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Abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNc : ADN complémentaire

ADPKD: autosomal dominant polycystic
kidney disease

ARL13B: ADP-ribosylation factor-like protein
13B

ARN : Acide RiboNucléique

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

ATD: Asphyxiating thoracic dystrophy

BBS: Bardet-Biedl syndrome

CCT : chaperone-containing T- complex
polypeptidel

CDK10: Cyclin-Dependent Kinase 10

Co-IP: Co-immunoprécipitation

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

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

DPN : Diagnostic Pré Natal

ECL: enhanced chemiluminescent

ERC: endocytic recycling compartment
ERG : électrorétinogramme

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

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

GTPase : Guanosine Triphosphate
phosphatase

IF: immunofluorescence

IFT: Intraflagellar Transport

IHH: Indian-Hedgehog

iPSC: induced Pluripotent Stem Cell
KD: Knock-Down

KI: Knock-In

KO: Knock-Out

MC: Mother Centriole

MO: Morpholinos

MR: Maladies Rares

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

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OS: Outer Segment

pb : paire de base

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

PCR: Polymérase Chain Reaction
PFA : Paraformaldéhyde

PH : Pleckstrine Homology

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

RIPA: Radio-Immunoprecipitation Assay
RP : Rétinopathie Pigmentaire

RT : Reverse Transcription

RT: Room Temperature

SAG: Smo Agoniste

SHH: Sonic-Hedgehog

SMO : Smoothened



Abréviations

SUFU : Suppresseur de fused

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

TPR : Tetratricopeptide Repeat

TZ : Transition Zone

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

WT: Wild Type
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1. Introduction

I Les maladies génétiques rares
A Définition :

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

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

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

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

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

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

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

Maladies rares

Génétique (~80%) Non génétique

Léthale Sévere Non sévere

Etapes de I'évaluation des maladies rares

Diagnostic — mp Pronostic =~ ==  Traitement

1 1

Clinique Spécifique

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1. Prise en charge des maladies génétiques rares :

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ressource Lien

Objectif de la ressource

Eurordis https://www.eurordis.org

Fourni des informations sur des maladies
génétiques rares spécifiques

/NBK1116/

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

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

NORD https://rarediseases.org/

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

OMIM https://www.omim.org/

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

Orphanet
bin/index.php

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

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

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

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

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

recherche sur les troubles
neurodéveloppementaux

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

C. Les affections génétiques ophtalmologiques

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

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

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

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

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

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

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

» Les dystrophies héréditaires de la rétine (DHR)

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

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

-

A. Cornée 7 N
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Nerf optique . ,
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Humeur
vitreuse

FONDS D’CEIL

NORMAUX PATHOLOGIQUES

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

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

l. Les cils

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

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

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

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

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

Il existe deux types de cils qui se distinguent par leurs structures, localisations, et fonctions
(Baker and Beales, 2009) : le cil motile « 9+2 » et les cil non motile « 9+0 » également appelé
cil primaire (Figure 4).
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A. |Flagelle motile Cil motile  Cil motile Cil motile Cil motile Cil primaire  Cil primaire (il primaire
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Figure 4 : Apercu des différents types de cils et de flagelles observé par microscopie électronique. A.
Exemples d'organismes et de types de cellules présentant différents types de cils mobiles ou non
mobiles : (i) Vaughan et al. 2008, (ii) Vincensini et al. 2011, (iii) et (v) Dartmouth College Electron
Microscope Facility (http://www.dartmouth.edu/~emlab/gallery/), (iv) Sanchez et Mardomingo, 2007,
(vi) Wheatley et al. 1996, (vii) Christensen et al. 2012, et (viii) Zeiske et al. 2003. B. Micrographies
électroniques de coupes transversales ou longitudinales d’un cils motile « 9+2 » (a gauche) et d'un cil
primaire « 9+0 » (a droite). (i) Jensen et al. 2004, (ii) Kiprilov et al. 2008, (iii) et (iv) Dartmouth College
Electron Microscope Facility (http://www.dartmouth.edu/~emlab/gallery/).

A. Structure des cils

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

B. Localisations des cils

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

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

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

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

A.

Microtubule B Epithélium olfactif

Cellules énendvmaires

Microtubule A

Cil motile « 9+2 »

Légende :

@ Membrane ciliaire

@ Doublet de microtubule
A Bras de dynéine externe

“== Bras de dynéine interne
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[ o 3
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Gaine interne

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

C. Fonctions des cils

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Les protéines photosensibles de I'opsine et d'autres composants de la cascade de
phototransduction sont intégrés dans des repliements membranaires qui remplissent tout
I'OS. Les photons déclenchent la conversion des protéines photosensibles de I'opsine, ce qui
modifie la charge de la membrane et déclenche la libération de neurotransmetteurs au niveau
de la synapse du photorécepteur (hyperpolarisation) en contact avec les cellules bipolaires. les
signaux électriques provenant des photorécepteurs sont intégrés et modulés par les cellules
bipolaires et les cellules horizontales, le signal résultant est transmis aux cellules
ganglionnaires dont les regroupement des axones forme le nerf optique, connecté au cerveau

15



1. Introduction

(Masek et al., 2023). Les cils primaires du segment externe de la rétine jouent donc un role
primordial dans la transduction du signal lumineux, ce qui explique pourquoi la dystrophie
rétinienne est une caractéristique clé des ciliopathies (Bachmann-Gagescu and Neuhauss,
2019) (Figure 7).
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Figure 7 : Le cil primaire des photorécepteurs. Annotation des parties d’'un photorécepteur et de son
cil primaire (Adapté de Wheway et a/.2014).

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

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

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

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

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

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

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

A la sortie du cycle cellulaire, le centriole mére acquiert la compétence pour la ciliogénése en
réponse a des signaux développementaux et/ou environnementaux spécifiques. Ainsi
I'assemblage des différents compartiments du cil commence en GO (Figure 8).

17



1. Introduction

Stimulation de la croissance pour Confluence et/ou déprivation en
rentrer dans le cycle cellulaire sérum pour induire la ciliogénese
GO ¢ GO0/G1 S G2/M G1 ¢ G1/GO

Maturation du

Désassemblage
du cil primaire

| Assemblage du

centriole .
i cil primaire

Séparation du

| [} [}
| | I I I
I | I I I
I I I I I
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1
I | I ] ]
1 | 1 1 1
1 1 1 1 I
I | [} [} [}
| ! | centrosome | |
i i Duplication i Formation du i | i
: Centriole
\ | ducentriole | fyseau mitotique | . '
! | | : i meren
| | Ly e
TIE =
| | e | =
1 | 1 1 1
| =Y =
1 I H]Dl | ot st oy s e e | |
[} | [} [} \ [}
I 1 I I I
1 1 I 1 I
! : ! z | Centriole !
! ! ! 13 ! fille !
1 1 1 1 1

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

» Les deux voies de la ciliogénése

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

e La voie intracellulaire ou « voie classique » se déroule dans les cellules non polarisées
comme les fibroblastes et les photorécepteurs ou le cil primaire émerge d’une
invagination de la membrane plasmique appelée la poche ciliaire. Plus précisément,
une vésicule ciliaire interagit avec I'appendice distal du centriole mere situé prés du
noyau, suite a la formation de la zone de transition (TZ), I'axonéme émerge et s’allonge

18



1. Introduction

de cette vésicule et se met a croitre dans la poche ciliaire (caractérisée par la présence
de vésicules a clathrine participant a un trafic vésiculaire actif caractérisant cette
région) (Ghossoub et al., 2011). L’élongation de I'axonéme se fait grace a la machinerie
ciliaire dont le transport intraflagellaire (IFT). La membrane intracellulaire du cil en
développement fusionne ensuite avec la membrane plasmique pour étendre le cil a la
surface de la cellule (Figure 9).

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

CELLULES NON POLARISEES CELLULES POLARISEES

Fibroblastes, Neurones, Cellules musculaires Cellules épithéliales rénales

Cellules endothéliales

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

et

Fusion avec la

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

IFT-A IFT-B

IFT144 ‘

'I FT140

IFT122

&

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

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

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

e BBSome

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

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

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

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

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

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

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

e Le complexe chaperonin-like

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

e Lavoie « ON »

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1. Le phénotype du BBS

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

Polydactylie Syndactylie/ Brachydactylie

F=======5

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

Atteintes cérébrales

Obésité Anomalie hépatique, diabéte sucré,

Rétinopathie
pigmentaire

Myopie sévere, strabisme, cataracte,
astigmatisme

Anomalies rénales Polyurie-polydipsie

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

bronchite, malformation cardiaque

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

2. Les signes cliniques majeurs du BBS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<\ BBSome

A Complexe IFT

Dynéine

@ Kinésine

BBSome

BB511

Chaperonine-like

BBS6 BBS13
BBS10 BBS14
BBS12 BBS15
BBS16
BBS23/CEP19
NPHP15

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

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

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

Un effet fondateur est a l'origine des deux mutations les plus courantes en Europe du Nord :
p.M390R (BBS1, c.1169T>G représentant 70 % des cas de BBS1) et p.C91Lfs*5 (BBS10,
¢.271dupT représentant 48 % des cas de BBS10). Le reste des génes BBS connus sont tres

42



1. Introduction

rarement mutés dans les familles BBS identifiées et représentent chacun <5% des cas BBS.
Certains d'entre eux n’ont été identifiés que dans quelques familles BBS, ils sont donc des
contributeurs mineurs du syndrome (Khan et al., 2016) et pour certains le statut de géne
candidat est encore discuté (TRIM32/BBS11). Par exemple, le géne BBS5 n’est retrouvé muté
que chez 2% des patients BBS.

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

Autres BBS
8%

¢.1169T>G
p.M390R

BBS2
10%

BBS3
5%

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

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

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

0 Diagnostic clinique Mode de transmission

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

Affections Rares en Génétique Ophtalmologiques.
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A Le diagnostic clinique

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

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

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

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

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

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

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

B. Le diagnostic moléculaire

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

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

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

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

C. Stratégie diagnostique

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

Globalement, les techniques de séquencage a haut débit citées précédemment générent une
guantité massive de données qui a nécessité le développement de logiciel bio-informatiques
pour permettre leur analyse. Les données passent par plusieurs étapes d’annotations et de
filtrations qui servent a réduire le nombre de variants et sélectionner ceux qui sont
potentiellement pathogénes. Lannotation des variations et la détermination de leur
pathogénicité repose depuis quelques années sur une nomenclature faisant suite a un besoin
de standardisation dans la maniére d’interpréter les variations d’un patient (Riggs et al., 2020).
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Figure 20: Stratégie du diagnostic moléculaire. La stratégie suivie pour réaliser le diagnostic
moléculaire (pipeline) dans le cas d’un BBS, grace a un travail complémentaire entre le laboratoire de
Diagnostic Génétique (Nouvel Hoépital Civil, Strasbourg) le laboratoire de Recherche en Génétique
Médical U-1112 (CRBS, Strasbourg) (Muller J. et al HG 2010, Redin C. et al JMG 2012, National
Diagnostic decision tree ANPGM 08/2017).

D. Classification des variants et outils de prédictions

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

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

e Classe 1 :variant bénin

e (Classe 2 : variant probablement bénin

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

e C(lasse 5 : variant pathogéne

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Quelques exemples de ces tests sont listés ci-dessous :

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Il existe une grande diversité de tests fonctionnels qui n’a de cesse d’évoluer avec le
perfectionnement continue des techniques de biologie moléculaires et cellulaires. Il est a
noter que ces tests sont souvent développés par les laboratoires de recherche pour identifier
des biomarqgueurs et sont finalement transférés au laboratoire de diagnostic pour faciliter le
diagnostic des futurs patients.
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TES/WES/WGS

NN

Tests et données génétiques
supplémentaires
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Classe 1/2 Classe 3 Classe 4/5

l

Validation fonctionnelle

Modéle d’étude Type d’étude

In-vitro : cellules primaires Expression génétique
de patients issues de peau, Expression proteique
de sang, d’urine, lignée Fonction protéique
cellulaire, IPSC/organoide Restauration (rescue)
In-vivo : souris, poissons Surexpression

zébre, drosophile Biomarqueur

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

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

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

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

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

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

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

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

» Le projet portant sur BBS5

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

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

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

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

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

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

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

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

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

» Projet portant sur PIK3C2A et sur CDK10

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

Le manuscrit portant sur PIK3C2A est en cours de rédaction et sera soumis prochainement.
Refining the PIK3C2A related phenotype genotype charaterization and link with functional
SHH primary cilia defect. Adella Karam*, Clarisse Delvallée'*, Bénédicte Gérard, Elodie
Javey, Pascal Kessler, Valérie Pelletier, Jean-Baptiste Lamouche, Nicolas Le May, Jean Muller
and Héléne Dollfus

L'article portant sur CDK10, est rédigé et va étre soumis dans les prochaines semaines.
A CDK10 allelic series further refines the Al Kaissi syndrome.

Manon Chretien, Adella Karam, Sabine Genicot, Pascal Kessler, Benoit Arveiler, Tania Attie Bitach,
Sevcan Bozdogan, Theresa Brunet, Daniel Calame, Perrine Charles, Benjamin Cogne, Claude
Darcha, Anne-Catherine Dock-Bregeon, Martin Elferink, Carole Goumy, Evren Gumus, Isabella
Herman, Bertrand Isidor, Béatrice Josselin, Kimia Kahrizi, Boris Keren, Fanny Laffargue, James R.
Lupski, Vincent Michaud, Jeremie Mortreux, Hossein Najmabadi, Marie-Emmanuelle Naud,
Renske Oegema, Davut Pehlivan, Juliette Piard, Amélie Piton, Laure Raymond, Marcia Rodrigues,
Hans-Hilger Ropers, Heide Seidel, Aurélien Trimouille, Dominik Sebastian Westphal, Héléne
Dollfus, Elise Schaefer, Pierre Colas, Jean Muller
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Il. Projet 1

l. Synopsis

Afin de confirmer I'impact d’un variant sur la fonction de la protéine et son effet sur le cil, j’ai
mis au point « la boite a outils ciliopathie » qui regroupe de tests classiquement utilisés en
biologie moléculaire et applicables a tous les genes quelques soit la pathologie et d’autres qui
sont tres spécifiques des ciliopathies. Ces tests incluent I'analyse qualitative et quantitative de
I'ARN (RT-PCR et Sanger, RT-qPCR) et de la protéine (Western blot, Immunofluorescence)
concernée. Au sein du laboratoire, nous travaillons sur des fibroblastes issus de biopsie de
peau de patients ou d’individus sains utilisés comme controles. Il s’agit d’'un bon modéle
d’études des ciliopathies car il est possible d’induire la ciliogénese in vitro et de finalement
pouvoir étudier I'impact des variants sur le cil.

- Sélection des tests spécifiques des ciliopathies présent dans la boite a outils :

Pour étudier un défaut de ciliogénese, il est possible d’induire la formation du cil primaire, de
le marquer par immunofluorescence pour ensuite déterminer le nombre de cellules pourvues
d’un cil (rapporter au nombre total de cellules) et sa longueur. Il s’agit d’'une technique mise
en place dans plupart des études qui portent sur la caractérisation de géne de ciliopathie et le
reclassement de VSI (Geoffroy et al., 2018; Hey et al., 2021; Luo et al., 2021; Stoetzel et al.,
2016).

Pour étudier le fonctionnement ciliaire, il est possible d’induire la formation du cil primaire et
de stimuler in vitro I'activation d’une des voies de signalisation par I'ajout d’agoniste. La
stimulation de la voie SHH a déja été rapporté dans de nombreuse études et permet d’induire
I'expression de genes cibles via une cascade de signalisation décrite dans la littérature (Bangs
and Anderson, 2017; Ruel and Thérond, 2009; Sigafoos et al., 2021). Il est possible d’étudier le
défaut d’activation de cette voie a différents niveaux (les récepteurs membranaires, les GLI, les
génes cibles). Un défaut d’activation de cette voie reflete un dysfonctionnement ciliaire comme
cela a déja été rapporté dans la littérature (Estrada-Cuzcano et al., 2020; Luo et al., 2021; Sasai
et al., 2019; Wang et al., 2021).

Les cils primaires sont des organites dynamiques dont I'assemblage et le désassemblage sont
des processus étroitement régulés au cours du cycle cellulaire. Lassemblage du cil a lieu
pendant la phase GO (phase de quiescence), c’est-a-dire aprés la sortie de la cellule de la
mitose, et le désassemblage a lieu avant la mitose donc avant que la cellule se prépare pour la
division. Ceci met en évidence une coordination étroite entre le cycle cellulaire et la
ciliogéneése (Goto et al., 2017; Zhao et al.,, 2023). Un dysfonctionnement ciliaire peut
vraisemblablement altérer cette coordination comme cela a déja été rapporté dans la
littérature (Delgehyr and Spassky, 2014; Izawa et al., 2015; Kasahara and Inagaki, 2021; Pan et
al., 2013). Des tests de prolifération, simplement mis en place au laboratoire U1112, grace a
I'utilisation du systeme d’imagerie en temps réel Incucyte (Sartorius), pourraient permettre de
détecter une anomalie du cycle cellulaire (de la division des cellules) lié a une anomalie du cil.

Voici donc les 4 tests sélectionnés, mis au point et appliqués par la suite sur une sélection de
5 controles qui sont utilisés au laboratoire et qui nous serviront a calibrer nos expériences :
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- laciliogénese

- lalongueur ducil

- Létude de la voie SHH

- La prolifération cellulaire

Il Mise au point de la « boite a outil ciliopathies »

But : faire la preuve du concept de la « boite a outils » et déterminer I'état de base d’un
phénotype ciliaire normal dans les fibroblastes cutanés humaines.

Suite a la sélection des expériences de caractérisation du phénotype ciliaire et cellulaire, nous
avons sélectionné 5 contrdles utilisés au laboratoire pour mettre au point tous les tests. J'ai
commencé par caractériser des cellules contréles (les individus dont sont dérivées les cellules
ne présentent pas de symptomes cliniques typiques des ciliopathies) qui ne devraient a priori
présenter aucune altération ciliaire. Le but est de voir si des cellules « wild type » présentent
ou pas une variabilité phénotypique au niveau du cil et de pouvoir ainsi déterminer un
standard de référence qui me permettra par la suite de mettre en évidence un phénotype
anormal dans les cellules de patients.

A. Sélection des contrdles

Nous avons choisi les 5 controles de la liste des controles utilisés normalement au laboratoire.
Il s’agit des apparentés de patients (pére, meére, sceur) atteints du BBS, et de patients atteints
du Syndrome de Cockayne (CSB) qui n’est pas une ciliopathie mais une maladie liée a des
anomalies de réparation de I’ADN étudiée par un autre groupe de recherche au laboratoire.
Nous avons décidé d’étudier les fibroblastes dérivés des parents de patients atteint et non de
ciliopathies afin de déterminer si la présence d’un variant BBS a I'état hétérozygote peut
affecter le phénotype ciliaire méme si la personne ne présente pas les caractéristiques
typiques du syndrome. Nous avons essayé de choisir les controles ayant le méme sexe, la
méme tranche d’age et les cellules ayant le plus bas passage disponible dans la bio-banque du
laboratoire. Les contréles ainsi que leurs caractéristiques sont présentés dans le tableau ci-

dessous.
Nom Age Sexe Géne/pathologie Sta'_ct.xt Nombre de
familial passage
Ctrl1 39 ans M BBS7 het Pere P6
Ctrl2 53 ans F CSB het Mere P14
Ctri3 30 ans F €SB, non port‘euse Sceur P11
de la mutation
Ctrl4 37 ans F Mere P9
Ctrl5 68 ans F BBS8 het Mere P6

Tableau 3 : Liste des contréles avec leurs caractéristiques. CSB : Cockayne syndrome group B

62




Il. Projet 1

B. Ciliogénése (nombre de cellules ciliées)

Pour induire la ciliogénese (la formation du cil primaire), j’ai cultivé les fibroblastes cutanés
dans un milieu DMEM déprivé en sérum (0,1% SVF +1% de PS), pendant 48H. Les sérums
d’origine animale sont traditionnellement utilisés en compléments des milieux de culture, les
cellules ne peuvent se diviser que sous l'influence de facteurs mitogénes apportés par ce
dernier. Ainsi le fait de dépriver le milieu en sérum va empécher les cellules de se diviser, elles
vont entrer en phase de quiescence (G0O) pendant laquelle elles vont générer les cils primaires.
Suite au traitement les cellules sont fixées pour faire les IF, le cil primaire est marqué avec I'AC
anti-ARL13B dirigé contre la membrane ciliaire et le corps basal est marqué avec I'AC anti-y-
Tubuline. Jai obtenu les images en utilisant IncuCyte S3-Sartorius qui grace a son systeme
d’acquisition automatique permet de générer un grand nombre d’images en trés peu de temps
(génération de 16 images/ puits d’une plaque 24 puits en 30min) (Figure 23A).

