1:c.1055A>C
NM_031885.3:c.415G>A
NM_001178007.1:¢c.1483_1484delGA
NM_176824.2¢c.1695delT
NM_024685.3:¢.719T>G
NM_170784.2:¢.1225_1226delGG

ENST00000268057.4:¢.221-2A>T
NM_198428.2:¢.310delT
NM_176824.2:c.712_715delAGAG
NM_024685.3:¢c.1025delT
NM_024649.4:¢.951+1G>A
NM_152618.2:¢.2023C>T
NM_033028.4:¢.172C>T
NM_033028.4:c.1103A>G
NM_170784.2:c.1034G>A
NM_152384.2:¢.816+1G>C
NM_170784.2:¢.998T>G

NM_024649.4:c.1473+4A>G
NM_170784.2:c.110A>G
NM_031885.3:¢.175C>T
NM_170784.2:¢.121G>C
NM_031885.3:¢.944G>A
ENST00000242067.6:¢.1789+1G>A
NM_198428.2:¢c.855delG
NM_001195306.1:¢.173T>G
NM_024685.3:¢.931_932insA
NM_176824.2c.2015G>A
NM_152384.2:c.413G>A
NM_152384.2:¢.413G>C
NM_176824.2:c.1062_1063delTA
NM_152384.2:¢.2T>C
NM_170784.2:c.763delA
NM_001178007.1:¢c.1340_1348delAG

GCTGCAG

NM_170784.2:c.1406T>C
NM_176824.2:¢.389_390delAC
NM_024685.3:¢.306_309delCAGA
NM_024649.4:c.752delT
NM_001276378.1:¢.209T>C
NM_024649.4:¢.1696-18A>G

NP_001171478.1:p.Gly119Asp
NP_078925.3:p.Arg440Ter
NP_114091.3:p.Arg622Ter
NP_078961.3:p.lle504SerfsTer17
NP_149017.2:p.Ala74AspfsTer2

NP_001171478.1:p.Val92LeufsTer20
NP_114091.3:p.Cys210SerfsTer20
ENSP00000245157.5:p.Arg272Ter

NP_001171478.1:p.Val113del
NP_114091.3:p.Ala136ArgfsTer65
NP_789794.1p.Gly329Val
NP_114091.3:p.Lys39Arg
NP_001171478.1:p.GIn352Pro
NP_114091.3:p.Gly139Ser
NP_001171478.1:p.Glu495ArgfsTer3
NP_789794.1p.Phe565LeufsTer12
NP_078961.3:p.Val240Gly
NP_740754.1:p.Gly409ArgfsTer5

NP_940820.1:p.Cys104ValfsTer20
NP_789794.1:p.Arg238Glufs
NP_078961.3:p.1le342ThrfsTer27

NP_001171478.1:p.Arg675Ter
NP_149017.2:p.GIn58Ter
NP_149017.2:p.Asp368Gly
NP_740754.1:p.Gly345Glu

NP_740754.1:p.1le333Ser

NP_740754.1:p.Tyr37Cys
NP_114091.3:p.GIn59Ter
NP_740754.1:p.Gly41Arg
NP_114091.3:p.Arg315GIn
p.IVS17+1G>A
NP_940820.1:p.Trp285Ter
NP_001182234.1:p.Leu58Ter
NP_078961.3:p.Ser311TyrfsTer2
NP_789794.1p.Gly672Asp
NP_689597.1:p.Arg138His
NP_689597.1:p.Arg138Pro
NP_789794.1:p.Tyr354Terfs
NP_689597.1:p.Met1?
NP_740754.1:p.Thr255LeufsTer25
NP_001171478.1:p.Glu447_Ala449de
I

NP_740754.1:p.Leu469Pro
NP_789794.1:p.Asn130Thrfs
NP_078961.3:p.Asp102GlufsTer6
NP_078925.3:p.Leu251GInfsTer25
NP_065080.1:p.Leu87Pro

missense
nonsense
nonsense
frameshift
frameshift
splice_accept
or

frameshift
frameshift
nonsense
inframe_deleti
on

frameshift
missense
missense
missense
missense
frameshift
frameshift
missense
frameshift
splice_accept
or

frameshift
frameshift
frameshift
splice_donor
nonsense
nonsense
missense
missense
splice_donor
missense
splice region
varaint
missense
nonsense
missense
missense
splice_donor
frameshift
nonsense
frameshift
missense
missense
missense
nonsense
start_loss
frameshift
inframe_deleti
on

missense
frameshift
frameshift
frameshift
missense
intron_variant
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BBS4