Pour étudier la ciliogénése, j'ai compté le nombre des cellules et des cils manuellement en
utilisant le logiciel Imagel (Figure 23), ensuite j’ai calculé le pourcentage de cellules ciliées en
divisant le nombre de cellules ciliées par le nombre total de cellules (n = 400 cellules
analysées par échantillon). Le protocole est détaillé dans la partie des matériels et méthodes
du manuscrit. Le résultat ne montre aucune différence significative dans le nombre de
cellules ciliées chez les 5 controéles. Ils ont tous plus de ~70% de cellules ciliées. Ce
pourcentage correspondra a notre ligne de référence au-dessous de laquelle une anomalie
de la ciliogénése pourra étre évoqué (Figure 23C).

A. Longueur du cil

En utilisant les mémes images générées par IncuCyte pour étudier la ciliogénése, j’ai mesuré
la longueur des cils manuellement en utilisant le logiciel d’IncuCyte (n = 400 cils sont mesurés)
(Figure 24B). Une des limitations de cette technique est que tous les cils n’étaient pas dans le
plan et certains étaient courbés, de ce fait pour empécher les erreurs qui peuvent étre dues a
ce biais technique, je ne mesurais que la longueur des cils qui sont dans le plan dans toutes
les analyses.

Une deuxiéme limitation est que le systeme IncuCyte ne possede que deux objectifs 10x et
20x, pour avoir une représentation des longueurs des cils plus résolutives j'ai réalisé des IF
gue j’ai analysé avec un microscope confocal a fluorescence inversé (objectif 63x). Les détails
des protocoles figurent dans la partie des matériels et méthodes du manuscrit.

La longueur normale d’un cil primaire dans les fibroblastes cutanés humains est de 3-4um
(Barny et al., 2018; Halbritter et al., 2013; Hey et al., 2021; Slaats et al., 2016). Le résultat ne
montre aucune différence significative dans la longueur du cil entre les 5 contréles. Ce résultat
vient confirmer ce qui est publié dans la littérature (Figure 24C).
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Figure 23 : Ciliogénése des fibroblastes cutanés de contréles. A. Images des cellules observées avec
le mode phase et des cils observés avec le mode fluorescence prisent avec le systéme d’imagerie
Incucyte S3 Sartorius (objectif 20x). Les cellules sont cultivées en conditions de ciliogénéese (déprivées
en sérum (0,1%SVF) pendant 48H) et fixées par IF dans des plaques 24 puits. Le cil est marqué avec un
I’anticorps anti-ARL13B (vert). B. Exemple d’analyse d’image : les cellules et les cils sont comptés avec
le logiciel Fiji. C. Pourcentage de cellules ciliées chez les 5 controles. Le pourcentage de cellules ciliées
est calculé en divisant le nombre de cellules pourvues d’un cil primaire par le nombre total de cellules
(n =400 cellules analysées pour chacun des contrdles). Les données sont collectées a partir de deux
expériences distinctes réalisées sur des triplicats biologiques de chaque échantillon dans chaque
expérience. Les graphes ainsi que les tests statistiques sont réalisés avec le logiciel Graphpad Prism.
Les valeurs p et la significativité sont déterminées en utilisant le test ANOVA ordinaire a sens unique,
ns : non significatif.
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Figure 24 : Longueur du cil chez les controles. A. Images des cils dans les fibroblastes dérivés d’une
biopsie de peau des contréles. Les cils primaires sont marqués avec un anticorps anti-ARL13B (vert), le
corps basal avec un anticorps anti-y-Tubuline (rouge), et le noyau avec une coloration au Hoechst
(bleu). Les images sont prises avec un microscope confocal a fluorescence inversé (Zeiss LSM 800,
objectif I'huile d’immersion 63x). Echelle 10 um. B. Images des cils avec le corps basal prise par Incucyte
S3 Sartorius (objectif 20x). La longueur du cil est mesurée avec le logiciel Incucyte. C. Quantification de
la longueur des cils primaires (n = 400 cellules analysées pour chacun des controles). Le nombre de cils
mesurés (n) représente les données collectées a partir de deux expériences distinctes réalisées sur des
triplicats biologiques de chaque échantillon dans chaque expérience. Les graphiques ainsi que les tests
statistiques sont réalisés avec le logiciel Graphpad Prism. Les valeurs p et la significativité sont
déterminées a l'aide du test de Kruskal-Wallis ns : non significatif.

B. Etude de |la voie SHH

Pour stimuler la voie SHH, les fibroblastes cutanés sont cultivés dans le milieu de culture
supplémenté avec le SAG (Smo AGonist) a cf=100nM pendant 48H. Pour évaluer la
transduction du signal SHH j’ai quantifié le niveau d’expression de deux géne cibles de la voie
PTCH1 et GLI1 par RT-qPCR, que j'ai comparé dans 4 conditions différents avec et sans
induction de la ciliogénése (+/- SVF) et avec ou sans stimulation de la voie SHH (+/- SAG). Les
données d’expression réalisées en triplicat sont normalisées par rapport au géne de référence
la GAPDH.

Le résultat montre que I'expression des deux genes cibles PTCH1 et GLI1 augmente
significativement suite a la stimulation de la voie SHH avec le SAG en condition de ciliogénese
(-SVF) (
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Il. Projet 1

Figure 25). Cette augmentation est observée chez 4 controles parmi les 5, elle traduit une
activation normale de la voie SHH suite a sa stimulation. La non activation de la voie chez le
controle 2 peut étre expliquée par le fait que ces cellules possédent le plus haut passage (p14)
parmi les autres, c’est un facteur qui pourra affecter la réponse cellulaire aux stimuli de la
voie. C'est un exemple qui illustre la variabilité qui peut étre présente méme entre les cellules
controles.

GLI1
+SVF

+SVF+SAG
-SVF
-SVF+SAG

40

*kkk

to GAPDH and control

Relative expression normalized

ctrll ctrl2 ctrl3 ctrl4 ctrl5 ctrlpool

PTCH1

=
[¢)]
]

*kkk

to GAPDH and control

Relative expression normalized

ctrll ctrl2 ctrl3 ctrl4 ctrl5 ctrlpool

Figure 25 : Etude de la voie SHH dans les fibroblastes cutanés des contrdles. Evaluation de la
transduction du signal SHH par quantification du niveau d’expression de deux genes cibles de la voie,
PTCH1 et GLI1, dans les cellules provenant des contréles cultivés dans quatre conditions différentes,
avec et sansinduction de la ciliogénése (+/- SVF) et de I'activation de la voie SHH (+/- SAG). Les données
d'expression réalisées avec des triplicats biologiques sont normalisées par rapport aux données
d'expression de I'ARNm du gene de référence GAPDH, et les valeurs sont présentées comme des
niveaux d'expression relative +- SEM). Les valeurs p et la significativité sont déterminées a I'aide d'un
test ANOVA a deux voies (test de comparaison multiple de Tukey). ns : non significatif, **p<0,01
**%*n<0,000
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Il. Projet 1

C. Prolifération cellulaire

Le suivi au quotidien des cellules mises en cultures, nous a permis d’observer que les cellules
de certains patients ne proliferent pas a la méme vitesse que celles des controles. Nous avons
donc émis I’hypothése que la prolifération cellulaire pouvait étre altérée chez des fibroblastes
issus de biopsie de peau de patients malades en comparaison a des controéles.

Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé un test de prolifération grace a I'lncucyte qui
nous permet de suivre de maniere automatisée et sur une période définie la croissance de nos
cellules. J’ai donc réalisé les premiers tests sur les fibroblastes cutanés des 5 contréles afin de
déterminer leur capacité proliférative sur une durée de 9 jours. Les détails de ce protocole
figurent dans la partie des matériels et méthodes du manuscrit.

Le résultat du test de prolifération cellulaire réalisé sur 9 jours montre que la capacité
proliférative des fibroblastes des contrdles est la méme, ils proliferent tous a la méme vitesse
a I'exception du contréle 2 qui a une capacité de prolifération un peu plus réduite par rapport
aux autres (Figure 26). C'est le controle qui présent le nombre de passage le plus élevé parmi
les autres, ceci peut expliquer le fait qu’il prolifere un peu plus lentement. Cette diminution
de la vitesse de prolifération du contréle 2 a été remarqué en culture cellulaire mais pas pour
tous les aliquots décongelés. Le phénotype observé n’est donc pas trés marqué permettant
d’effectuer les expériences des contrdles en méme temps.

80= —— ctrl1
—&—  ctrl2
—— ctrl3
60 —+ ctris
ctrl5
—©— ctrl pool
40=-

**

N
o
|

Proliferation (fold change)

0 | T | 1
0 2 4 6 8 10
Time (days)

Figure 26 : Test de prolifération des fibroblastes cutanés des controles. Courbe de prolifération des
fibroblastes cutanés provenant de contréles sains. L'analyse est réalisée avec Incucyte S3 Sartorius
(objectif 20x), permettant d'évaluer la prolifération des cellules dans des plagues a 24 puits au cours
du temps (6 jours). Les valeurs sont rapportées comme la moyenne * SEM de 3 expériences
indépendantes. Les valeurs p et la significativité sont déterminées en utilisant un test ANOVA a deux
voies. Les statistiques représentées sur le graphe sont ceux des contrdles par rapport au contréle pool.
*p<0,1, **p<0,01.
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Il. Conclusion

Les résultats des 4 expériences du phénotypage cellulaire/ciliaire incluent dans la « boite a
outils ciliopathie » montrent une grande homogénéité entre les 5 contrdles. L'application de
ces tests sur la sélection des 5 contrdéles nous a permis d’une part de valider la « boite a
outils », sa mise au point et sa reproductibilité (avoir les mémes résultats avec des réplicats
technique et biologique). D’autre part, nous avons déterminé le phénotype ciliaire normal
dans les fibroblastes cutanés humains, confirmer les résultats obtenus précédemment dans la
littérature, permettant d’avoir ainsi une référence de base solide a laquelle nous pourrons
nous rapporter pour comparer le phénotype ciliaire des fibroblastes dérivés des patients
caractérisés par la suite.
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1.

Projet 2 : Validation fonctionnelle de

variants candidats et étude comparative
du phénotype ciliaire pour différents
genes BBS : application de la « boite a

outils ciliopathies ».






Le projet portant sur BBS5






I Introduction du gene BBS5

Le gene BBS5 (NM_129880), situé sur le chromosome 2 (29g31.1) code pour une sous-unité
périphérique du BBSome. Il contient 12 exons codant pour un transcrit de 3475 pb et une
protéine de 341 AA (36kDa) (Al-Hamed et al., 2014) (Figure 27A et B). La protéine BBS5
(NP_689597.1, MIM# 615983) se compose de deux domaines d'homologie a la pleckstrine
(PH1 et PH2), suivis d'un petit faisceau de 3 hélices alpha C-terminales : une structure unique
(BBS5PH1, BBS5PH2 et BBS5CtH), jamais retrouvée dans d’autre protéine du BBSome. Deux
groupes d’auteurs ont montré, en 1993, que des motifs analogues a ceux de la pleckstrine
(segments homologues d’environ 100 acides aminés chacun, dénommés domaines
homologues de la pleckstrine (PH)) étaient présents dans un nombre important de protéines,
n‘ayant apparemment aucun lien fonctionnel commun (Haslam et al., 1993; Mayer et al.,
1993). L'extension de ces recherches a conduit a retrouver des domaines PH dans plus de 90
protéines (Hyvonen et al., 1995) dont BBS5 et la liste n’est probablement pas close. Dans
chaque domaine PH, un domaine DM16 a été identifié. Sa fonction reste inconnue malgré la
conservation de sa séquence au cours de |’évolution (prise en compte de dix espéces allant du
Trypanosome a 'Homme) ce qui montre a priori son importance (Li et al., 2004).

BBS5 fait partie de la base large du BBSome avec BBSS8, BBS9 et la région C-terminale de BBS1
(Chou et al., 2019) (Figure 27C). En effet, il a été montré que les domaines PH du BBS5 ainsi
gue sa partie C-terminale interagissent avec BBS9. L'un des domaines PH interagit également
avec BBS8 et avec une boucle non structurée de BBS9 (Klink et al., 2020). Par rapport aux
autres sous-unités, BBS5 (tout comme BBS4) n’est pas une sous unité indispensable a
I'assemblage du BBSome (Zhang et al., 2012). En effet, il est arrivé que BBS5 manque parmi
les protéines BBS composant certains sous-ensembles du complexes BBSome purifiés
nativement (Chou et al.,, 2019). BBS5PH1 est un domaine du BBSome qui se lie au
phosphatidylinositol-phosphate (PIP) (Nachury et al., 2007) et qui concentre cinqg mutations
sur une plage de 35 AA englobant le site de liaison a cette derniere (Chou et al., 2019). Mais
I’étude de Klink et al en 2020 révele que BBS5 n'est pas exclusivement responsable de la liaison
du BBSome au phosphoinositides, d’autres sites de liaison existent au niveau de BBS4, 8, 9 ou
18 (Klink et al., 2020).

BBS5 est un contributeur mineur au BBS puisque seulement entre 0,4 et 2% des familles de
diverses origines ethniques présentent des mutations de ce géne (Imani et al., 2019).

Jusqu'a présent ~34 variants pathogenes de différents types ont été identifié dans le gene
BBS5 comme cause du BBS. Ces variants incluent des mutations du site d'épissage, des faux
sens, des non-sens, une perte du codon initiateur, des indels conduisant a un décalage du
cadre de lecture, des anomalies du nombre de copies (délétions de plusieurs exons) et des
insertions.

Quant aux phénotypes des patients BBS5, aucune corrélation génotype-phénotype du gene
n’a pu étre mise en évidence jusqu’a présent. En effet, I'analyse des données cliniques des cas
BBS5 précédemment rapportés (n = 65 pour 45 familles) met en évidence une grande
variabilité dans la sévérité des patients. Parmi les 39 cas présentant des informations
cliniques, I'obésité était le signe clinique le plus important (n = 29 cas), suivie par la dystrophie
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rétinienne (n = 23), la polydactylie (n = 19), les troubles cognitifs (n = 18), I'hypogonadisme (n
= 17) et les anomalies rénales (n = 11). L'étude de la combinaison des principales
manifestations cliniques montre que neuf patients avaient un signe majeur, cing en avaient
deux, neuf en avaient trois, huit en avaient quatre, cing en avaient cing et trois en avaient six,
ce qui met en évidence la variabilité des manifestations cliniques des cas de BBS5 (Karam et
al., 2023).

Il existe un modeéle murin knock-out (KO) de Bbs57 qui a été généré par I'[MPC « International
Mouse Phenotyping Consortium ». Les souris Bbs57- présentent des anomalies des membres
(tibia plus court), une obésité, une anomalie rétinienne et des problemes métaboliques
(métabolisme du glucidique) : un phénotype récapitulant plusieurs traits cliniques typiques
des patients BBS (Bentley-Ford et al., 2021; Meehan et al., 2017). Il existe aussi un modele de
poisson zebre Bb5 morpholinos qui présente des anomalies rétienne, cardiaque et rénal et qui
présentent une courbure de 'embryon par rapport au modéle sauvage ou wild type (WT) (Al-
Hamed et al., 2014). Ainsi, les deux modeéles BB5 in vivo présentent la plupart des signes
cliniques rapporté dans le BBS.

Des études menées sur des fibroblastes de peau de patients BBS5 ont permis d’associer le
dysfonctionnement de la protéine BBS5 a des défauts de ciliogénese, de longueur du cil (moins
de cellules ciliées et des cils plus longs) et a la dérégulation de la transduction de la voie de la
voie SHH (une voie moins active) (Hey et al., 2021; Karam et al., 2023). L'altération de I'activité
de signalisation SHH due aux variants ou a la déplétion de BBS5 montre |'importance de la
fonction de BBS5 et son implication dans le trafic des récepteurs importants pour la voie de
signalisation SHH canonique. Il n'est pas certain que les différentes protéines du BBSome est
également un réle crucial dans la signalisation SHH ce qui suggére que chacune des protéines
du BBSome a sa propre fonction, d’ou I'importance d’étudier la fonction de chacune d’entre
elles.
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Figure 27 : BBS5. A. Représentation de '’ADNc de BBS5 avec la position de tous les variants identifiés
jusgqu’a présent. B. Représentation de la protéine BBS5 avec les domaines PH (domaines d'homologie
a la pleckstrine) le domaine DM16 et la localisation des variants. C. Position de BBS5 a la base du
BBsome. (Singh et al., 2020).
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1. Synopsis

En 2019, le laboratoire a identifié deux nouveaux variants dans le gene BBS5 chez une patiente
atteinte d’un possible syndrome de Bardet-Biedl. L'analyse fonctionnelle ayant pour objectif
d’apporter la preuve de pathogénicité des deux variants a fait I'objet de mon stage de M2 et
de ma these. La patiente (I.1), enfant d’'une famille européenne non consanguine, présente
les manifestations cliniques typiques du BBS, c’est-a-dire une rétinopathie pigmentaire, une
obésité, une polydactylie, une insuffisance rénale, une agénésie rénale, une insuffisance
intellectuelle et également une atrophie de l'utérus. La recherche des variants ainsi que toutes
les expériences ont été réalisés uniquement a partir du seul matériel biologique de la patiente
(prélevements des parents non disponibles) en utilisant ces fibroblastes cutanés issue de
biopsie de peau et maintenus en culture au laboratoire et de I'ADN extrait des cellules
sanguines. Pour ce cas, seul 'ADN de la patiente a été analysé.

La recherche de mutation a été réalisée a la fois aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg
(HUS) dans le laboratoire de diagnostic génétique et dans le laboratoire de recherche UMR_S
1112 (laboratoire de génétique médicale). La recherche a débuté avec un séquencage ciblé
(Sanger) des mutations récurrentes du BBS (BBS1, BBS10) qui s’est révélé négatif. Puis un panel
de génes (TES) par séquencage haut débit incluant 58 génes (BBS et diagnostics différentiels)
a été réalisé aux HUS. Une duplication du triplet AAT (c.550_552dupAAT), a I'état hétérozygote,
a été observé par panel dans le géne BBS5. Ce variant est de signification inconnue (VUS ou
VS|, classe 3) et aucune autre variation hétérozygote au sein du méme gene n’avait été mise
en évidence : il avait été alors impossible de conclure. Ainsi, un séquencage de I'exome complet
(WES) a ensuite été mis en ceuvre au sein du laboratoire de recherche (UMR_S1112). Seule la
méme duplication a I'état hétérozygote du triplet AAT (c.550 552dupAAT) dans I'exon 6 de
BBS5 conduisant a la duplication de I'asparagine 184 (p.Asn184dup) a été identifiée a nouveau.
Néanmoins, en raison de la faible probabilité que cet alléle soit pathogene et en I'absence de
second variant dans le méme gene, un séquencage du génome complet (WGS) a été réalisé.
Le génome a permis de mettre en évidence une large délétion de 5920 pb englobant les exons
1 et 2 de BBS5 (chr2: g.170333792_170339709del). Puisque la délétion englobe également le
promoteur, aucune expression de l'allele en question n’est attendue. Les deux variations
n’ayant jamais été rapportées auparavant et au vu de leur pathogénicité incertaine un travail
de confirmation a été entrepris. Lanalyse génomique ayant déja été réalisée auparavant, j'ai
déterminé le statut biallélique des variants, la co-ségrégation familiale et la pathogénicité des
variants permettant ainsi de reclasser les variants de signification incertaine (classe 3) en
variants pathogene (classe 4). Une fois le premier objectif atteint a savoir déterminer les
variant responsables du BBS dans cette famille, mon deuxiéme objectif était de caractériser le
phénotype ciliaire pour cette patiente. Pour ce faire, j'ai appliqué les tests cellulaires de la boite
a outils ciliopathies (cf projet 1), aux fibroblastes de peau dérivés de la patiente, et démontré
une baisse du nombre de cellules ciliées, une augmentation de la taille des cils et une voie SHH
moins active. C’'était le premier cas index sur lequel j'ai appliqué les tests ciliaires que j'ai pu
comparer avec les résultats des cing contrbles caractérisés au préalable afin de pouvoir
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identifier les anomalies ciliaires. Ce travail a été publié en 2023 dans la revue International
Journal of Molecular Sciences.

Ce cas constitue un projet pilote sur lequel j’ai appliqué pour la premiére fois les tests ciliaires
a des fibroblastes dérivés de patients. J'ai réalisé les mises au point de plusieurs expériences
qui completent et consolident la boite a outils et qui n‘ont pas encore été publié. Ces
expériences non publiées ainsi que l'article sont présentées par la suite.