BBS5
BBS7
BBS1
BBS3
BBS8
BBS16
BBS12
BBS9
BBS2
BBS7
BBS17
BBS10
BBS10
BBS2
BBS7
BBS10
BBS12
BBS17
BBS5

BBS1
BBS1
BBS1
BBS2
BBS6
BBS7
BBS1
BBS9
BBS9
BBS12
BBS9
BBS4

BBS7
BBS4
BBS10

BBS4
BBS4
BBS10
BBS2
BBS1
BBS2
BBS1
BBS7
BBS10
BBS7
BBS1
BBS10
BBS12
BBS10
BBS2
BBS10
BBS1
BBS10

NM_033028.4:¢.655C>T

NM_152384.2:¢.900+5G>A
NM_176824.2:c.728G>A
NM_024649.4:c.670G>A
NM_032146.5:¢.364C>T
NM_144596.3:¢c.624+1G>A
NM_006642.4:¢.1120C>T
NM_001178007.1:c.476C>T
NM_198428.2:¢.242T>C
NM_031885.3:¢.522T>A
NM_176824.2c.716G>A
NM_020347.3¢c.778G>T
NM_024685.3:¢.272_273insT
NM_024685.3:¢c.1091delA
NM_031885.3:¢c.1992delT
NM_176824.2¢c.640G>A
NM_024685.3:¢.509T>C
NM_001178007.1:¢c.1502C>T
NM_020347.3:¢.402_406delAAAGC
NM_152384.2:¢.816G>C

NM_024649.4:¢c.952-2delA
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NM_024649.4:c.1150G>T
NM_024685.3:c.1407T>A
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NP_940820.1:p.Val81Ala
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NP_940820.1:p.Lys626Argfs
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NP_149017.2:p.Arg295Ter
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NP_078961.3:p.Tyr469Ter
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Identification de nouveaux génes
dans le Syndrome de Bardet-Biedl
Corrélations génotype-phénotype

Résumé

Le syndrome de Bardet-Biedl (BBS) est une ciliopathie syndromique associant une rétinopathie
pigmentaire, une polydactylie post-axiale, une obésité, un hypogonadisme, des anomalies rénales
et des troubles des apprentissages. Le cil primaire est présent a la surface de la quasi totalité des
cellules de I’organisme et joue un rdle d’antenne cellulaire captant les signaux extérieurs pour les
transmettre a la cellule. A ce jour 21 genes BBS ont été identifiés codant des protéines ayant une
fonction ciliaire. Au cours de ce travail, nous avons identifi¢ 3 nouveaux genes BBS
(SDCCAGS/BBS16, LZTFLI1/BBS17, BBIP1/BBS18) et confirmé I’implication de /F7172/BBS20.
Nous avons également établi des corrélations génotype-phénotype : absence de polydactylie et
insuffisance rénale associées aux mutations dans BBS/6 ; polydactylie mésoaxiale et atteinte
rénale associées aux mutations dans BBS/7 ; possible association d’une polydactylie préaxiale
aux mutations dans BBS20. Enfin, nous décrivons sur le plan clinique et moléculaire la plus
grande cohorte de patients BBS a partir d’une base de données clinico-biologique mise en place
au cours de ce travail.

Mots clés: Syndrome de Bardet-Biedl, ciliopathie, genes BBS, corrélations génotype-
phénotype, cohorte de patients.

Résumé en anglais

Bardet-Biedl syndrome (BBS) is a syndromic ciliopathy associating with retinitis pigmentosa,
postaxial polydactyly, obesity, hypogonadism, renal anomalies and learning difficulties. The
primary cilium is antenna-like structure at the surface of the cell. 21 BBS genes are identified
and the corresponding proteins are related to primary cilium structure and function. In this study,
we identified 3 new BBS genes (SDCCAGS8/BBS16, LZTFL1/BBS17, BBIP1/BBS18) and we
confirmed the implication of IFT172/BBS20 in this syndrome. We also established strong
genotype-phenotype correlations: absence of polydactyly and early renal failure in
SDCCAGS8/BBS16 patients; mesoaxial polydactyly and early renal failure in LZTFL1/BBSI17
patients; possible preaxial polydactyly in /F7T172/BBS20 patients. Finally, we reported the
molecular and clinical description of the largest BBS cohort thanks to the clinical and biological
database created in the Laboratory.

Keywords: Bardet-Biedl syndrome, ciliopathy, BBS genes, genotype-phenotype correlations,
patients’ cohort.
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