11l. Article
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Abstract: Bardet-Biedl syndrome (BBS) is an autosomal recessive ciliopathy that affects multiple
organs, leading to retinitis pigmentosa, polydactyly, obesity, renal anomalies, cognitive impairment,
and hypogonadism. Until now, biallelic pathogenic variants have been identified in at least 24 genes
delineating the genetic heterogeneity of BBS. Among those, BBS5 is a minor contributor to the
mutation load and is one of the eight subunits forming the BBSome, a protein complex implied in
protein trafficking within the cilia. This study reports on a European BBS5 patient with a severe
BBS phenotype. Genetic analysis was performed using multiple next-generation sequencing (NGS)
tests (targeted exome, TES and whole exome, WES), and biallelic pathogenic variants could only be
identified using whole-genome sequencing (WGS), including a previously missed large deletion of the
first exons. Despite the absence of family samples, the biallelic status of the variants was confirmed.
The BBS5 protein’s impact was confirmed on the patient’s cells (presence/absence and size of the
cilium) and ciliary function (Sonic Hedgehog pathway). This study highlights the importance of
WGS and the challenge of reliable structural variant detection in patients” genetic explorations as
well as functional tests to assess a variant’s pathogenicity.

Keywords: BBS5 gene; Bardet-Biedl syndrome; whole-genome sequencing; structural variation;
primary cilium

1. Introduction

Bardet-Biedl syndrome (BBS; MIM# 209900) is a rare autosomal recessive ciliopathy
affecting 1/160,000 live births in Northern European populations [1] or at a higher rate in
highly consanguineous populations [2,3]. The primary clinical features are retinitis pigmen-
tosa (RP), polydactyly, renal anomalies, obesity, cognitive impairment, and hypogonadism
with high levels of phenotypic heterogeneity. To date, 24 genes and a few candidates
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have been identified as responsible for BBS, contributing to high levels of heterogeneity
in this disorder [4]. BBS is a part of a group of ciliopathies caused by a dysfunction of
the primary cilia. Primary cilia are microtubule-based membrane organelles that protrude
apically from the surface of nearly all quiescence mammalian cell types [5,6]. Primary cilia
are considered as separate organelles as their membrane is enriched in a unique set of
proteins and signaling components [7]. They function as sensory organelles that coordinate
a variety of signaling transduction pathways that regulate diverse cellular processes (cell
polarity, differentiation, migration, and proliferation) during embryonic development and
that maintain tissue homeostasis, such as Hedgehog (Hh), transforming growth factor Beta
(TGF-f), and WNT signaling [8]. The vast range of symptoms caused by the defect of the
cilium underscores the broad physiological importance of cilium-based signaling.

In vertebrates, Hh signaling is one of the most studied pathways connected and strictly
dependent on an intact primary cilium. The Hh pathway is activated when the glycopro-
tein Sonic Hedgehog (SHH) binds to its receptor PTCH1 (Patched 1), a 12-transmembrane
protein. This inactivates PTCH1 and releases SMO (Smoothened), a 7-transmembrane
GPCR-like (G protein-coupled receptor) protein [9]. SMO translocates and accumulates
into the cilia membrane, leading to the release of GLI proteins from their negative regulator
SUFU (SUppressor of FUsed). Activation of the GLI family proteins initiates the Hh down-
stream signaling cascade [10]. Indeed, the three members of this zinc-finger transcription
factors family (GLI1, GLI2, and GLI3) share partially redundant domains and different
functions. GLI1 acts as a full-length transcriptional activator, while GLI2 and GLI3 may be
subject to post-transcriptional and post-translational processing that will determine their
function as either positive or negative regulators. Studies have demonstrated that GLI2 acts
mainly as an activator, while GLI3 as a repressor of transcriptional behavior. In response
to SHH ligand binding, activated SMO will prevent the proteolytic cleavage of GLI, the
full-length activated GLI proteins (predominantly GLI2A) translocate to the nucleus, turn
on transcription of target genes, including Ptch1 and Glil [5], and guarantee proper primary
cilium functioning.

Primary cilium assembly, resorption, and function as a sensory organelle requires the
cooperation of several macromolecular machines, one of which is the BBSome. The BBSome
is an octameric protein complex consisting of BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8 (TTCS),
BBS9 (PTHB1), and BBS18 (BBIP1) [11,12]. It is recruited to the ciliary base and is mainly
involved in ciliary protein trafficking by delivering protein cargoes transported by IFT trains
and in the exit of activated GPCRs and peripheral membrane proteins from the cilium [13].
As the BBSome is involved in the exit of GPCRs from the primary cilium such as PTCHI,
SMO, and others, studies suggest that this complex may have an impact on the regulation
of the Hh signaling pathway [14]. Among those, BBS5 (NP_689597.1, MIM# 615983) is
a 341 amino-acid peripheral sub-unit of the BBSome encoded by 12 exons (NM_129880).
Since its discovery in 2004 [15], BBS5 has been only a minor contributor to BBS, with
only 2% of families from various ethnic backgrounds [16]. Comprehensive bioinformatics
analysis on BBS5 revealed two novel domains in the BBS5 protein similar to the pleckstrin
homology (PH) domains never found in any other BBS protein. These domains can bind to
phosphoinositides and allow BBS5 to interact directly with the membrane [11]. This makes
it a unique protein both structurally and functionally among BBSome components. Despite
these predictions, the functional role of BBS5 and its importance in the BBSome remains
poorly understood.

Given that pathogenic variants in BBS genes are known to cause ciliogenesis and Hh
signaling anomalies [17], it was interesting to study BBS5 function and the impact of its
variants on the structure and function of the primary cilium. This study reports on the
genetic analyses undergone by a patient with a severe BBS phenotype. Interestingly, the
pathogenic variants could only be revealed by WGS. Specific functional tests revealed the
pathogenicity of the variants and shed light on the BBS5 cellular phenotype. Furthermore,
the short list of BBS5 pathogenic alleles was expanded with a novel structural variant and
an amino acid duplication.
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2. Results
2.1. Index Patient Case History

Individual AIL2 (the second child in a family of three children) born to non-
consanguineous healthy parents with healthy siblings. At birth, a weight of 4.1 kg, height
of 51.5 cm, and lower limb polydactyly were noted. Early onset visual impairment caused
by pigmentary retinopathy was stated early in childhood with associated obesity, mild intel-
lectual disability (ID), atrophy of the uterus, situs inversus, renal agenesis and insufficiency.
A clinical diagnosis of Bardet-Biedl syndrome was made. End-stage renal failure, hyper-
tension, and subsequent dialysis was instituted at the age of 40. On clinical examination,
weight was 113 kg, having peaked at 240 kg in her late twenties. Visual acuity was reduced
to perception of light in both eyes with posterior subcapsular cataract and advanced retinal
degeneration. Parents and siblings are not available for biological sampling, so only the
DNA of the patient was analyzed with the proband’s fibroblasts.

2.2. Identification and Characterization of Biallelic Variants in BBS5

The patient was referred for in-depth genetic investigations as she remained unsolved
following routine genetic diagnostic testing (recurrent BBS1 and BBS10 pathogenic variants
screening, TES, and WES) [18,19]. This led ultimately to solo whole-genome sequencing
since no other family member was available. Out of 4,851,744 SNVs and indels and several
thousand structural variants, two interesting variations could be identified in the BBS5 gene.

The first variation corresponds to a large heterozygous deletion of 5918 bp (chr2:g.
170,333,792_170,339,709del) encompassing the first two exons of BBS5 (NM_152384.2:c.1-
2272_142+879del) (Figure 1A). The variation was confirmed using a specific duplex PCR
and breakpoints sequencing performed on genomic DNA (Figure 1B and Supplementary
Figure S1A,B). Interestingly, this large deletion was missed by other NGS assays encom-
passing the BBS5 gene, and only WGS identified the deletion (Supplementary Figure S2).
To better understand this, eight copy number callers were applied on the WES and/or
WGS (Supplementary Methods and Table S5). The callers systematically failed to detect
the deletion on the WES unless the number of control samples for CANOES was raised
(Supplementary Table S5). Using the WGS as input data, the detection was much better,
with five out of seven programs able to detect the deletion. Investigation of the BBS5
genomic loci revealed higher GC content in the first exons that prevented its detection
using enriched NGS libraries (TES, WES) compared to the more homogeneous depth of
coverage observed in WGS data (Supplementary Figure S3). As the deletion encompassed
the promoter, no expression of the allele harboring this variant was expected. To confirm
this hypothesis, the RNA expression of BBS5 extracted from the patient’s skin fibroblasts
was evaluated by RTqPCR (Figure 1B). The results showed significantly reduced BBS5
expression in the patient compared with that in controls, suggesting that only a single
allele was expressed. This variant is absent from control populations and is classified as
pathogenic (class 5).

The second variation was a heterozygous duplication of one AAT triplet (NM_152384.
2:¢.550_552dup, p.(Asn184dup)) in exon 7 of BBS5. This variant is absent from control
populations and is classified a priori as a variant of uncertain significance (class 3) without
further investigation. In order to determine the biallelic status of the variants and given the
likely non-expressed allele carrier of the deletion of exons 1 and 2, examine the patient’s
RNA. It was hypothesized that if both variants were in trans, one should observe the AAT
duplication at the homozygous state on the Sanger sequence (only the allele carrying the
AAT duplication is expressed), or if both variants were in cis, one should not be able to
detect the duplication at all (the only allele expressed is the one carrying no variant). Sanger
sequencing of the patient’s RNA revealed the duplication at the homozygous state, confirm-
ing the biallelic status of both variations (Figure 1C) and the fact that the allele harboring the
deletion of exons 1 and 2 was not expressed. Localized in the PH2 domain (Figure 2A,B), the
asparagine at position 184 is highly conserved across eukaryotes (Figure 2C). Bioinformatics
predictions considered this amino acid (AA) duplication deleterious (Supplementary Table
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56). Interestingly, this position has already been involved (p.Asn184Ser) in a patient with
BBS (Supplementary Table S7). In order to see whether the Asn184 duplication might affect
the secondary structure of the BBS5 protein, PSIPRED [20] was applied to the wildtype and
mutated sequence of BBS5 but could not find any significant difference (Supplementary
Figure S4). Localization of the AA 184 in the BBSome 3D structure revealed a buried
position within the PH2 domain (Figure 2C). However, this position is localized in a loop
between two beta sheets. A Western blot was performed on the patient’s skin-derived
fibroblast lysate and three controls using an anti-BBS5 antibody to determine the impact
of the duplication at the protein level. The Western blot revealed undetectable levels of
BBS5 in the patient’s fibroblasts (Figure 1D), suggesting that the duplication was likely
destabilizing the BBS5 protein. This result modified the variant classification from class 3
to class 5 (pathogenic).
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Figure 1. Identification of two variants in BBS5 for a family explored by WGS. (A) Pedigree of the
family including one affected daughter (I.2). (B) IGV visualization of the two identified pathogenic
variants; a large heterozygous deletion overlapping exons 1 and 2 (upper panel) and the heterozygous
AAT duplication in exon 7 (lower panel). (C) Large deletion analysis and confirmation including
Sanger sequencing of the breakpoint and a duplex PCR (genomic DNA). Quantitative real-time PCR
was performed on RNA extracted from fibroblasts of the patient and a healthy unrelated control, using
three pairs of primers amplifying between exons 1-3, exons 5-7, and exons 9-10. BBS5 expression data
were performed in triplicate. The normalized fold expression of the target genes was calculated using
the comparative cycle threshold (Ct) method (224t method) by normalizing target mRNA C; to
those of two reference genes (GAPDH and HPRT). Data are presented as relative expressions + SEM
(ANOVA, *: p < 0.1, ** p < 0.01). (D) AAT duplication confirmation and segregation analysis. PCR
and Sanger sequencing were performed on cDNA to confirm the duplication and to assess the
biallelic status of the variants. The AAT duplication appeared homozygous on the sole expressed
allele. (E) BBS5 protein expression in skin-derived fibroblasts was revealed by Western blot using an
anti-BBS5 antibody.
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Figure 2. BBS5 gene and protein structure. (A) Schematic view of the BBS5 gene and (B) protein
together with known pathogenic variations. The two variations from family AIL.2 are indicated
in bold, and variations with an effect on splicing are in italic. Large deletions are displayed as
horizontal lines. (C) Multiple sequence alignments of BBS5 proteins from different metazoan species
showing high conservation of the amino acid at position 184. Asn184 position is highlighted by a
“*”_Black arrows indicate 3-sheets. (D) Structure of BBSome complex indicating the positioning of
BBS5 regarding the other subunits (right part). BBSome subunits have been colored according to the
corresponding scheme: BBS1 (pale blue), BBS2 (wheat), BBS4 (pale yellow), BBS7 (light pink), BBS8
(alecyan), BBS9 (pale green), BBS18 (gray), and BBS5 is shown in orange (PDB: 6VBU). Specific focus
on the AA at position 184 (shown in blue sticks/spheres tone) localizing the AA in a loop within the
second PH domain (left part).

2.3. BBS5 Exons 1 and 2 Deletion Screening in a Large Cohort

Owing to the difficulty of detecting exons’ 1 and 2 deletion by standard techniques,
it was hypothesized that other unsolved patients with a suspected phenotype related to
BBS5 in our cohort may also carry this deletion. Therefore, duplex PCR was carried out
(Supplementary Figure S1C) on 440 inconclusive samples from the cohort including 284 BBS
patients and 156 patients with non-syndromic RP. No other patients carrying the deletion
could be identified.

In order to determine the frequency of this deletion in the general population, bioin-
formatics screening was also performed in 863 genomes from a French cohort of healthy
individuals (FranceGenRef consortium dataset) for whom visual inspections of the bam
files (IGV batch scripting) did not reveal any corresponding alleles. These data are consis-
tent with the screening of the 2504 controls from 1000 Genomes and from the gnomAD
SV 2.1 dataset comprising 14,891 controls from various origins. Thus, the found deletion
and duplication are two novel extremely rare variants that will be added to the list of
32 pathogenic alleles found so far in BBS5 (Supplementary Table S7).

2.4. Non-functional BBS5 Affects Primary Ciliogenesis and Ciliary Length

To analyze primary cilia assembly in cells of the patient harboring bi-allelic BBS5
variants, ciliogenesis was induced by using serum-starvation-mediated cell-cycle arrest
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in confluent fibroblasts from the patient and controls and visualized primary cilium by
immunostaining with antibodies raised against ARL13B and acetylated y tubulin for the
basal body. To determine the normal state of ciliogenesis, five anonymous control samples
were investigated. No significant differences were observed between them, and all had
more than 60% of their cells ciliated. The controls were thus pooled for comparison
with the BBS patient’s fibroblasts. Immunofluorescence analysis in the patients’ skin-
derived fibroblasts revealed that these cells had cilia anomalies. Indeed, when grown in
ciliary conditions (0.1% FCS), the patient’s cells developed significantly fewer primary cilia
compared to controls (51% vs. 77%) (Figure 3C). Moreover, a significant difference in cilia
length could be observed. The patient’s cells harbored cilia significantly longer than those
of controls (6-8 um vs. 3—4 pm) (Figure 3D). BBS5 variants identified in our patient led to a
significant decrease of cilium formation and a longer cilia length. These results indicate
that a functional BBS5 protein is important for normal ciliogenesis and cilium length in
fibroblast cells.
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Figure 3. Functional assessment of BBS5 variations. (A) Representative images of ciliogenesis in
skin-derived fibroblasts from controls and the patient. Primary cilia were labeled with an anti-
ARL13B antibody (green), the basal body with anti-y-Tubulin antibody (red), and the nucleus was
visualized with Hoechst staining (blue). Images were taken with an inverted fluorescence microscope
(Olympus spinning disk, 60x water immersion objective). Scale bars 10 um. (B) Ciliated cells
were counted on serum-deprived (48 h) controls and the patient’s skin-derived fibroblasts fixed for
immunofluorescence and stained with an anti-ARL13B (green) antibody. Images were taken with
an Incucyte S3 Sartorius (20 objective), allowing a combined visualization of phase (cells) and
fluorescence (cilia). (C) Percentage of patient’s skin fibroblasts with cilia. The percentage of ciliated
cells was calculated by dividing PC counts by cellular counts (1 = 400 cells analyzed for each of
the controls and the patient). p-values and significance were determined using ordinary one-way
ANOVA, ns: non-significant, ***: p < 0.0001. (D) Quantification of primary cilia length (1 = 400 cells
analyzed for each of the controls and patient). p-values and significance were determined using the
Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. In (C,D), the measured number of cilia (n) represents pooled data
from two separate experiments performed on biological triplicates of each sample in each experiment.
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2.5. Alteration of Canonical Hh Signalling in Patient’s Cells Lacking BBS5

To test the effect of BBS5 on the function of the primary cilium, the Hh pathway’s
activity in patient and control cells was questioned using a smoothened agonist (SAG) to
activate Hh signaling with and without inducing ciliogenesis (Supplementary Figure S5).
The expression levels of GLI1 and PTCH1 (two Hh target genes) in response to Hh pathway
activation were evaluated as a marker of Hh activity. Five controls were used—four of them
showed a robust significant induction of Hh target genes GLI1 and PTCH1 in response
to SMO ligand stimulation in ciliogenesis conditions (0.1% FCS). By contrast, a strongly
reduced response to the SMO ligand was observed in patient cells, revealed by a reduction
of the Hh target genes’ expression under the same conditions (Figure 4). As almost no
signal was detected in the patient’s fibroblasts, Hh pathway activation was significantly
less important in the patient’s cells. These data indicated an alteration of the transduction
of the Hh pathway in the patient’s cells that was probably due to the primary cilia alteration
caused by the absence of the BBS5 protein.

40- mEm +FCS
- o GLI mEm -FCS+SAG

30 —

ctri3 ctrl4  ctrl5 ctrl pool 1.2 ctrlt  ctrl2  ctrl3 ctrl4  ctrl5 ctrl pool 1.2

Figure 4. Assessment of Hh-signal transduction by quantification of the expression levels on Hh-
stimulated cells (+SAG) from controls and the patient with (—FCS) and without (+FCS) inducing
ciliogenesis. Results for two Hh target genes are represented (A) PTCH1 and (B) GLI1. The expression
of both genes was normally induced in controls except in control 2, whereas no induction was found
in the patient. The expression data performed with biological triplicates were normalized to the
reference gene GAPDH mRNA expression data, and the values were presented as relative expression
levels &+ SEM. p-values and significance were determined using a two-way ANOVA test (Tukey’s
multiple comparison test). ns: non-significant, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 ****: p < 0.0001.

3. Discussion

Bardet-Biedl syndrome is an autosomal recessive ciliopathy characterized by clinical
and genetic heterogeneity. Twenty-four BBS genes and a few additional candidate genes
have been identified so far, and pathogenic variations are found in a large fraction of them
(ranging from 80 to 100%). In such heterogeneous diseases, next-generation sequencing
(TES, WES, and WGS) has made the diagnosis for many individuals possible [6,21] but
also revealed more complex cases [22,23]. Each of these assays requires a different sam-
ple preparation and numerous and diverse bioinformatics programs to analyze the data,
revealing sometimes variants by another method, which makes them complementary in
solving certain cases. For example, only 25% to 50% of patients have a molecular diagnosis
by WES depending on the disease, leaving many cases still unsolved [24]. WGS is now
largely used with the advantage of covering the non-coding part of the human genome [25]
but requires careful analysis [26] and novel tools [27].

In this study, two compound heterozygous variants in BBS5 were identified, a duplica-
tion of the triplet AAT in exon 7 (NM_152384.2:¢.550_552dup) leading to the duplication of
asparagine 184 (p.Asn184dup) and a large deletion of the 2 first exons (c.1-2272_142+879del)
encompassing the promotor region of the gene. The patient’s exploration included TES,
WES, and finally WGS. The Asn184 duplication was identified by all three methods but



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 8729

8 of 15

was initially overlooked (class 3) with the absence of a second variant, although manual
inspection of the TES and WES data using IGV was performed to search for a possible CNV.
Previous studies have already shown that certain types of variations might not be detected
by some approaches (TES vs. WES vs. WGS) [28,29]. This was the case for the 5918 bp
deletion that was only detected by WGS in a region less prone to TES and WES. This shows
how WGS is an appropriate strategy for the exploration of patients with rare diseases and
that the nature of the collected data (i.e., homogeneous depth of coverage compared to WES)
can improve detection of variations even when using the same bioinformatics program.

BBS5 is a minor contributor to the BBS mutation load as only 2% of the families
from various ethnic backgrounds harbor BBS5 variants [16]. So far, 32 variants have been
reported, including missense, nonsense, splicing, deletion or insertion, and some structural
variants (Supplementary Table S7). Analysis of the clinical data of previously reported
BBS5 cases (n = 65 for 45 families) highlights high variability in the severity the patients
experience (Supplementary Table S8). Among the 39 cases with clinical information, obesity
was the most prominent clinical sign (n = 29), followed by retinal dystrophy (n = 23),
polydactyly (n = 19), cognitive impairment (n = 18), hypogonadism (n = 17), and renal
anomalies (1 = 11). Considering the combination of major clinical manifestations, nine had
one major sign, five had two, nine had three, eight had four, five had five, and three had
six, delineating the variability in clinical manifestations of BBS5 cases.

Trio analysis using either WES or WGS generally has a rate of diagnostic success
higher than that of singleton analysis [30,31]. Nevertheless, thanks to cDNA analysis that
proved that only one allele was expressed, it was possible to demonstrate the biallelic status
of variations. Since the parents’ samples were not available, it was not possible to rule
out that one or even both variants were of de novo appearance. However, this was less
likely given the extremely rare report of such cases [32,33], although underestimated in
ciliopathies (Gouronc et al., manuscript accepted).

Given the difficulty in identifying this variation and the genomic context surround-
ing the breakpoints, it was speculated that other genetic screenings might have missed
this variation and that several other families might carry it. However, despite screening
440 samples, no other cases harboring this deletion could be identified as underlying the
burden of private pathogenic variations in BBS [18]. The AAT duplication was initially
considered as a variant of uncertain significance. Indeed, non-frameshifting indels are a
type of variant that are difficult to handle as only a few programs and cases are available to
reliably predict any effect. Asn 184 is located in the second DM16 region within the PH2
domain of the protein. This domain’s function is still unknown, but the sequence is very
well conserved in evolution [15]. This high level of conservation and the bioinformatics
predictions (e.g., deleterious) suggest that the variant should be considered pathogenic.
Analysis of the proteins extracted from the cultured skin-derived fibroblasts of the patient
did not succeed in revealing any BBS5 protein compared to controls. It was hypothesized
that the protein was not stable enough to maintain its 3D structure with a single AA
in addition.

Multiple studies have already shown the implication of BBS genes in regulating
ciliogenesis and cilium length with inconsistent conclusions due to various conditions
and models [34,35]. In particular, BBS5 is a protein of 341 amino acids (NP_689597.1)
and also one of the eight subunits forming the BBSome complex [16]. The BBSome is a
438 KDa complex located at the base of the cilium. It is required for ciliary localization,
assembly, and function, as it functions as a cargo adaptor that maintains, stabilizes, and
assembles IFT particles; thus, it supports protein and signaling receptors’ trafficking across
the cilium [11,36,37]. As the BBSome assists traffic at the base of the cilium, pathogenic
variations in BBS proteins might disrupt cilia assembly and cilia function. BBS5 is the only
component of the BBSome that contains two PH domains, making its structure unique.
These PH domains bind to phosphoinositides, which is critical for ciliogenesis. Even
if its function is not well understood, BBS5 was recently associated with ciliogenesis
defects (less ciliated cells and shorter cells) and the regulation of the transduction of the
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Hh signaling pathway [38]. In this study, similar results were obtained, strengthening
the observed effect. On the contrary, a similar investigation on different models or cell
types showed mixed effects. Depletion of the BBS5 gene in retinal pigment epithelial
(RPE) cells shows a reduction in the number of ciliated cells [12]. However, other studies
demonstrated no effect such as in a BBS5 knockdown (KO) in mouse embryonic fibroblast
cells (MEFs cells) [39] or in hTERT-RPE-1 knockdown cells [40]. These differences might
indicate different effects depending either on the cell type or on the pathogenic variants
in consideration. Demonstrating consistency in how BBS genes affect the patients’ cells is
important to assess future variants of uncertain significance.

It is well-established that a functional primary cilium is particularly important for
the development of the body through the activation of signaling pathways such as the
one mediated by SHH [41]. In the same way, investigation of the Hh signaling pathway
showed that a defective BBS5 leads to inactivation of the pathway. Another study observed
similar results in other BBS5 patient’s fibroblasts and in BBS5-RPE1 KO cells [38]. On the
contrary, BBS5~/~ mouse models do not exhibit classical Hh signaling defects (e.g., dorsal
ventral neural tube patterning defects, polydactyly). Still, they identified developmental
and homeostatic effects and novel pituitary abnormalities [39]. The observed impairment
of the Hh signaling activity due to BBS5 variants or BBS5-depletion shows the importance
of BBS5 function in the BBSome and its implication in the trafficking of receptors important
for the canonical Hh signaling pathway. It is not certain that the different BBS proteins in
the BBSome are equally crucial for Hh signaling; they may have protein-specific functions.
Alteration of the Hh pathway has been associated with polydactyly in several studies [42].
This is indeed a typical phenotype present in patient AIL.2. Results such as these call for a
more systematic analysis of cells for various conditions including different types of variants
and different genes. To understand if the BBS5 effect on the Hh pathway is cell-type-specific
or species-specific, further studies on different cell lines and BBS5 mice models are needed.

Accessing a definitive molecular diagnostics in the case of rare genetic diseases is
essential for providing proper genetic counselling to the affected family and access to
existing treatments [43,44]. Reporting additional cases associated with this gene should help
identifying genotype-phenotype correlations and lead to novel clinical trials in the future.

4. Materials and Methods
4.1. Molecular Genetics Investigation

Several genetics assays were used to investigate the affected member from family A
(I.2), including TES of BBS genes and WES (see Supplementary Methods and Table S1).
In particular, WGS was performed for the index case (IL.2) by the Centre National de
Recherche en Génomique Humaine (Institut de Génomique, CEA). Genomic DNA was used
to prepare a library for WGS using an Illumina TruSeq DNA PCR-Free Library Preparation
Kit according to the manufacturer’s instructions. After normalization and quality control,
qualified libraries were sequenced on a HiSegX5 platform from Illumina (Illumina Inc., San
Diego, CA, USA) as paired-end 150 bp reads. Sequence quality parameters were assessed
throughout the sequencing run, and standard bioinformatics analysis of the sequencing data
was based on the Illumina pipeline to generate FASTQ files for each sample. The sequence
reads were aligned to the reference sequence of the human genome (GRCh37) using the
Burrows-Wheeler Aligner (BWA V7.12) [45]. The UnifiedGenotyper and HaplotypeCaller
modules of the Genome Analysis ToolKit (GATK) [46], Platypus [47], and Samtools [48]
were used for calling both single nucleotide variations (SNV) and small insertions / deletions
(indels). An average sequencing depth of 37x was achieved for 91.6% of the genome.
Annotation and ranking of SNVs and indels were performed by VaRank 1.4.3 [49] in
combination with Alamut Batch software 1.11 (Interactive Biosoftware, Rouen, France).
Very stringent criteria were applied to filter out non-pathogenic variants (Supplementary
Table S2): (i) variants represented with an allele frequency of more than 1% in public
variation databases, including 1000 Genomes [50], the gnomAD database [51], the DGV
database [52], or our internal database; (ii) variants in 5’ and 3' UTR, downstream, upstream,
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or intronic locations and synonymous without pathogenic prediction of local splice effects;
(iii) variants not in the ciliary genes [53]. Structural variants were predicted using CANOES
with a bed restricted to the WES [54] and Lumpy 0.2.13 [55] including mobile element
insertion using Mobster [56] and annotated by AnnotSV 2.3 [57]. The analysis focused
on compound heterozygous and homozygous variants consistent with a recessive mode
of transmission. Each candidate variation was also checked using Integrative Genomics
Viewer (IGV 2.16.0) software [58].

4.2. Cell Culture

Primary dermal derived fibroblasts from a BBS case (I1.2) and control individuals were
obtained by skin biopsy according to [59]. The fibroblasts were cultured in Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM) with glutamax (21885-025 Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 1% penicillin—
streptomycin (PS) (all from Gibco). To induce ciliogenesis, the fibroblasts were grown
in serum-reduced media (0.1% FCS) for 48 h. To induce SHH pathway stimulation, the
fibroblasts were stimulated with smoothened agonist (SAG, ab145866 Abcam, Cambridge,
UK) at a final concentration of 100 nM for 48 h with and without serum starvation.

4.3. Genomic DNA Extraction, PCRs

DNA was extracted from blood cells using a DNeasy Blood & Tissue Kit (ref 69504,
Qiagen, Hilden, Germany). DNA concentration was evaluated by spectrophotometry
(Eppendorf Bio Photometer Plus). Genotyping PCRs were carried out with diluted DNA
to 10 ng/reaction, diluted Tag DNA polymerase (2U/reaction), and PCR mix 5x to 1x.
A duplex PCR was designed to detect the deletion specifically. PCR protocol variations
were applied to optimize the amplification of the fragments of interest (PCR touchdown).
Under these conditions, the duplex PCR was carried out using two pairs of primers.
The confirmation of the duplication was carried out by a classic PCR on cDNA. PCR
was carried out using 10 ng of cDNA /reaction. Primers for both PCRs were designed
using Ensembl [60], Primer3 “https://github.com/primer3-org” (accessed on 1 February
2020), the UCSC “in silico PCR” [61], and NCBI primers [62]. Primers are available in
Supplementary Table S3. PCR conditions are available upon request.

4.4. Sanger Sequencing and Segregation

Variant confirmation or cDNA sequences were obtained using Sanger sequencing after
PCR amplification and fragments” purification (membrane placed under vacuum for 10
min). Bidirectional sequencing of the purified PCR products (with the appropriate primers)
was performed by GATC Sequencing Facilities (Konstanz, Germany). The used primers are
summarized in Supplementary Table S3.

4.5. Cohort Screening

Two duplex PCRs were designed to detect specifically the deletion of exons 1 and 2.
Primers and example conditions are provided in Supplementary Table S3 and Figure S1.

4.6. RNA Extraction, Reverse-Transcription, and Quantitative Real-Time PCR

RNA was extracted from skin-derived fibroblasts via QiaShredder (Qiagen, ref 79654)
and RNeasy Minikit (Qiagen, ref 74104) kits. RNA concentration was evaluated by spec-
trophotometry (Eppendorf Bio Photometer Plus). cDNA was synthesized via an “iScript
™ ¢ Synthesis Kit” (170-889, Bio-Rad, Hercules, USA) according to the manufacturer’s
instructions with 500 ng of RNA. Quantitative real-time PCR was carried out with a iQTM
SYBR Green Supermix (#170-8886, Bio-Rad) in a Bio-Rad CFX96/384™ Real-Time System
in triplicate. ¢cDNA was diluted to 1/10, and BBS5, GLI1, PTCH1, GAPDH, and HPRT
(two house-keeping genes) primers were used at a concentration of 0.25 uM. The primers
are available in Supplementary Table S3. The normalized fold expression of the target
genes was calculated using the comparative cycle threshold (C;) method (2725Ct method)
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by normalizing target messenger RNA (mRNA) C; to those for both GAPDH and HPRT
reference gene using CFX Manager Software Version 1.5 and Microsoft Excel calculations.
Data are presented as relative expressions £ SEM. Statistical analyses were done using the
GraphPad Prism software. p-values and significance were determined using a two-way
ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ** p < 0.01 **** p < 0.0001.

4.7. Protein Extraction and Western Blot

Protein was extracted from skin-derived fibroblasts with a radioimmunoprecipitation
assay buffer (RIPA buffer) containing Protease Inhibitor Cocktail (25x, Complete EDTA free,
05056489001, Roche, Basel, Switzerland). Protein quantification was performed with the
Bradford test using an Eppendorf BioPhotometer Plus spectrophotometer. A total of 40 ug
of protein was separated on 10% SDS-PAGE polyacrylamide gel (Mini-PROTEAN TGXTM
Gels cat.#456-1034, Bio-Rad) or homemade gel and transferred onto a PVDF membrane
(0.2 uM, Trans-Blot Turbo, Transfer Pack, Bio-Rad, 1704156) using the TransblotR TurboTM
Transfer System (Bio-Rad). After blocking in 5% milk-TBS1X-Tween 0.1% for 1 h at room
temperature, the membrane was probed with the primary antibody overnight at 4 °C,
followed by HRP-conjugated secondary antibody incubation for 1 h at room temperature.
Chemiluminescent detection was performed using a ChemidocTM MP Imaging System
(Bio-Rad) with PierceTM ECL Western (ref 32209, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and SuperSignal R West Femto Maximum Sensitivity Substrate (prod #34095, Thermo
Fisher Scientific) solutions. Stripping was done using the RestoreTMWestern Blot Stripping
BufferTM (prod #21059). Quantification of bands was performed using Image Lab software
6.0.1 (Bio-Rad). BBS5 quantification data performed in triplicate were normalized to the
reference cytoplasmic protein 3-Tubulin. Antibodies used in this experiment are available
in Supplementary Table S4.

4.8. Immunofluorescence Analysis

To induce primary cilia formation, the fibroblasts were grown in serum-reduced media
(0.1% FECS) for 48 h. Skin-derived fibroblasts were grown on 24-well plates (Falcon, 3226)
and Lab-Tek8-well chamber slides (Thermo Fisher Scientific Nunc 15411). The fibroblasts
were subsequently fixed in ice-cold methanol at —20 °C for 10 min, permeabilized with
0.1% Triton X-100 in PBS 1 x, and blocked in 10% FCS in PBS 1 for 1 h at room temperature.
Incubation with primary antibodies diluted in 2% FCS was done for 1 h at room temperature
or overnight at 4 °C. Secondary antibody incubation was carried out for 1 h at room
temperature. For those realized in Lab-Tek8-well, nuclei were visualized using Hoechst,
and images were obtained using an inverted fluorescence microscope (Olympus spinning
disk, 60x water immersion objective). For those realized on 24-well plates, images were
obtained using an IncuCyte S3-Sartorius and were analyzed using Image]. Cilia frequency
was calculated from the number of cells with a primary cilium divided by the total number
of cells (n = 400 cells analyzed). p-values and significance were determined using ordinary
one-way ANOVA ****: p <0.0001. Primary cilia length was measured via IncuCyte software
irrespective of the angle of orientation (n = 400 cilia). p-values and significance were
determined using Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. The number of cilia (1) measured
consisted of pooled data from two separate experiments performed on biological triplicates
of each sample in each experiment. Statistical analysis was done using GraphPad Prism
software. Antibodies used in this experiment are available in Supplementary Table 54.

5. Conclusions

In this study, two novel variations in BBS5 (c.550_552dup, and c.1-2272_142+879del)
were identified in a non-consanguineous European BBS patient that broadened the BBS5
mutation spectrum. The pathogenicity of both variations was confirmed. The duplication
likely destabilizes the protein and is now classified as a class 5 variant. Furthermore, it was
demonstrated that BBS5 affected ciliogenesis and primary cilium length. The Hh signaling
pathway was impaired in the patient’s fibroblasts, indicating a defective primary cilium and
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that BBS5 also affected primary cilia function. This report illustrated the usefulness of WGS
sequencing in identifying pathogenic variations, especially CNVs in highly heterogeneous
genetic disorders. Despite robust ACMG guidelines for variant interpretation, this study
shows how functional tests are essential to providing a definitive answer to patients.
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SUPPLEMENTARY DATA

BBS panel sequencing

Next-generation sequencing of the patient’s sample was performed on the lon Torrent PGM (Thermo
Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocols. DNA libraries were constructed using the
HaloPlex Target Enrichment system (Agilent Technologies, version D.5). The design targeted 30 genes of
which 17 were BBS genes (BBS1-BBS17) for a total of 10,156 amplicons (134.04 kbp). The libraries were
barcoded using HaloPlex ION Barcodes (Agilent Technologies) and then pooled by four samples. Emulsion
PCR was performed on the lon One Touch 2 system (Life Technologies) and the emulsion PCR products
were enriched on the One Touch 2 Enrichment System using the lon PGM Template OT2-200 kit (Life
Technologies). lon sphere particles (ISP) were enriched using the E/S module, charged on one lon PGM
318 v2 chips and sequenced with an lon Torrent PGM in a 200-bp configuration run. With an ISP loading
of 73%, 481 Mb were produced in total out of 2,951,659 reads, with a median length of 166 bp, of which
130.6 Mb could be used for our patient (795,763 reads, median length of 164 bp). Sequencing data were
analyzed by the Torrent Suite Software v4.4.2 with alignment to the reference human genome
(GRCh37/hg19) (788,342 mapped reads, 48.61% on target) and base calling (SNV/indel). Variant
annotation and ranking was performed as for the WGS methods. No specific CNV calling was achieved but
depth of coverage comparison was manually checked using the Integrative Genomics Viewer (IGV)
software [1].

Whole-Exome Sequencing

Whole exome sequencing (WES) was performed by the IGBMC Microarray and Sequencing platform.
Genomic DNA (2 mg) was sheared to obtain a mean fragment size of 150 bp using the Covaris E210
(KBioscience, Herts, United Kingdom) followed by library preparation using the Agilent SureSelect XT
Human all exon V6 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States PN G7530-90000, protocol B4).
Sequencing was performed on an Illumina HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, CA, United States) to generate
100-bp paired-end reads following the manufacturer’s protocols. Bioinformatics Analysis Image analysis
and base calling were performed using CASAVA v1.8.2 (lllumina), and the 181,329,380 reads were mapped
to the reference human genome (GRCh37/hg19) using BWA v0.7.5a [2] leading to 97.26% of the bases
covered at least by 20x. GATK UG v3.2-2 was used to call SNV and indel variations [3]. Annotation and
ranking of SNV and indel were performed by VaRank 1.4.3 [4] in combination with the Alamut Batch
software 1.11 (Interactive Biosoftware, Rouen, France). Very stringent filtering criteria were applied to
filter out non-pathogenic variants (Supplementary Table S1): (i) variants represented with an allele
frequency of more than 1% in public variation databases including the 1000Genomes [5], the gnomAD
database [6], the DGV database [7] or our internal database, (ii) variants in 5’ and 3' UTR, downstream,
upstream or intronic locations and synonymous without pathogenic prediction of local splice effect, (iii)
variants not in the ciliary genes [8]. Structural variants were predicted using CANOES, including mobile
element insertion using Mobster [9] and annotated by AnnotSV 2.3 [10]. The analysis was focused on
compound heterozygous and homozygous variants consistent with a recessive mode of transmission. Each
candidate variations were also checked using the Integrative Genomics Viewer (IGV) software [1].

Copy number variants calling

Copy number variants have been called using 7 different tools either on the WES data with CNVkit 0.9.9
[11], on the WGS data using CNVpytor 1.2.1 [12], Delly 1.1.5 [13], Lumpy 0.2.13 [14], Smoove 0.2.6
(https://github.com/brentp/smoove) based on Lumpy [14], or on both using CANOES v2 [15], Manta 1.6.0
[16] and SoftSV 1.4.2 [17]. Detection results and type of methods are summarized in Supplementary Table
S5.



BBS5 Multiple Sequence Alignment and structure

Protein sequence alignment was built based on the protein sequences extracted from the metazoan
orthologous group from the eggNOG database (4.5) [18] including the sequence from the 3D structure of
ARL6/BBS3 (PDB: 6VBU, chain A) [19]. The alighment was visualized in Jalview (2.11.0) [20] and the 3D

structure in PyMOL (1.3) [21].

sV

SNV indel CANOES Mobster

Total number of variants 94,460 15,592 10 229
. . . o

After exclusion of variants with an allele frequency >1% (gnomAD, 1000G, 10,178 1635 6 599
internal exome database or DGV)
After exclusion of SNV/indel found at the homozygous state in gnomAD 4,669 695
After exclusion of SNV/indel found at the homozygous state in our
. 1,486 261
internal exome database
After exclusion of SNV/indel in 5' and 3'UTR, downstream, upstream, 520 88
intron and synonymous locations without local splice effect prediction
After exclusion of missense without SIFT, PPH2 or PhastCons deleterious

456 88
effect
SV overlapping a morbid gene (OMIM) 0 57

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

SV
SNV/Indel CANOES SoftSV Lumpy Mobster
Total number of variants 4,851,744 10 15,518 14,441 1,472
. . . o
After exclusion of variant with an allele frequency >1% 468,570 5 13,882 10,720 1,401
(gnomAD)
After }exclu5|on of SNV/indel found at the homozygous 240,450
state in gnomAD
After exclusion of SNV/indel in 5' and 3'UTR, downstream,
upstream, intron and synonymous locations without local 837
splice effect prediction
After exclusion of missense without SIFT, PPH2 or 18
PhastCons deleterious effect
SV overlapping a morbid gene (OMIM) 0 1348 980 116

Supplementary Table S2. Summary of the whole genome sequencing results. SNV: single nucleotide
variation, indel: gain or loss of up to 50 nucleotides at a single locus, SV: structural variation. A SV with a
DGV frequency >1% is excluded only with studies of more than 1000 individuals.



Application Gene name Exon Forward (5'-3') Reverse (5'-3') Size (bp)
(HGVS)
Duplex 1 BBS5 FlandR1 | GGCACCAGGATTCTCATACC TGGGTCACTTGAAGTCAGGA 389/6309
PSMC3 7to8 GGCGTGTCCCTGAGTTAGAG AGGAACCACAATTTAGCACAA 603
Duplex 2 BBS5 F2 and R2 TGTACACTCACGTTCCTTTGTC CAGAGAAGCAGGCTTACAACAG 663/6580
DISC1 10 ACCCTGTACTTGGAGGTATGTG ACCCCTGCCCTCCAATATTTGT 925
BBS5 6-7t0 8 TCCAGTGATCAGGGCAATTT TGAGAGCTTTCTATGACAAGAGC 167
BBS5 1to3 ATGCCAAAGAGTGCCAGAGA TCCGTTTCGACCTGTCCG 153
BBS5 5-6 to 6-7 TGGCAGTACACGAGCTTATGA TGATCAGGGCAATTTAGGAACC 164
BBS5 9t09-10 GTGGTGGATATGTTCTTGGCT CTGGGGCTTTTCTTCCATCTC 140
GLI1 7to9 CTGCAGCCAGGAATTTGACT CGAGGCGTGAGTATGACTTCC 224
CDNA GLI2 2to3 AAGCAAGAAGCCAAAAGTGG TGGTACCTTCCTTCCTGGTG 188
GLI3 2to3 GGCATTTTTGGTCGAAGAGA GGACATTCTGTGGCTGCATA 238
SUFU 2-3to3 ACAGAGTCCATGAGTTTACAGG CGTATCGTGCCAAGCCCT 138
PTCH1 2-3to3 GTGGAAGTTGGAGGACGAGT AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154
SMO 2to3 TGCCCAAGTGTGAGAATGAC TACCAGCTCTTGGGGTTGTC 229
GAPDH 4-5t0 6 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197
HPRT 1-2to 2-3 CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 131

Supplementary Table S3. List of primers used in this study. Two duplex PCR have been setup with 2
primers set and different control genes (i.e. PSMC3 and DISC1). Size of the PCR product for the duplex
depends on the presence or not of the deletion.

Application Antibody Species | Dilution | Reference
Western blot Anti-B-Tubulin Mouse | 1/2500 | TUB-2A2, Euromedex
Anti-BBS5 Rabbit 1/500 14569-1-AP, Proteintech
Anti-mouse (HRP linked) 112" Horse | 1/2000 | 7076, Cell signaling
Anti-rabbit (HRP linked) 11> Donkey | 1/2000 | 7074, Cell signaling
Immunofluorescence | Anti-ARL13B Mouse 1/500 | Sc-515784, Santa cruz biotechnology
Anti-SMO Mouse 1/500 | Sc-166685, Santa cruz biotechnology
Anti-y-Tubulin Rabbit 1/500 | PA5-34815, Invitrogen
Anti-mouse (Alexa Fluor™ 488) 112" Goat 1/500 | A11001, Invitrogen
Anti-rabbit (Alexa Fluor™ 594) 11> | Donkey | 1/500 | A21207, Invitrogen

Supplementary Table S4. List of antibodies used in this study.




Program Version Method Analysis Detected Nb Events Samples

CANOES v2 Read depth WES No 4 11
CANOES v2 Read depth WES Yes 8 38
CNVKkit 0.9.9 Read depth WES No 76 38
Manta 1.6.0 Paired end/Split read WES No 17 38
SoftSV 1.4.2  Read depth/Split read WES No 2,784 38
Delly 1.1.5 Paired end/Split read WGS Yes 11,447 18
CANOES v2 Read depth WGS No 10 18
CNVpytor 1.2.1 Read depth WGS No 578 18
Lumpy 0.2.13  Paired end/Split read WGS Yes 14,441 18
Manta 1.6.0 Paired end/Split read WGS Yes 11,953 18
Smoove 0.2.6  Paired end/Split read WGS Yes 7,195 18
SoftSV 1.4.2  Read depth/Split read WGS Yes 15,718 18

Supplementary Table S5. Summary of bioinformatics CNV calling on either the WES or the WGS from
All.2. Programs used for the default pipeline are highlighted in bold. Number of samples have been
indicated but are relevant only regarding the read depth methods using a comparative approach including
the other samples in the run.

BBS5 variant SIFT-indel DDIG Provean
Damaging Disease causing Deleterious
¢.550_552dup, p.Asn184dup (0.894) (83.8) (-9.466)

Supplementary Table S6. Prediction of the BBS5 AA duplication. The indel inframe effect was assessed
using SIFT [22], DDIG [23] and Provean [24].



HGVS (cDNA) HGVS (protein) HGMD Type Reference
c.1A>ST p.Met1? DM Start loss Muller (2010) Hum Genet
Cc.2T>A p.Met1? DM Start loss Harville (2010) J Med Genet
c.149T>G p.Leu50Arg DM Missense Chen (2011) Invest Ophthalmol Vis Sci
c.148C>A p.Leu50lle DM? Missense Wang (2014) Hum Genet
c.158C>T p.Thr53lle DM Missense Abu-Safieh (2012) Eur J Hum Genet
c.166A>G p.Arg56Gly DM Missense Muller (2010) Hum Genet
c.214G>A p.Gly72Ser DM Missense Hjortshoj (2008) Am J Med Genet A
c.412C>T p.Arg138Cys DM Missense Carss (2017) Am J Hum Genet
c.413G>A p.Arg138His DM Missense Redin (2012) J Med Genet
c.532G>A p.Gly178Arg DM Missense Shaheen (2016) Genome Biol
c.547A>G p.Ths183Ala DM Missense Hjortshoj (2008) Am J Med Genet A
c.551A>G p.Asn184Ser DM? Missense Li (2004) Cell, Carss (2017) Am J Hum Genet
c.584A>G p.Asp195Gly DM Missense Lindstrand (2016) Am J Hum Genet
c.620G>A p.Arg207His DM? Missense Li (2004) Cell
c.790G>A p.Gly264Arg DM Missense Weisschuh (2016) PLoS One
c.889G>A p.Asp297Asn DM? Missense Feuillan (2011) J Clin Endocrinol Metab
€.265C>T p.Arg89* DM Nonsense Hirano (2015) PLoS One
c.425T>G p.Leu142* DM Nonsense Chandrasekar (2018) Indian J Med Res
c.208+2T>C p.? DM Splice Imani (2019) Biosci Rep
¢.522+3A>G DM Splice Li (2004) Cell
€.619-27T>G DM Splice Hirano (2015) PLoS One
€.619-1G>C DM? Splice Feuillan (2011) J Clin Endocrinol Metab
¢.900G>C (p.Val300=) DM Splice Carss (2017) Am J Hum Genet
c.123delA p.(Gly42Glufs*11) DM Frameshift Smaoui (2006) Invest Ophthalmol Vis Sci
c.734_744del11 p.(Glu245Glyfs*18) DM Frameshift Maria (2016) Sci Rep
c.955_957delGAA p.(Glu319del) DM Indel inframe
c.54dupC p.(Alal9Argfs*14) DM Frameshift Feuillan (2011) J Clin Endocrinol Metab
€.966dupT p.(Ala323Cysfs*57) DM Frameshift Al-Hamed (2014) Cilia
€.263_271delTACGAGGCCinsGCTCTTA p.(Leu88Cysfs*3) DM Frameshift Li (2004) Cell
ex. 6-7, c.387-?_618+?del232 DM CNV Deveault (2011) Hum Mutat
ex. 9-12 DM CNV Nishimura (2005) Am J Hum Genet
incl. ex. 8-12 DM CNV Lindstrand (2016) Am J Hum Genet

Supplementary Table S7. List of known BBS5 pathogenic variants according to the HGMD pro (2021.1).
The BBS5 reference sequence used is NM_152384.3. CNV: Copy Number Variant, DM: disease-causing
mutation, “DM?”: likely disease-causing mutation.
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BBS
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BBS
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BBS1,
BBS5

BBS5

BBS5

BBSS5
BBS5

BBS5

BBS5

BBS5

BBS5

BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
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BBS5
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BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
BBS5
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BBS5

HGVS nomenclature

BBS1:¢.1169TG (p.Met390Arg), del ex. 10-17,
BBS5: ¢.551A>G (p.Asn184Ser) (modifier)

c.620G>A, p.(Arg207His)

c.522+3A>G

c.522+3A>G

c.263_271delins, p.(Leu88Cysfs*3)

c.176G>A, p.(Trp59*)
c.181T>A/G, p.(Leul42*)
c.181T>A/G, p.(Leul42*)

c.181T>A/G, p.(Leul42*)

Del ex. 9-12

c.123delA, p.(Gly42Glufs*11)
c.214G>A, p.(Gly72Ser)
c.214G>A, p.(Gly72Ser)
c.214G>A, p.(Gly72Ser)
c.214G>A, p.(Gly72Ser)
c.547A>G, p.(Thr183Ala)

c.1A>T, p.(Met1?)
c.1A>T, p.(Met1?)
c.166A>G, p.(Arg56Gly)

c.166A>G, p.(Arg56Gly)
c.123delA, p.(Lys41fs*52)
c.123delA, p.(Lys41fs*52)
c.123delA, p.(Lys41fs*52)
c.123delA, p.(Lys41fs*52)
c.123delA, p.(Lys41fs*52)
c.2T>A, p.(Met1?)
c.2T>A, p.(Met1?)
¢.149T>G, p.(Leu50Arg)
€.619-1G>C

c.889G>A, p.(Asp297Asn)
€.619-1G>C

¢.54dupC (p.(Alal9Argfs*14)), c.619-1G>C

Del ex. 6-7

c.214G>A, p.(Gly72Ser)
BBS5: ¢.158C>T, p.(Thr53lle)

BBS1: c.1684G>A, p.(Asp562Asn)

BBS9: ¢.1693+102G>A

BBS1:c.124+1G>A (p.(Leud3Glyfs*44)), c.951+58C>T
BBS5: ¢.132T>G, p.(Asn44lys) (modifier)

BBS4: ¢.221-37G>A
CEP290: ¢.6271-113T>C

¢.413G>A, (p.(Arg138His))
c.148C>A, p.(Leu50lle)

€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)

Type

Missense, CNV,

Missense

Missense
Splice
Splice

Frameshift

CNV
Frameshift
Missense
Missense
Missense
Missense

Missense

Start loss
Start loss
Missense

Missense

Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Start loss
Start loss
Missense
Splice
Missense
Splice
Frameshift,
splice
CNV
Missense

Missense
Missense
Splice?

Splice
Missense

Missense

Missense

Frameshift

2Zygosity
Het

Het

Comp. Het

RP OB PD HG RD

ID DD Other features

Scoliosis, otitis media

Hyperleptinemia

Hyperleptinemia
Hyperleptinemia
Asthma, dislipidemia, teeth crowding, sleep apnea

Liver structure anomaly, psychosis, teeth crowding, small genitalia

Atopy, Typical facies

Typical facies

Atopy, typical facies

Hydronephrosis, enlarged fatty liver, typical facies

Reference

Li (2004) Cell
Lindstrand (2016) AJHG

Li (2004) Cell

Li (2004) Cell
Hjortshoj (2008) AJIMG A
Li (2004) Cell
Hjortshoj (2008) AIMG A
Li (2004) Cell
Li (2004) Cell
Hjortshoj (2008) AJIMG A
Li (2004) Cell
Hjortshoj (2008) AIMG A
Li (2004) Cell
Hjortshoj (2008) AIMG A
Li (2004) Cell
Hjortshoj (2008) AJIMG A

Nishimura (2005) AJHG
Smaoui (2006) I0VS
Hjortshoj (2008) AIMG A
Hjortshoj (2008) AIMG A
Hjortshoj (2008) AIMG A
Hjortshoj (2008) AIMG A
Hjortshoj (2008) AIMG A

Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet

Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet
Muller (2010) Hum Genet
Harville (2010) JIMG
Harville (2010) JIMG

Chen (2011) IOVS

Chen (2011) IOVS
Feuillan (2011) JCEM
Feuillan (2011) JCEM
Feuillan (2011) JCEM

Deveault (2011) Hum Mutat

Deveault (2011) Hum Mutat

Abu-Safieh (2012) EJHG

Abu-Safieh (2010) IMG
Abu-Safieh (2012) EJHG

Redin (2012) IMG
Wang (2014) Hum Genet

Al-Hamed (2014) Cilia
Shaheen (2016) Genome Biol

PMID

15137946
27486776

15137946

15137946
18203199
15137946
18203199

15137946
15137946
18203199
15137946
18203199
15137946
18203199
15137946
18203199

16380913
16877420
18203199
18203199
18203199
18203199
18203199

20177705

20177705

20177705

20177705

20177705
20177705
20177705
20177705
20177705
19797195
19797195
21642631
21642631
21209035
21209035

21209035

21344540
21344540

22353939

19858128
22353939

22773737

24154662

24559376
27894351
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BBS5
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BBS5

€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)

€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)

€.265C>T (p.Arg89*), ¢.619-27T>G
€.265C>T (p.Arg89%), c.619-27T>G

BBS1: c.1645G>T (p.Glu549*), del ex. 1-11,
BBS5: ¢.584A>G (p.Asp195Gly) (modifier)
.2119_2120delGT (p.Val707*) hom

BBS10:
BBS5: incl. ex. 8-12

€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)
€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)
€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)
€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)
€.966dupT, p.(Ala323Cysfs*57)

c.734_744del11, p.(Glu245Glyfs*18)
c.734_744del11, p.(Glu245Glyfs*18)
c.734_744del11, p.(Glu245Glyfs*18)

c.790G>A, p.(Gly264Arg)
c.790G>A, p.(Gly264Arg)
c.532G>A, p.(Gly178Arg)
c.532G>A, p.(Gly178Arg)
C1AST, p.?

€.955_957delGAA, p.(Glu319del)

¢.900G>C, p.(Val300=)
c.412C>T, p.(Arg138Cys)
¢.551A>G, p.(Asn184Ser)
c.425T>G, p.(Leul42*)

€.208+2T>C

€.208+2T>C

Frameshift

Frameshift

Nonsense, Splice
Nonsense, Splice
CNV, frameshift

Missense
CNV
CNV

Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Missense
Missense
Missense
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Start loss
Indel inframe
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Splice

Hom
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Fatty liver, typical facies, atopy

Hydronephrosis, fatty liver, typical facies, atopy

Esophageal, gastric and rectal varices, liver fibrosis

Scoliosis, otitis media

Seizures, sleep apnea

Grade 4 bilateral hydronephrosis, small trabeculated bladder
Brachydactyly, atopy, asthma, hypogenitalism, typical facies
Acanthosis nigricans, macrocephaly, poor vision

Acanthosis nigricans, macrocephaly, poor vision

Hypodontia, syndactyly, brachydactyly, ataxia, speech disability,
gall bladder calculi, mild spleno- and hepatomegaly, elevated liver
enzymes, abnormally high cholesterol level

Speech disability

Irregular menstruation, low progesterone levels, diabetes,
borderline hepatomegaly with fatty infiltration, abnormally high
cholesterol level, elevated liver enzymes

Achromatopsia in childhood

Achromatopsia in childhood

Nystagmus, poor vision, sleep apnea, delayed myelination

Small testis, CHD, ADHD, dysmorphic facies, echogenic kidneys,
cleft lip, normal brain MRI, echogenic kidney

Speech disability, dental anomaly, attenuated arterioles, pale optic
disc, night blindness

Posterior subcapsular cataract, digestion problem, attenuated
arterioles, pale optic disc, bone spicules, macular atrophy, night
blindness

Al-Hamed (2014) Cilia
Shaheen (2016) Genome Biol
Al-Hamed (2014) Cilia
Shaheen (2016) Genome Biol
Hirano (2015) PLoS One
Hirano (2015) PLoS One

Lindstrand (2016) AJHG

Lindstrand (2016) AJHG

Shaheen (2016) Genome Biol
Shaheen (2016) Genome Biol
Shaheen (2016) Genome Biol
Shaheen (2016) Genome Biol
Shaheen (2016) Genome Biol

Maria (2016) Sci Rep
Maria (2016) Sci Rep
Maria (2016) Sci Rep

Weisschuh (2016) PLoS One
Weisschuh (2016) PLoS One
Shaheen (2016) Genome Biol
Shaheen (2016) Genome Biol

Shaheen (2016) Genome Biol

Patel (2016) Genet Med
Shaheen (2016) Genome Biol

Carss (2017) AJHG
Carss (2017) AJHG
Carss (2017) AJHG
Chandrasekar (2018) IJMR

Imani (2019) Biosci Rep

Imani (2019) Biosci Rep

Supplementary Table S8. List of known BBS5 cases with pathogenic variants organized as case according to the HGMD pro (2021.1). The BBS5
reference sequence used is NM_152384.3. When multiple gene are indicated in the gene column, the first one is considered as the primary driver
gene. CNV: Copy Number Variant, Hom: homozygous, Het: heterozygous, Comp. het: compound heterozygous, CD: Cone dystrophy, RP: Retinitis
pigmentosa, Ob: Obesity, PD: Polydactyly,HG: Hypogonadism, RD: Renal disease, ID: Intellectual disability DD: Developmental delay, CHD:

Congenital heart disease, ADHD: Attention deficit hyperactivity disorder.

24559376
27894351
24559376
27894351
26325687
26325687

27486776

27486776

27894351
27894351
27894351
27894351
27894351

27708425

27708425

27708425

26766544
26766544
27894351
27894351

27894351

26355662
27894351

28041643
28041643
28041643
29806606

30850397

30850397
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Supplementary Figure S1. Cohort screening for the BBS5 deletion. A. Presentation of the primers
positions on BBS5 for Duplex 1 and 2 designed for the detection of the deletion of exons 1 and 2. B.
Example of PCR profiles for Duplex 2 on a LabChip GX (Perkin Elmer) for a rapid detection of the BBS5
deletion (see for primers details). Normal samples harbour a single band (DISC1) whereas homozygous or
heterozygous carriers for the tandem duplication show an additional band specific for the duplication
breakpoint. C. Results of the Duplex 1 PCR performed on 62 BBS negative samples out of 284. Except for
the index case, the deletion was not found in any other patient.
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Supplementary Figure S2. BBS5 large heterozygous deletion. A. Comparison of the BBS5 depth of
coverage for patient 1.2 and a control using either the BBS gene panel (TES), whole exome sequencing
(WES) or whole genome sequencing (WGS) using IGV. B. Highlight of the split reads on each side of the
deletion displaying the breakpoint of the 5,918 bp heterozygous deletion of exons 1 and 2 of BBS5.
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Supplementary Figure S3. Distribution of the depth of coverage (upper panels) and the mean and its
standard deviation (lower panels) for each exon of BBS5 for 6 WES from the same sequencing run (A.) and
for 18 WGS (B.). Depth of coverage was computed using the DepthOfCoverage command from
GenomeAnalysisTK-3.4-46 and the GRCh37 reference coordinates for the BBS5 gene (NM_152384.3).
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Supplementary Figure S4. Secondary structure prediction. PSIPRED [25] was applied to assess whether
the p.Asn184dup (panel below, duplication is highlighted by a red circle) might affect the secondary

structure of BBS5.
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Supplementary Figure S5. Assessment of Hh-signal transduction by quantification of the induction of two
Hh target genes PTCH1 and GL/1 on Hh-stimulated cells from controls and the patient in four different
conditions, with and without inducing ciliogenesis (+/- FCS) and Hh activation (+/- SAG). The expression of
both genes is normally induced in controls except in control 2, whereas no induction is found in the patient
test. The expression data performed with biological triplicates were normalized to the reference gene
GAPDH mRNA expression data, and the values were presented as relative expression levels +- SEM). p-
values and significance were determined using 2-way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ns:
non significant, **p<0.01 ****p<0.0001.
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V. Données supplémentaires non publiées
A Etude de la voie SHH au niveau protéique
1. Quantification de GLI2 et PTCH1 par WB
Pour étudier la voie SHH au niveau protéique je me suis intéressée a la quantification des deux

protéines GLI2 et PTCH1. GLI2 est un facteur de transcription activateur qui suite a la
stimulation de la voie subit une translocation nucléaire pour activer la transcription des genes

cibles de la voie SHH. PTCH1 est un récepteur transmembranaire qui est recruté a la membrane
plasmique permettant la fixation du ligand SHH pour activer la voie SHH (Figure 28A). Etant
donné que les deux protéines subissent des translocations d’un compartiment cellulaire vers
un autre, PTCH1 du cytoplasme a la membrane plasmique et GLI2 du cytoplasme au noyau,
nous avons cherché a quantifier leur présence dans chacun de ses compartiments séparément
en appliquant un protocole d’extraction différentielle de protéines. Jai testé 4 protocoles
avant de pourvoir identifier celui qui a permis l'obtention des fractions suivantes:
cytoplasmique, membranaire et nucléaire pures (Figure 28B).

» GLI2

Le but est de quantifier cette protéine dans le cytoplasme (GLI2C) et le noyau (GLI2N) pour
établir le rapport GLI2C/GLI2N avec et sans activation de la voie SHH pour évaluer ainsi la
translocation nucléaire de GLI2 suite a la stimulation de la voie dans des cellules contréles et
ceux de patients. Normalement, GLI2C>GLI2N en condition -SVF/+SAG. On notera que GLI2
posséde plusieurs isoformes, c’est une protéine qui s’active par clivage protéolytique et seul la
forme active subit la translocation nucléaire. Plus précisément, elle possede un domaine
répresseur en N-terminal qui doit étre clivé pour qu’elle puisse jouer le réle d’activateur et un
domaine activateur en C-terminal qui doit étre clivé pour gu’elle puisse jouer le role de
répresseur.

Le résultat du WB avec le dép6t de 100ug montre plusieurs bandes cytoplasmiques de GLI2 et
une seule bande nucléaire confirmant ainsi cette information. C’est un résultat préliminaire
qui a été obtenu aprées avoir testé trois anticorps différents afin d’avoir un marquage spécifique
de GLI2. En plus le marquage de GLI2 n’est observé qu’avec un dépot important de protéine
qui est de 100ug (Figure 28C).
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Figure 28 : Extraction différentielle de protéines et quantification de GLI2. A. Représentation
schématique du recrutement membranaire de PTCH1 et de la translocation nucléaire de GLI2 quand la
voie SHH et « ON ». B. Membrane d’un western blot présentant les dépo6ts protéiques de chaque
compartiment séparément (I : input, C : cytoplasme, M : membrane, N : noyau). Un cocktail d’anticorps
a été utilisé pour marquer une protéine spécifique a chacune des fractions cellulaires. C. Membrane
d’'un WB présentant un dépot croissant de protéines (10, 50 et 100ug) dans les trois compartiments
extraits a partir de cellules cultivées en conditions (-SVF+SAG).

Cette grande quantité de protéines (100ug) nécessaire pour observer GLI2 est facile a obtenir
a partir des cellules HEK qui proliferent tres rapidement et en grande quantité, ce qui n’est pas
le cas des fibroblastes de peau qui proliferent plus lentement. Cette expérience nécessitera
des tests supplémentaires afin de pouvoir I'appliquer de maniére robuste et routiniére sur les
fibroblastes cutanés humains.

» PTCH1

PCTH1 est un récepteur transmembranaire qui est recruté a la membrane plasmique pour
permettre la fixation du ligand SHH, I'activateur de la voie SHH. Le but de cette expérience est
de quantifier la fraction de PTCH1 membranaire dans deux conditions +SVF et -SVF/+SAG pour
voir d’abord si le recrutement membranaire augmente en activant la voie SHH et par la suite
comparer ce recrutement entre des cellules normales et des cellules ou la voie SHH est
beaucoup moins active comme c’est le cas chez la patiente BBS5. Dans ce cas I'hypothese
posée est que la fraction membranaire de PTCH1 chez les contréles doit étre supérieure a celle
chez la patiente BBS5 (ctrl PTCH1(M) -/+ > BBS5 (M) PTCH1 -/+).

Le résultat de la quantification de PTCH1 en normalisant par rapport a la protéine de référence
ubiquitaire (du dépot) la béta-tubuline ne montre aucune différence significative des fractions
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membranaires de PTCH1 entre le contrdle et |la patiente. Le résultat de la quantification de
PTCH1 apres normalisation par rapport a la protéine de référence membranaire, a savoir
I’ATPase, montre une légere diminution du recrutement de PCTH1 membranaire chez la
patiente par rapport aux deux contrdles (Figure 29B).
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Figure 29 : Quantification de PTCH1. A. Membrane d’'un WB présentant les dépots des protéiques
cytoplasmiques (C) et membranaires (M) extraites a partir des fibroblastes cutanés de la patiente BBS5
et de deux contréles en deux conditions de culture +SVF et —SVF/+SAG. B. Graphique présentant la
guantification des bandes de la protéines PTCH1 normalisé par rapport a une protéine cytoplasmique
la béta-tubuline et une protéine membranaire I'ATPase. La quantification du WB est réalisée avec
Imagel, les graphiques et les tests statistiques avec le logiciel Graphpad Prism. Les valeurs p sont
déterminées a l'aide d'un test ANOVA a deux voies (test de comparaison multiple de Tukey). ns : non
significatif, *p<0,1. C. Représentation du mode d’action du SAG et de rhSHH dans I'activation de la voie
SHH.

Il est normalement attendu une augmentation significative du recrutement de PTCH1 a la
membrane chez les contrdles en condition d’activation de la voie SHH (-SVF/+SAG), ce qui n’est
pas le cas.

En cherchant a comprendre le résultat, je me suis rendue compte que l'activation de la voie
avec le ligand SAG (qui est un SMO Agoniste) se fait en se fixant directement sur SMO sans
passer par PCTH1. Avec ce réactif nous allons donc court-circuiter le réle de PCTH1, ce qui
explique nos résultats a priori discordant.

Nous pouvons en conclure que pour étudier le changement du recrutement membranaire de
PCTH1 il ne faut pas utiliser SMO mais un autre ligand tel que le rhSHH qui vas se fixer
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directement sur PCTH1 et activer la voie dés le début de la cascade de signalisation (Figure
29C).

Cet exemple montre I'intérét de la bonne compréhension des différentes étapes d’une voie de
signalisation et du mode d’action d’un réactif activateur ou répresseur, c’est-a-dire a quelle
étape de la cascade va-t-il intervenir pour stimuler I'activation ou la répression de la voie.

2. Translocation de SMO dans le cil
Une des expériences permettant d’étudier la voie SHH au niveau protéique est d’évaluer la

translocation de SMO dans le cil par immunofluorescence. Pour le faire il faut stimuler la voie
par un traitement des cellules avec le ligand rhSHH qui active la voie dés le début de la cascade
de signalisation en se fixant sur PTCH1 qui va libérer SMO qui a son tour va subir une
translocation ciliaire.

D’abord, j’ai testé le ligand en traitant les fibroblastes contréle avec 3 concentrations
différentes de rhSHH (10, 50 et 100ng/ml) et j’ai réalisé des RT-qPCR pour quantifier les deux
gene cibles de la voie PTCH1 et GLI1 afin de déterminer la concentration minimale qui
permettra d’activer la voie. Les résultats montrent qu’avec les deux concentrations 100 et
50ng/ml le niveau d’expression de PTCH1 et GLI1 augmente significativement apres le
traitement, ce qui n’est pas le cas avec la concentration la plus faible (10ng/ml) (Figure 30A).
Le ligand est ainsi validé et la concentration minimale suffisante pour activer la voie SHH est
de 50ng/ml.

Ensuite j'ai testé le ligand pour les expériences d’IF pour étudier la translocation de SMO. Jai
réalisé les IF dans des plagues 24 puits, sur des fibroblastes cultivés en condition -SVF
seulement et d’autres en condition -SVF/+rhSHH (50 et 100ng/ml) pendant 48H. Le résultat
montre la translocation de SMO dans le cil suite au traitement par rhSHH (Figure 30B).
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Figure 30 : Activation de la voie SHH avec le ligand rhSHH. A. Niveau d’expression de PTCH1 et GLI/1 dans les
fibroblastes cutanés d’un contrdle dans 4 conditions différentes. Les données d'expression sont normalisées par
rapport au gene de référence GAPDH, et les valeurs sont présentées comme des niveaux d'expression relative +-
SEM. Les valeurs p sont déterminées a I'aide d'un test ANOVA a deux voies (test de comparaison multiple de
Tukey). ns : non significatif, ***p<0,001 ****p<0,0001. B. Images des IF réalisées sur des fibroblastes dans deux
conditions (-SVF et —SVF/+rhSHH), le corps basal est marqué avec un anti-y-tubuline et SMO avec un anti-SMO.
Les images sont prises avec Incucyte (objectif 20X).

Pour cette expérience, l'acquisition d’'images a été réalisée avec un Incucyte ayant un objectif
maximal de 20X. Pour pouvoir évaluer un changement de translocation ciliaire de SMO entre
des cellules contréles et celle du patient présentant une anomalie de la voie SHH, il va falloir
étudier cette translocation en mesurant l'intensité de translocation de SMO dans le cil de
plusieurs cellules pour faire des statistiques. Pour avoir cette mesure, il faut que les images
soient plus résolutives et faut donc faire les IF sur des lames permettant de faire l'acquisition
des images avec un microscope a fluorescence a objectif 40X ou 60X et traiter par la suite les
images avec un logiciel comme ImageJ ou Imaris permettant de mesurer la fluorescence du
marquage de SMO dans le cil.

B. Test de prolifération cellulaire

Le résultat du test de prolifération cellulaire des fibroblastes contréle et ceux de la patiente
BBS5 réalisées sur 6 jours ne montre aucune différence significative de prolifération (Figure
31).
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Figure 31 : Test de prolifération des fibroblastes cutanés BBS5. Courbe de prolifération des fibroblastes
cutanés provenant de contréles sains. L'analyse est réalisée avec Incucyte S3 Sartorius (objectif 20X),
permettant d'évaluer la prolifération des cellules dans des plaques a 24 puits au cours du temps (6
jours). Les valeurs sont rapportées comme la moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes. Les
valeurs p sont déterminées en utilisant un test ANOVA a deux voies. ns : non significatif.

Nous pouvons en conclure que la variation de BBS5 et les anomalies du phénotype ciliaires
dans les fibroblastes de la patiente n‘ont pas affecté la prolifération cellulaire chez cette
derniere.

C. Test de complémentation (rescue)

La meilleure fagon de prouver que le phénotype ciliaire des fibroblastes de patients est d aux
mutations du géne en question est de compenser la copie du géne mutée avec un sur-
expression de 'allele WT de ce géne dans les cellules des malades et de voir si la correction de
ce dernier va corriger le phénotype ciliaire. L'idée est donc d’introduire par transfection dans
les fibroblastes de la patiente BBS5, un plasmide porteur du gene BBS5-WT fusionné a la GFP
et détudier a nouveau son phénotype ciliaire en observant les méme biomarqueurs
(ciliogénese, longueur du cil, voie SHH, prolifération). Pour réaliser les expériences de
complémentation, il y a plusieurs facteurs a prendre en considération, si le type cellulaire
utilisé accepte facilement la transfection (le pourcentage de transfection), si la protéine de
fusion (la protéine BBS5 fusionnée a la GFP) est stable aprés son expression (nous utilisons un
plasmide GFP-vide comme contréle), si la viabilité des cellules post-transfection est importante
ou pas (la toxicité les agents de transfection, a quelle ratio concentration les utiliser) et dans
le cas précis de I'étude du phénotype ciliaire si les conditions de transfection permettent de
faire I'étude c’est a dire avec et sans ciliogénese et activation de la voie SHH et a quel moment
des traitements il faut transfecter les cellules.

On notera que les fibroblastes sont des cellules primaires difficilement transfectables par
rapport a des lignées cellulaires établies comme les HEK 293T (lignée immortalisée par
I'incorporation de I'antigéne grand T du virus SV40 dans son génome) par exemple.

Les expériences de complémentation que j'ai réalisées ont été faite en essayant de tenir
compte de toutes ces conditions sur des HEK et des fibroblastes de peau (controle et de la
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patiente BBS5) en utilisant plusieurs conditions expérimentales différentes (avec des agents
de transfection ou par magnétofection).

1. La lipofection
> Lipofectamine 3000

Le résultat de la transfection des HEK réalisée avec la lipofectamine 3000 avec le plasmide GPF-
vide montre une bonne efficacité de transfection (~¥80%) alors qu’avec le plasmide BBS5-GFP
presque aucune cellule n’a été transfectée et ceci quel que soit la concentration utilisée (Figure
32).

GFP vide

Lipo + opti g
(Ctrl positif)

(Ctrl positif)

250ng

BBS5-GFP |

Figure 32 : Transfection des HEK avec la lipofectamine 3000. Images des HEK transfectées avec le
plasmide GFP-vide et le plasmide BBS5-GFP testé pour 3 concentrations (100, 250 et 500ng). Les
images sont prises apres 48H de transfection avec le systéme d’imagerie automatique Incucyte
Sartorius.

La lipofectamine 3000 ne permet pas une bonne transfection du plasmide BBS5-GFP méme
dans les HEK, cellules qui sont normalement facilement transfectables.

> X-tremeGENE 9 DNA

Le résultat de la transfection des HEK réalisée avec I’X-tremeGENE 9 DNA avec le plasmide
GPF-vide montre une tres bonne efficacité de transfection en condition +SVF (~90% des
cellules qui ont intégrées le plasmide), en condition -SVF la transfection est toujours réalisée
mais moins importante. Alors que le résultat de la transfection des HEK avec le plasmide BBS5-
GFP montre une transfection beaucoup moins importante en conditions +SVF (~40% de
cellules HEK transfectées), et encore moins en conditions -SVF (Figure 33).
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Figure 33 : Transfection des HEK avec I’X-tremeGENE 9 DNA. Images des HEK transfectées avec le
plasmide GFP-vide et le plasmide BBS5-GFP testé dans deux conditions + et —SVF. Les images sont prises
apres 48H de transfection avec le systeme d’imagerie automatique Incucyte Sartorius S3.

Ces résultats montrent qu’avec I'agent I’X-tremeGENE 9 nous pouvons avoir une efficacité de
transfection ~40% du plasmide BBS5-GFP dans les HEK. Le fait de mettre les cellules en
condition -SVF dés le début de la transfection a causé la perte d’'une grande quantité de ces
derniéres et drastiqguement réduit I'efficacité de transfection. Donc avec I’X-tremeGENE 9 les
résultats sont plus encourageant qu’avec la lipofectamine 3000 mais le pourcentage de
cellules transfectées peux encore étre amélioré et les conditions de ciliogénése sont a ajuster
pour limiter la perte cellulaire.

> X-tremeGENE™ HP

Le résultat de transfection des HEK avec le plasmide GFP-vide et le plasmide BBS5-GFP montre
une trés bonne efficacité de transfection avec les deux plasmides en condition +SVF et en
condition -SVF induite 24H apres le début de la transfection. Dans ces mémes conditions la
transfection des fibroblastes n’est pas du tout efficace pour les deux plasmides (Figure 34).
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Figure 34 : Transfection des HEK et fibroblastes avec I’X-tremeGENE™ HP. Images des cellules HEK (A)
et fibroblastes (B) transfectées avec le plasmide GFP-vide et le plasmide BBS5-GFP testé dans deux
conditions + et -SVF (cette fois le milieu -SVF est changer aprés 24H du début de la transfection). Les
images sont prises toutes les 2H pour 72H pour suivre la transfection avec le systéeme d’acquisition
d’images automatique d’Incucyte Sartorius.

Ces résultats montrent que I'agent X-tremeGENE™ HP améliore beaucoup plus le pourcentage
de HEK transfecté, et que I'induction de la ciliogénese (changement du milieu en -SVF) 24H
aprés le début de la transfection permet d’avoir une meilleure viabilité des cellules. Les
conditions optimales de transfection avec le plasmide BBS5-GFP sont valables pour les HEK,
mais pas pour les fibroblastes de peau qui restent toujours difficilement transfectables.

> Lipofectamine LTX and PLUS™ Reagent

Les résultats de la transfection des fibroblastes controle avec le plasmide GFP-vide en condition
+SVF (condition normale de culture) montre que ~25% des cellules ont été transfectées, alors
gue les fibroblastes de la patiente présentent une efficacité de transfection moins importante
~10% (Figure 35).

Ctrll Ctrl2 Patiente BBS5
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Figure 35 : Transfection des fibroblastes avec la Lipofectamine LTX and PLUS™ Reagent. Images des
fibroblastes de deux contréles et de la patiente BBS5 transfectés avec le plasmide GFP-vide dans une
conditions + SVF. Les images sont prises 48H post-transfection avec un ZOE Fluorescent Cell Imager.

Avec la lipofectamine LTX and PLUS™ Reagent j'ai obtenu la meilleure efficacité de
transfection pour les fibroblastes. Néanmoins, le taux de cellules transfectées reste insuffisant
pour pouvoir réaliser les tests du phénotypage ciliaire post-transfection.

2. La magnétofection

> Glial-Mag et PolyMag Neo

Dans le but d'augmenter 'efficacité de transfection des fibroblastes j’ai testé la magnétofection
qui est une technique de transfection qui consiste a exercer une force magnétique sur les
vecteurs de génes associés a des particules magnétiques pour incorporés les acides nucléiques
dans les cellules cibles. J'ai testé deux réactifs différents le Glial-Mag et le PolyMag Neo. Les
résultats de la magnétofection des fibroblastes de controles avec le plasmide GFP-vide en
condition +SVF en utilisant les deux réactifs ne montrent quasiment aucune transfection dans
aucune des cellules (Figure 36).

Glial-Mag PolyMag Neo

Figure 36 : Magnétofection des fibroblastes de contréles. Images des fibroblastes transfectés par
magnétofection avec le plasmide GFP-vide a I'aide de deux agents différents le Glial-Mag et le PolyMag
Neo dans une condition +SVF. Les images sont prises 48H post-transfection avec un ZOE Fluorescent
Cell Imager.

La magnétofection semble ne pas étre la bonne solution pour optimiser I'efficacité de
transfection des fibroblastes.

Malgré tous les tests de transfection que jai réalisé avec les différents agents de transfection
et la magnétofection, je n’ai pas obtenu une efficacité de transfection supérieure a 25% pour
les fibroblastes cutanés humain. Les tests doivent étre poursuivis, en testant la transfection
par électroporation appelé aussi électroperméabilisation. C’est une technique qui consiste a
appliquer un champ électrique sur les membranes cellulaires qui sont ainsi déstabilisées ce qui
crée des pores dans la membrane et augmentera sa perméabilité permettant ainsi l'intégration
des acides nucléique a l'intérieure des cellules. Cette technique est connue pour sa non toxicité
en comparaison aux agents de transfection, et peut selon le systéme étre appliqué sur des
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cellules adhérentes ou en suspension ce qui permet de transfecter un grand nombre de
cellules a la fois tout en gardant une viabilité importante de ces derniéres.

D. Conclusion

Pour conclure, les expériences présentées ci-dessus sont des expériences trés intéressantes
qui permettent de compléter I'étude du phénotype ciliaire, d’enrichir et de consolider la
« boite a outils ciliopathie ». Lapplication des tests de complémentation semble indispensable
car leurs résultats pourront confirmer que les phénotypes ciliaires observés dans les cellules
des patients sont provoqués par les variants identifiés dans le gene donné. Ces expériences
seront poursuivies au laboratoire afin de les utiliser dans la résolution et I'étude d’autres
patients.
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Le projet portant sur I’étude comparative des
phénotypes ciliaires BBS






Ill. Projet 2

l. Introduction
Le géne BBS1

Le gene BBS1 (NM_024649.5), situé sur le chromosome 11 (11q13.2) code pour une sous-unité
majeure du BBSome. BBS1 contient 17 exons codant pour un transcrit de 3368 pb et une
protéine de 593 AA (65kDa) (NP_078925.3, MIM# 209900) (Figure 37A)

). BBS1 joue un role essentiel dans la formation et le maintien du BBSome, il a été montré que
I'assemblage du BBSome est spatialement contrélé par BBS1 dans les cellules humaines (Prasai
et al., 2020). Il a été démontré que BBS1 s’incorpore au BBSome en tant que derniére sous-
unité a la derniére étape de sa formation, et c’est grace a son incorporation qu’un événement
important a la fonction du BBSome aura lieu. Il s’agit du changement de conformation du
BBSome, causé par une interaction GTPase de BBS1 avec BBS3/ARL6. Cette interaction BBS1-
BBS3-GTP permettra la translocation du BBSome du satellite péricentriolaire a la base du cil
permettant ainsi la liaison du BBSome a la membrane ciliaire (Mourao et al., 2014; Singh et al.,
2020) (Figure 37B et C). Dans I'ensemble, il semble probable que BBS1 facilite le changement
de conformation de BBSome par I'intermédiaire de liaisons qui consomment de |'énergie et
qui finissent par confiner le BBSome dans les cils. La perte de la protéine BBS1 est connue pour
perturber la formation et la fonction du BBSome, des mutations de BBS1 induisent des
probléemes dans I'assemblage du BBSome, sa localisation et également son fonctionnement,
entrainant ainsi un dysfonctionnement ciliaire. Il est intéressant de noter que I'absence de
BBS1 non seulement bloque le BBSome au niveau des satellites péricentriolaires mais modifie
aussi la structure de la base ciliaire, avec pour résultat un corps basal et une zone de transition
légerement allongés ce qui suggere un role de BBS1 non seulement dans I'assemblage du
BBSome mais aussi dans I'organisation de la base ciliaire (Prasai et al., 2020).

BBS1 est un contributeur majeur du BBS, il est muté chez 20% des patients ayant ce syndrome.
Plus de 70% des patients BBS1 rapportés, portent le variant M390R devenu le plus récurent du
BBS1. C’est un variant de type faux-sens qui modifie un acide aminé bien conservé au cours de
I’évolution situé dans I'un des feuillets B du domaine B-propeller de BBS1. Il a été démontré
gue ce variant change le repliement du feuillet B empéchant ainsi I'interaction de BBS1 avec
BBS3 et par la suite le recrutement du BBSome a la membrane ciliaire (Mourao et al., 2014).
Lapparition de la mutation récurrente M390R est lié a un effet fondateur, c’est a dire
I'apparition d’un variant dans un groupe d’individus restreint qui est sélectionné au cours des
générations. Ce variant est le plus courant en Europe du Nord (Delvallée et al., 2021; Mykytyn
et al., 2002; Young et al., 1999).

Il existe un modéle murin Knock-in (KI) de Bbs1M390R/M3%0R  qui présente une atteinte
rétinienne, une infertilit¢ masculine, une obésité, des troubles olfactifs et des atteintes
neuroanatomiques, il a donc un phénotype similaire a celui des patients BBS1 (Davis et al.,
2007; Delvallée and Dollfus, 2023). En 2021 une autre étude a été réalisé sur le modele murin
Bbs1M390R/M390R qans |e but de voir si une expression ectopique du géne BBS1 WT humain dans
la souris allait restaurer son phénotype précisément [linfertilité masculine et la
dégénérescence rétinienne. Les résultats montrent que le transgéne a sauvé le phénotype de

84



Ill. Projet 2

I'infertilité masculine mais pas la dégénérescence rétinienne. Les résultats de cette étude
indiguent que l'infertilité masculine du BBS est une cible intéressante pour la thérapie génique.
(Cring et al., 2022).

D’autre études (au totale 9) ont été réalisées sur des modeéles cellulaires KO et KD in vitro, par
exemple sur des hTERT-RPE1 (human immortalized retinal pigment epithelial-1), des
fibroblastes cutanés de souris, des cellules provenant des vésicules de Kupffer du poisson
zebre, des modeles d’iPSC dérivés de cellules neurales. Ces études montrent qu’un
dysfonctionnement de BBS1 peut avoir un effet sur la ciliogénese (pas de changement du
nombre de cellules ciliées, ou moins de cil) et sur la longueur du cil (plus courts, plus long ou
pas de changement). Les résultats montrent que le dysfonctionnement de BBS1 aboutit a des
altérations du cil primaire, ces altérations sont assez variables et changent en fonction des
conditions expérimentales telles que I'espéce (humain, souris, poisson zebre), le tissu du
prélevement des cellules (tube neural, tissus adipeux, peau, poumons) et la technologie
utilisée pour introduire la mutation (siRNA, KO, KD, MO) (Castro-Sanchez et al., 2019; Nozaki
et al., 2018; Wang et al., 2021). Ces altérations ciliaires causées par le dysfonctionnement de
BBS1 montrent I'importance du role de cette protéine dans le BBSome notamment dans la
formation et le maintien du cil primaire. Seulement deux études ont montré que la perte de
BBS1 induit une sous activation de la voie SHH exposant ainsi le réle essentiel de BBS1 dans la
fonction ciliaire (Wang et al., 2021; Yee et al., 2015).

Pour finir, la littérature montre qu’aucune étude n’a été encore réalisée sur des fibroblastes
cutanés de patients BBS1 porteurs de variants pathogenes. La compréhension plus précise de
I'effet de BBS1 sur le phénotype ciliaire nécessite des investigations supplémentaires
minimisant au plus les variabilités expérimentales afin de pouvoir obtenir une ligne de base
pour des comparaisons en cas d’études avec des variations de signification incertaines par
exemple.

85



Ill. Projet 2

Cm Domaine B-propeller

Hélice a

y-adaptin ear domain

Conformation fermée/inactive Conformation ouverte/active

Figure 37 : BBS1. A. Représentation schématique des domaines protéiques de BBS1. B. Représentation
de la position de BBS1 dans le BBSome réalisée par cryo-EM (cryo-microscopie éléctronique). C.
Changement de conformation prédit dans le BBSome induit par la liaison de I'ARL6 GTP. A gauche : en
solution, le BBSome existe principalement dans une conformation fermée, dans laquelle BBS1-Bprop
est trop proche du lobe supérieur pour permettre la liaison de I'ARL6-GTP. A droite : |a liaison de 'ARL6-
GTP bloque le BBSome membranaire dans une conformation ouverte et active. Cette conformation
permet au BBSome d'interagir avec les cargaisons et/ou I'lFT et de traverser la zone de transition ciliaire
(adapté de Chou et al. 2019).

E. Le gene BBS10

Le géne BBS10 (NM_024685.3), situé sur le chromosome 12 (12q21.2) code pour une sous-
unité du complexe chaperonin-like. BBS10 contient 2 exons codant pour un transcrit de 2172
pb et une protéine de 723 AA (80kDa) (NP_ 078961.3, MIM# 615987) (Figure 38A). BBS10
entre en interaction avec BBS6 et BBS12 pour former le complexe chaperonin-like qui est
impliqué dans I'assemblage du BBSome (Zhang et al., 2012).

Lhistoire du gene BBS10 a commencé suite a son identification chez une famille Libanaise
consanguine avec 5 fratries atteints du BBS (Stoetzel et al., 2006). BBS10 est le deuxiéme
contributeur majeur du BBS apres BBS1, il est muté chez ~19% des patients ayant ce syndrome,
avec des exceptions remarquables dans des groupes ethniqguement homogénes tels que les
cohortes BBS Danoises (43%) (Hjortshgj et al., 2010) ou Espagnoles (8,3%) (Alvarez-Satta et al.,
2014). Une centaine de variants pathologiques différents ont été identifiés avec une
distribution large tout au long de la séquence de BBS10 (Human Gene Mutation Database,
(Stenson et al., 2017)). Parmi ces variants, p.Cys91Leufs*5 est un variant délétere (de type
frameshift) récurrent dans les cohortes BBS d'origine Européenne, 48% des patients BBS10
portent ce variant qui est causé par un effet fondateur (Muller et al., 2010; Stoetzel et al.,
2006). Il est important de souligner certaines tendances concernant les phénotypes BBS liés a
des modifications des génes BBS chaperonin-like (BBS6/MKKS, BBS10 et BBS12). |l existe un
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consensus général sur le fait que les patients BBS présentant des variants pathogénes dans ces
génes développent un phénotype plus sévere que ceux présentant des modifications affectant
les composants du BBSome tels que BBS1 (Castro-Sanchez et al., 2015; Imhoff et al., 2011). Les
patients présentent une apparition plus précoce de la maladie (en particulier les patients
BBS10), une plus grande prévalence de tous les critéres majeurs du BBS et également une plus
grande fréquence de chevauchement des caractéristiques avec d'autres ciliopathies,
principalement le MKKS (McKusick-Kaufman syndrome, MIM#604896) et le syndrome
d'Alstrom (MIM#203800). Ces différences dans la sévérité phénotypique pourraient étre dues
aux réles fonctionnels distincts des genes BBS chaperonin-like par rapport aux protéines BBS
faisant partie du BBSome. Ainsi, des variants déléteéres dans certains composants du BBSome
pourraient conduire a l'accumulation de complexes intermédiaires qui maintiennent une
activité résiduelle ou un gain de fonction comme mécanisme de compensation (Zhang et al.,
2012), alors que les protéines BBS chaperonine-like sont essentielles pour I'étape initiale de
I'assemblage du BBSome, de sorte qu'aucun complexe fonctionnel n'est formé si ce sous-
ensemble de protéines est affecté (Seo et al., 2010). Le BBSome non fonctionnel induira des
altérations ciliaires affectant la ciliogéneése la formation et la fonction du cil. Une étude réalisée
sur les fibroblastes de patients porteurs du variant BBS10 le plus récurent (p.Cys91Leufs*5) a
I’état homozygote montre que les cellules présentent moins de cellules ciliées, des cils plus
long et une voie SHH moins active confirmant ainsi I'implication de BBS10 dans le cil primaire
(Hey et al., 2021). Il existe plusieurs modéle murins BBS10, une étude réalisée par Mayer et al
en 2022 montre que la souris Bbs107~ KO présente un phénotype typique du BBS caractérisé
par une rétinopathie pigmentaire inversée pendant laquelle la dégénérescence des cOnes
survient au stade précoce avant celle des batonnets (Mayer et al.,, 2022). Ce phénomeéne
différe de la plupart des types de rétinopathies pigmentaires (RP), dans lesquels la perte des
batonnets précéde celle des cones. La souris Bbs107 récapitule le phénotype rétinien "cones
simultanés avec les batonnets ou cones avant batonnets" observé chez certains patients BBS10

(Grudzinska Pechhacker et al., 2021; Scheidecker et al., 2015b).
A. B.
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Figure 38 : BB10. A. Représentation schématique du géne BBS10 et de sa structure protéique de type
chaperonine-like (Alvarez-Satta et al. 2017). B. Représentation de la structure 3D modélisée de la
protéine BBS10 (Gupta et al. 2022).
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F. Le géne IFT172/BBS20

Le géene IFT172/BBS20 (NM_015662.2) situé sur le chromosome 2 (2p23.3) code pour une
sous-unité du complexe IFT-B. IFT172 contient 48 exons codants pour un transcrit de 5247 pb
et une protéine de 1749 AA (MIM# 619471). IFT172 est la plus grande protéine IFT avec un
poids moléculaire de 197KDa.

IFT172 a été signalé pour la premiere fois par Huangfu et ses colléegues en 2003 (Huangfu et
al., 2003). IFT172 est connu a l'origine comme une protéine de liaison sélective du domaine
LIM (un domaine composé de deux domaines contigus a doigt de zinc, séparés par deux
résidus hydrophobes) qui participe a I'assemblage de I'IFT-B2 (Tsao and Gorovsky, 2008).
Lextrémité de la protéine IFT172 contient sept répétitions WD (40 résidus d’acide aminés
terminé par le dipeptide tryptophane(W)-aspartate(D)) qui sont généralement impliquées
dans l'interaction transitoire des protéines. Elle contient également sept répétitions
dégénérées distinctes, appelées répétitions WAA en raison des résidus tryptophane (W) et
alanine (A) conservés. Cette séquence est homologue aux répétitions tetratricopeptidiques
(TPR) et devrait présenter une structure secondaire en hélice a. La structure de la protéine
IFT172 est trés conservée chez les organismes dotés de cils et sa région homologue comprend
les domaines WD et WAA décrits ci-dessus (Pedersen et al., 2005). La protéine IFT172 présente
des conformations ouvertes et fermées distinctes qui peuvent étre régulées par des lipides ou
des détergents. Grace a sa capacité a subir une transformation conformationnelle d'une forme
de "tige" élancée en une forme de "boule" fermée, IFT172 contribue au transport antérograde
de I'lFT ainsi qu'a la transition "antérograde a rétrograde" a I'extrémité ciliaire (Pedersen et al.,
2005) (Figure 39).

Plusieurs études ont permis d’associer le réle d'IFT172 a la formation le maintien et la fonction
du cil notamment a la régulation de la voie SHH. Il a été démontré que IFT172 joue un réle
important dans la croissance et I'extension des cils primaires. Des analyses quantitatives
montrent que le maintien de la longueur des cils primaires nécessite un taux d’expression
normale d'IFT172. Lorsque |'expression de I'lFT172 diminue, les cils primaires cessent de
croitre voire se désassemblent, tandis que |'expression totale de I'a-tubuline acétylée (le
composant central de I'axoneme ciliaire) reste intacte. Cela suggére que la croissance
défectueuse des cils primaires est une conséquence directe de la mutation d’/FT172 (Ma et al.,
2020; Yanardag and Pugacheva, 2021). D’autres études ont démontré que IFT172 est
nécessaire a |'activation normale de la voie SHH. En absence d'IFT172, les cellules ne peuvent
ni favoriser la formation des activateurs GLI-2A ni réguler la production des inhibiteurs GLI3-R
(Huangfu and Anderson, 2005) ce qui suggére qu'lFT172 est nécessaire a |'activation ciblée de
la voie SHH et qu'elle est essentielle a la production de quantités correctes d'inhibiteurs GLI3-
R (Matissek and Elsawa, 2020). La voie SHH étant impliquée dans de nombreuses maladies
neurodéveloppementales ou psychiatriques, la mutation d'/[FT172 est donc
vraisemblablement impliquée dans ces conditions pathologiques.

Les souris KO IFT1727~ sont létales au stade embryonnaire : ne survivent pas aprés les stades
E12,5 et E13,5 en raison de malformations craniofaciales graves, d'une fermeture incompléte
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du tube neural cranien, d'un cerveau antérieur malformé (sans fissure), d'un ocedeme
cardiaque et d'une hémorragie massive (Yuan and Yang, 2015). Il existe des souris « Wimple »
porteuses du variant Leu1564Pro dans IFT172 a I'état homozygote. Ces derniéres présentent
un retard du développement au stade embryonnaire E10,5-E11,5 avec des anomalies de
formation du tube neural, des malformations cérébrales et une polydactylie préaxiale (Pruski
et al., 2019). . Ces études montrent que IFT172 est nécessaire au fonctionnement normal du
nceud embryonnaire, de I'organisateur embryonnaire précoce et a la formation du centre
d'organisation de la téte (le mésendoderme antérieur, AME). En plus de son implication dans
les ciliopathies IFT172 contribue a diverses maladies neuropsychiatriques en raison de son role
critique dans le développement du cerveau embryonnaire (Pruski et al., 2019; Youn and Han,
2018).

IFT172 joue également un réle important dans le développement de la rétine. Chez les
embryons de souris, la rétine dégénére rapidement lorsque IFT172 est spécifiguement
supprimée dans les photorécepteurs a batonnets. Toutes ces implications d’IFT172 sont
également due a ses roles indispensables dans la morphogenése des cils et la transduction du
signal médié par ces derniers (Gorivodsky et al., 2009; Zheng et al., 2023).

IFT172 a été associé a des ciliopathies modérées non syndromique comme la RP isolé
(Bujakowska et al., 2015) et a des formes syndromiques comme le syndrome de Joubert (JBTS)
et le BBS ainsi qu’a d’autres ciliopathies squelettiques plus séveres comme le syndrome de
Jeune (JS) ou la dystrophie thoracique asphyxiante (ATD), le syndrome de Mainzer-Saldino
(MZSDS) et le syndrome de Sensenbrenner (Cranioectodermal dysplasia (CED)). IFT172 a été
identifié comme le 20°™¢ géne BBS en 2016 (Schaefer et al., 2016). C’est un contributeur
mineur de ce syndrome avec quelques familles identifiées. Jusqu’a présent, il n'existe aucune
corrélation entre le génotype et les différents phénotypes associés a IFT172 (RP, BBS, ATD et
MZSD). Plusieurs types de variants ont été identifiés et sont distribués le long de la séquence
codante. Aucune variation non-sens n’est responsable des phénotypes les plus légers (RP et
BBS).
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Figure 39 : Caractérisation du géne IFT172 de Chlamydomonas et de sa protéine. A. Le géne IFT172
de Chlamydomonas comporte 15 exons et 14 introns la longueur en pb est indiquée pour chacun des
introns. B. L'architecture du domaine de I'IFT172 de Chlamydomonas. IFT172 contient sept répétitions
WD et sept répétitions WAA. C. Représentation schématique de la transformation conformationnelle
de I'lFT172 monomérique (Zheng et al. 2023).

Il. Le synopsis

Le deuxiéme objectif de ma « boite a outil ciliopathie » est de caractériser les phénotypes
ciliaires des patients BBS dont le diagnostic génétique est déja résolu. Le but de cette
caractérisation globale est d’essayer de répondre aux questions ci-dessous :

e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire en fonction des conditions
expérimentales (espéce, tissus...) ?

e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour des variants différents au sein du
méme gene BBS ?

e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour différents génes BBS ?

e Existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour des génes codant des protéines
BBS localisées dans les mémes compartiments ciliaires (BBSome, IFT, Chaperonine...) ?

Afin de pouvoir répondre aux questions scientifiques posées, jai d’abord effectué avec une
collegue postdoctorante au laboratoire (Dr. Gaélle Hayot) une recherche bibliographique.
Nous avons ainsi extrait tous les articles portants sur les 24 genes BBS publiés avant
01/01/2021 et ayant traité des anomalies du cil (nombre, taille et fonction) et/ou la
prolifération cellulaire quel que soit le modele d’étude utilisé (cellules, animaux). Tous les
résultats ont été collectés et analysés de maniére conjointe et sont résumé dans un circos
présenté dans l'article joint a ce projet. Sur I'ensemble des articles sélectionnés, seul 3,5%
rapportent des caractérisations phénotypiques du cil. Nous avons constaté une grande
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variabilité des résultats pour les génes BBS en fonction de la variation, de I'espéce, du type
cellulaire, de la technique utilisée. Finalement, tres peu d’études ont été réalisées sur les
fibroblastes dérivés des patients. Nous pouvons conclure de cette recherche bibliographique
que la variabilité du phénotype ciliaire est dépendante des conditions expérimentales et qu’a
elle seule, nous ne pouvons pas répondre a toutes les questions posées ci-dessus.

Pour le faire, nous avons décidé d’appliquer la « boite a outils ciliopathie » en minimisant au
maximum les variabilités des conditions expérimentales afin de pouvoir obtenir des résultats
interprétables en utilisant un seul type cellulaire. Jai travaillé sur le méme type de cellules
provenant de la méme espeéce : des cultures primaires de fibroblastes issues de biopsies de
peau de patients porteur de variants pathogenes évitant ainsi la nécessité de réaliser des
techniques d’édition des variants (tels que la technique du CRISPR-cas9).
Nous avons ainsi entrepris une étude pilote sur une sélection de patients BBS (n=3-4) de la
cohorte COBBALT (Cohorte Bardet-Bied| et Alstrom Translationnelle) présente au laboratoire.
Cette cohorte est composée des patients atteints du syndrome de Bardet-Bied| et du syndrome
d’Alstrom et de plusieurs types de prélévements (ADN, fibroblastes de peau ...). Nous avons
sélectionné des patients avec des variations génétiques de pathogénicité certaine dans des
génes BBS connus. Nous nous sommes intéressés aux trois compartiments connus du cil a
savoir le BBSome, le complexe « chaperonin-like » et le complexe du transport intraflagellaire
(IFT).
Le choix des patients se présente comme suit :
e BBSome : 4 patients pour le géne BBS1 (le plus fréquemment impliqué dans le BBS)
dont:
- 1 homozygote pour le variant c.479G>A (p.R160Q)
- 2 homozygotes porteur du variant c.1169T>G (p.M390R) mutation récurrente du
géne BBS1 (présent chez 70% des patients BBS)
- 1 hétérozygote composite pour la méme variation récurrente et I'insertion d’un
élément mobile dans I'exon 13 (SVA_ F.) (Delvallée et al., 2021).
e Chaperonine-like : 4 patients pour le géne BBS10 (le second géne le plus fréquemment

impliqué dans le BBS) dont :
- 2 homozygotes porteurs du variant le plus fréquent du géne c.271dupT
(p.Cys91Leufs*5)
- 1 homozygote pour un variant fréquent c.145C>T (p.Arg49Trp)
- 1 hétérozygote composite pour ces 2 variants.
e Transport intraflagellaire : 2 patients pour le géne IFT172 pour lesquelles nous

disposions les fibroblastes cutanés au laboratoire.
-1 hétérozygote composite porteur des variants
p.[Gly364Glufs*19];[Cys1727Arg]
- 1 hétérozygote composite porteur des variants p.[Lys94 Gly96delinsl];
[Lys1317_Ala1318ins10*]
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Le phénotype ciliaire normal ayant déja été déterminé sur une sélection de 5 controles (voir
Partie 1 du manuscrit), j’ai appliqué toutes les expériences de la « boite a outils ciliopathie »
sur lI'ensemble des 10 patients BBS sélectionnés. Les résultats obtenus m’ont permis de
répondre, en partie, aux trois questions restantes.

Les résultats ont montré que pour IFT172 le phénotype ciliaire change en fonction du type de
variants.

Une altération du gene IFT172 n’a pas d’effet sur la ciliogénése mais cause des effets variables
sur la longueur du cil et I'activation de la voie SHH en fonction des variants.

Par contre pour BBS1 et BBS10 le phénotype ciliaire est gene-spécifique, et ne change pas en
fonction du type de variant.

Une altération du géne BBS1 cause systématiquement moins de cellules ciliées avec un cil plus
long et une voie SHH moins active pour les deux types de variants étudiés.

Une altération du gene BBS10 n’a pas d’effet sur le nombre de cellules ciliées mais causes
systématiquement un cil plus long et une voie SHH moins active pour les deux types de variants
étudier.

Pour répondre a la derniére question : existe-t-il une variabilité du phénotype ciliaire pour des
génes codant des protéines BBS localisées dans les mémes compartiments ciliaires (BBSome,
IFT, Chaperonine...) ? j'ai comparé les résultats obtenus pour BBS1 et BBS5, tous deux membres
du BBSome. Les deux genes causent le méme phénotype ciliaire, on peut donc conclure, qu’a
priori, la variabilité du phénotype ciliaire pourrait étre compartiment-dépendant.

L'étude de la prolifération cellulaire a montré des résultats trés variables quant a la capacité
proliférative des fibroblastes cutanés dérivés des patients. L'analyse de ces résultats nous a
permis de conclure que la prolifération cellulaire n’est, a priori, pas affectée systématiquement
par l'altération ciliaire et ne peut pas étre considéré comme un marqueur de ciliopathie. C’est
un processus cellulaire dépendant de nombreux autres mécanismes qui demande des
investigations supplémentaires pour mieux le comprendre. A I'avenir, ce test ne fera donc plus
parti de la « boite a outils ciliopathies ».

Il faut noter qu’il s'agit d’'une étude pilote qui montre des résultats préliminaires intéressants
sur une sélection de seulement 10 patients BBS. Ceci nous a permis de commencer a entrevoir
I'effet des variants/des genes/des compartiments BBS sur le phénotype ciliaire en
s’‘affranchissant des variabilités expérimentales. Des études et tests supplémentaires sur
d’autres patients porteurs de différents variants pathogenes dans les génes BBS1, BBS10,
IFT172 et les autres géne BBS sont indispensables afin de pouvoir consolider les résultats déja
obtenus et avoir une idée plus large du phénotype ciliaire causé par tous les genes BBS.

La mise en place de la « boite a outils ciliopathies » est un succes qui a facilité et facilitera la
caractérisation du phénotype ciliaire nous permettant de faire des études comparatives sur un
grand nombre d’échantillons (accessible au laboratoire) dans les mémes conditions
expérimentales. A moyen terme, ces tests seront appliqués systématiquement sur tous les
fibroblastes cutanés dérivés de patients atteints de ciliopathies présents au laboratoire
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(cohorte COBBALT) afin de les caractériser et répertorier leurs phénotypes ciliaires. Ces
connaissances nous permettront de mieux comprendre le réle des différents genes dans le cil.

Ce travail fait 'objet d’un article qui est rédigé et qui sera soumis prochainement.

Ill. Article
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ABSTRACT

Bardet-Biedl syndrome (BBS) is a ciliopathy characterized by retinitis pigmentosa, obesity,
polydactyly, renal anomalies, genital abnormalities and intellectual disabilities. Biallelic
pathogenic variants are found in 26 BBS genes representing more 80% of the BBS mutational
load. BBS genes have been implicated in cilia formation/function and defects in ciliogenesis,
cilia length and Sonic Hedgehog signaling pathway have been reported. The effect of these
BBS genes on the ciliary phenotype has never been systematically evaluated preventing us to
understand the exact contribution or possible variations or implication of a specific variant or
a specific genes or group of genes.

In this study, we developed a robust standardized approach to accurately characterize the
cilium phenotype in controls and applied it to a selection of BBS patients.

We determined and compared the cilium phenotype of healthy unrelated controls to 10 BBS
patients from 3 different BBS genes, using skin-derived fibroblasts. Selected genes are BBS1,
BBS10 and IFT172 belonging respectively to the BBSome complex, the chaperonin-like
complex and the Intraflagellar Transport complex. Altogether, we demonstrated a healthy
ciliary phenotype and at least a ciliary defect in one of the parameters for each BBS genes
tested. BBS1 systematically leads to less ciliated cells with longer cilia and a reduced SHH
pathway activation. BBS10 has no effect on ciliogenesis but leads to longer cilia and a reduced
SHH pathway activation, while IFT172 has variable effect on the cilium phenotype.

Our results show that standardized analysis of the cilium phenotype can be used to
discriminate between healthy cilium phenotype and patient’s cilia phenotype of different
genes. Therefore, we believe that the systematic application of this approach to all BBS genes
and to other ciliopathies will provide important information of scientific impact but also will
help reclassifying variations of uncertain significance thus facilitating molecular diagnosis.

Keywords: Bardet-Biedl syndrome, ciliogenesis, cilium length, SHH pathway, cell proliferation,
BBS10, BBS1, IFT172/BBS20, functional testing.



INTRODUCTION

Bardet-Biedl syndrome (BBS, MIM# 209900) is a rare autosomal recessive inherited disorder
considered a model of non-motile (primary) ciliopathy (Forsythe and Beales, 2013). The
prevalence of BBS varies considerably between populations, ranging from 1/140.000 to
1/160,000 in European populations (Waters and Beales, 2011) and from to 1/13,500 to
~1/66,000 in isolated populations such as in Kuwait and Reunion Island, likely due to a founder
effect (Farag and Teebi, 1989; Gouronc et al., 2020). BBS is pleiotropic, characterized by a
broad spectrum of symptoms, affecting multiple organ systems. The primary features (major
criteria) are retinitis pigmentosa (RP), obesity, polydactyly, renal anomalies, genital
abnormalities and intellectual disabilities (Beales et al., 1999). They can be associated with
various inconstant secondary features (minor criteria) such as hepatic anomaly, diabetes
mellitus, growth retardation, psychomotor retardation, speech disorder, developmental
delay, strabismus, dental disorders, hearing loss, cardiac malformations and others.
Accordingly, the established diagnostic criteria are the combination of 4 major criteria or 3
major criteria combined with 2 or 3 minor criteria (Beales et al., 1999; Billingsley et al., 2011;
McConnachie et al., 2021; Putoux et al., 2012) with antenatal presentation (Karmous-Benailly
et al., 2005; Mary et al., 2019). BBS is caused by biallelic pathogenic variations in one of the
26 known BBS genes encoding for proteins mainly with functions related to the cilia either its
localization or active function (Khan et al., 2023; Meyer et al., 2022; Novas et al., 2015).
However, for some genes, their exact role remains to be determined. Pathogenic variants
account for around 70-80% of cases worldwide (Forsyth and Gunay-Aygun, 2020). The
contribution of each gene to the BBS mutation load is highly variable and can differ depending
on the population. BBS1 and BBS10 are the major contributors to BBS, as in Caucasian
populations, pathogenic mutations in the BBS1 and BBS10 genes are detected in 21-30% of
patients (Janssen et al., 2011; Muller et al., 2010), a percentage that rises to 40-50% in patients
from Northern Europe (Harville et al., 2010). A founder effect is responsible for the two most
common pathogenic variations in Northern Europe: ¢.1179T>G (p.M390R) (accounting for
70% of BBS1 cases) and ¢.271insT (p.C91Lfs*5) (accounting for 48% of BBS10 cases) (Mykytyn
et al., 2002; Stoetzel et al., 2006). The remaining BBS genes are very rarely mutated in BBS
families and account each for around 5% of BBS cases, some of which have only been
identified in a few BBS families (Khan et al., 2016).

Primary cilia are a highly conserved immotile antenna-like present at the surface of most of
the eukaryotic cell in a single copy. They consist of a microtubule-based axoneme composed
of 9 doublet “9+0” which is connected by a transition zone to a basal body which anchors the
cilium to the cell body (Klena and Pigino, 2022). Ciliogenesis or cilium assembly takes place in
the GO phase of the cell cycle and disassembly takes place before mitosis (before the cell
prepares for division). This highlights the close coordination between the cell cycle and
ciliogenesis (Mill et al., 2023).

Primary cilia function as sensory organelles that coordinate a variety of signal transduction
pathways, such as Sonic Hedgehog (SHH), transforming growth factor Beta (TGF-Beta) and
WNT signaling that are critical for regulating cell polarity, differentiation, migration and
proliferation of cells during embryonic development and in maintaining tissue homeostasis
(Rosengren et al.,, 2018). SHH signaling pathway is one of the most studied pathways in
vertebrates that is connected and strictly dependent on an intact primary cilium. The SHH
pathway is regulated by a set of membrane receptors and transition factors that can be
transported in and out of the cilium depending on conditions. When the pathway is OFF,
PTCH1 (Patched 1) a 12-transmembrane protein is localized in the cilium, and SMO



(Smoothened) a 7-transmembrane GPCR-like protein is localized outside of the cilium. The GLI
proteins which are transcription factors are retained in the cilium and undergo proteolytic
transformation to generate the repressor forms (GLI2R and GLI3R) preventing the
transcription of target genes (Niewiadomski et al., 2014). The binding of SHH ligand to PTCH1
turns the pathway ON by leading the inactivation of this one and its removal from the cilium
allowing SMO translocation and accumulation along the cilia. SMO translocation activate the
pathway preventing the proteolytic cleavage of GLI proteins. The full-length activated GLI
proteins predominantly GLI2A translocate into the nucleus allowing the transcription of target
gene such as GLI/1 and PTCH1 (Anvarian et al., 2019).

Primary cilia are considered as separate organelles as their membrane compositions differ
from the rest of the cell. As no protein synthesis takes place in the primary cilia, active
transport of proteins into the primary cilium is required. This transport system is composed of
protein complexes such as the intraflagellar transport (IFT) complex and the BBSome complex,
both include known BBS genes (Nakayama and Katoh, 2018; Wingfield et al., 2018).
Bidirectional movement along the axoneme from the basal body to the tip of the cilia (thanks
to kinesin-anterograde transport) and vice versa (facilitated by dynein-retrograde transport)
is ensured by two IFT sub-complexes: IFT-A and IFT-B (Klena and Pigino, 2022). IFT-B is involved
in the anterograde transport of cargo proteins and is composed of 16 proteins (IFT20-22-25-
27-38-46-52-54-56-57-70-74-80-81-88-172), and IFT-A complex is involved in retrograde
transport, enabling the evacuation and recycling of proteins from the cilia, and is composed
of 6 proteins (FT122-140-144 et IFT43-121-139) (van den Hoek et al., 2022). Composed of 8
proteins (BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8, BBS9 and BBIP1/BBS18), the BBSome acts as
an adaptor linking IFT complexes to signaling molecules and is required for ciliary export of
activated signaling receptors (Nachury, 2018). Although the role of the BBSome is not fully
understood, studies suggest that it is mainly involved in retrograde transport and exit of GPCRs
from the primary cilium such as PTCH1 and SMO (Hey et al., 2021). BBSome assembly at the
base of the cilium requires another BBS protein complex which is the chaperonin-complex,
consisting of BBS6 (MKKS), BBS10 and BBS12 (Seo et al., 2010).

Interestingly, ciliogenesis and HH signaling have been reported to be disturbed in BBS (Zhang
et al., 2012). Despite the high diagnostic rate for BBS, several BBS families remain without a
definitive molecular diagnosis (Melluso et al., 2023). One of the reasons is the identification
of one or more variations of uncertain significance (VSI, class 3) and for which additional data
are required to conclude. Ciliary functional testing is well known for assessing the gene impact
on cilia and demonstrating a relation to the cilia but taking into the account the medical impact
of such testing requires some background. This raises a number of questions as to the impact
of the variations identified in the BBS genes from a cellular and functional point of view. In
particular, we know that these variations can affect ciliogenesis, notably the length and
number of cilia, but also its function (HH signaling pathways) and, more generally, cell
proliferation. What is less known is the variability of those parameters depending on the gene,
the variants or even functional module in question.

In order to answer these questions, we mined the literature for ciliary phenotype on the 24
BBS genes. Data analysis showed a great variability in gene results depending on variation,
species and cell type. Thus, we present a pilot study encompassing the systematic analysis of
4 cilia related parameters (ciliogenesis, cilium length, SHH signaling pathway and cell
proliferation) on a selection of 10 BBS patients (skin derived fibroblasts) with known



pathogenic variants and representing the 3 major BBS functional modules (BBSome,
chaperonin-like and IFT)



MATERIAL AND METHODS

Subjects

Study protocols used in this study has been approved by the corresponding Institutional
Review Board of the University of Strasbourg and Strasbourg University Hospitals (“Comité
Protection des Personnes” EST IV, N°DC-20142222). Written informed consent was provided
for each participant. Our research complies with the Declaration of Helsinki. Written informed
consent for open-access publication was provided by the participants. Skin fibroblasts were
obtained for the proband.

Literature search

Literature search was performed using PubMed (Sayers et al., 2022) accessed from November
2020 to Mars 2021 with no limit on date of publication. The search was conducted using each
gene name and synonyms of BBS1 to BBS24 as search terms. The results were manually
curated to retain only articles with inclusion criteria met and no exclusion criteria. Inclusion
criteria were primary study and full article available in which either cilia length, percentage of
ciliated cells, study of Sonic Hedgehog signaling pathway or cell proliferation was assessed.
Exclusion criteria were absence of primary data (neither cilia length, percentage of ciliated
cells SHH Signaling pathway nor cell proliferation were assessed). Two authors reviewed all
abstracts and made decisions on inclusion and exclusion criteria. If a primary data was not
available from the abstract, the full-text article was reviewed. The reviewer decided whether
a study could be included and contained data suitable for the subsequent analysis, and
extracted the relevant data from each selected study using a standard form. The review form
was designed to capture the primary data. All articles were registered on an Excel file, using a
table indicating the different primary data (Supplementary Table S1). This led to the
identification 2177 articles (redundant) of which of 97 were selected corresponding to 76 non-
redundant ones (Supplementary Table S1 and S2).

BBS Circos plot

To build the BBS circos plot, several datasets have been assembled. The pathogenic variations
dataset has been extracted in June 2021 using the HGNC gene names (Seal et al., 2023) as
defined in Supplementary Table 2 from the HGMD and ClinVar databases (Landrum et al.,
2018; Stenson et al., 2020). HGMD variations (v2021.1) were restricted to the DM status and
with a reported phenotype compatible with a BBS/ciliopathy phenotype. ClinVar variations
were restricted to include either “multiple submitters, no conflicts”, or "criteria provided,
single submitter" or "practice guideline" OR "reviewed by expert panel" in the review status
field AND ‘Pathogenic” or “Likely pathogenic” status in the Clinical significance field. Protein-
protein interaction (PPI) were queried from the STRING database v11.5 (Szklarczyk et al.,
2021) using all BBS proteins. Parameters were set as following: physical network, active
interaction sources = Experiments + databases, minimum required interaction score = medium
confidence (0.400), show only query protein. The display on the circos includes the following
parameters: score >0.900=thickness=10pt, score >0.700=thickness=5pt. Genes/proteins have
been color-coded according to the complex to which they belong (e.g. BBSome, Chaperonin
complex, IFT complex, subdistal appendage and other), PPl interactions between proteins of
the same complex or between complexes have been represented as links in the very center of
the circos plot. For each gene, the type of pathogenic variations has been represented as bars
(outer circle), the literature search results (selected and non-selected), and their contribution
to BBS mutation load. The results of the experiments carried out were presented, specifying



the species used and the mutation induction method. The circos was created using the
software (www.circos.ca). We used the Color Universal Design (CUD) proposed by Mastaka
Okabe and Kei Ito (https://ifly.uni-koeln.de/color/#redundantl).

Cell culture

Primary dermal derived fibroblasts from a BBS cases and control individuals (Supplementary
Table S3 and S4) were obtained by skin biopsy according to (Scheidecker et al., 2014). As
described in (Karam et al., 2023), fibroblasts were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) with glutamax (21885-025 Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS) and 1% penicillin—streptomycin (PS) (all from Gibco). To induce ciliogenesis, the
fibroblasts were grown in serum-reduced media (0.1% FCS) for 48 h. To induce SHH pathway
stimulation, the fibroblasts were stimulated with smoothened agonist (SAG, Abcam
ab145866) at a final concentration of 100 nM for 48 h with and without serum starvation.

Immunofluorescence analysis

To induce primary cilia formation, the fibroblasts were grown in serum-reduced media (0.1%
FCS) for 48 h. Skin-derived fibroblasts were grown on 24-well plates (Falcon, 3226) and Lab-
Tek8-well chamber slides (Thermo Scientific Nunc 15411). The fibroblasts were subsequently
fixed in ice-cold methanol at -20 °C for 10 min, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS
1x, and blocked in 10% FCS in PBS 1x for 1 h at room temperature. Incubation with primary
antibodies diluted in 2% FCS was done for 1 h at room temperature or overnight at 4 °C.
Secondary antibody incubation was carried out for 1 h at room temperature. For those realized
in Lab-Tek8-well, nuclei were visualized using Hoechst, and images were obtained using an
inverted fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion objective). For those
realized on 24-well plates, images were obtained using an IncuCyte S3 (Sartorius) and were
analyzed using Imagel. Cilia frequency was calculated from the number of cells with a primary
cilium divided by the total number of cells (n = 400 cells analyzed). p-values and significance
were determined using ordinary one-way ANOVA ****: p < 0.0001. Primary cilia length was
measured via IncuCyte software irrespective of the angle of orientation (n =400 cilia). p-values
and significance were determined using Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. The number of
cilia (n) measured consisted of pooled data from two separate experiments performed on
biological triplicates of each sample in each experiment. Statistical analysis was done using
GraphPad Prism software. Antibodies used in this experiment are available in Supplementary
Table S5.

SHH pathway analysis

RNA was extracted from skin-derived fibroblasts via QiaShredder (Qiagen, ref 79654) and
RNeasy Minikit (Qiagen, ref 74104) kits. RNA concentration was evaluated by
spectrophotometry (Eppendorf Bio Photometer Plus). cDNA was synthesized via an “iScript ™
c¢ Synthesis Kit” (170-889, Bio-Rad, USA) according to the manufacturer’s instructions with 500
ng of RNA. Quantitative real-time PCR was carried out with an iQTM SYBR Green Supermix
(#170-8886, Bio-Rad) in a Bio-Rad CFX96/384™ Real-Time System in triplicate. cDNA was
diluted to 1/10, and GL/1, PTCH1 and GAPDH (house-keeping gene) primers were used at a
concentration of 0.25 puM. The primers are available in Supplementary Table S6. The
normalized fold expression of the target genes was calculated using the comparative cycle
threshold (C:) method (2722 method) by normalizing target messenger RNA (mRNA) C; to
those for GAPDH reference gene using CFX Manager Software Version 1.5 and Microsoft Excel
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calculations. Data are presented as relative expressions = SEM. Statistical analyses were done
using the GraphPad Prism software. p-values and significance were determined using a two-
way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ** p < 0.01 **** p < 0.0001.

Cell proliferation assay

To measure cell proliferation, skin fibroblast cells were detached using trypsin and counted
with an Automated Cell Counter (LUNA-FL™). Cells were plated in triplicate in 24-well plates
(10* cells/well). The IncuCyte® NucLight Rapid Red reagent was added in each well to
fluorescently label the nucleus of living cells (Sartorius Cat# 4717). Viability was measured with
the IncuCyte S3 (Sartorius) on a 10 days duration with image acquisition every 2H. Each
measurement was normalized to day 0 (measured the day after plating) and expressed as a
fold increase. Three independent experiments were performed. Statistical analysis was done
using GraphPad Prism software. p-values and significance were determined using a two-way
ANOVA test. ns: non-significant®** p < 0.01.



RESULTS

Literature analysis

In order to delineate the ciliary phenotype of several BBS genes and variations, we carried out
a literature search for each of the 24 known BBS genes including experiments describing
ciliogenesis, cilia length, SHH pathway study or cell proliferation. Of the 2177 articles
published on the 24 BBS gene until January 1, 2021, we have selected 76 non-redundant
articles that met the search criteria including at least one of the search experiences (see
Methods).

Looking at the distribution of the data available for each gene, there is of course an increased
number of articles reported for genes described earlier (e.g. BBS1, BBS6) but also for genes
implicated in multiple and/or more frequent diseases such as CEP290/BBS14 implicated in
Leber congenital amaurosis (MIM #611755), Senior Loken (MIM# 610189) and other
ciliopathies (Supplementary Table S2). No data could be observed for 3 genes (BBS12, BBS21,
and BBS23). Within the 76 studies, considering each cellular/organism model has one
experiment there is a total of 197 experiments carried out that concerned multiple species
(49% human, 39% mouse, 11% zebrafish, 1% C. elegans) and multiple tissues (30% skin, 26%
retina, 12% kidney 9% stem cells, 3% brain, 2% neurons, 1% adipose tissue, 1% neural tube
and others). The authors used multiple techniques to induce the mutant or specific variant
(42% knockout, 17% knockdown siRNA, 6% overexpression, 6% morpholinos) but also cells
harboring the variant natively (27%) (Supplementary Figure 1). Overall, ciliogenesis (i.e.
presence or absence of ciliated cells) was explored in 72% of the experiments, cilia length in
55% and only few studies explored the possible SHH pathway defects (19%). Cell proliferation
was studied in only two articles (Figure 1). Different experimental conditions including indirect
measures made it difficult to draw conclusions about the effect of a BBS gene on primary cilia
and cell phenotype. For example, BBS1 experiments might give opposite conclusions for
ciliated cells (less or no change) and for cilia length (longer or shorter) depending on the
species used (e.g. mouse or human).

This prompted to systematically study the 3 cilia related parameters (ciliogenesis, cilia length,
SHH signalling pathway) as well as cell proliferation on skin fibroblasts from a selection of BBS
patients. We selected genes from each BBS compartment including the BBSome, the
chaperonin-like complex and the IFT complex. For the BBSome, we selected the most
frequently mutated gene, BBS1, by selecting 4 patients including 2 homozygous for the
recurrent pathogenic variant (c.1169T>G), one truncating splice variant and one compound
heterozygous case. Regarding the chaperonin-like complex, we selected 4 patients of the most
frequent gene, BBS10, including 3 homozygous of the 2 most frequent variants (c.271dupT
and c.145C>T) and one compound heterozygous of the same variants. For the IFT complex,
patients are much rarer and we selected 2 IFT172/BBS20 patients (Supplementary Table S4).
This strategy should allow us to reduce the experimental variability and start delineating gene
effects on the ciliary phenotype in patient’s cells. We first applied the experiments to a
selection of 5 controls to determine the basic conditions for ciliary cell phenotypes in normal
cells.

Normal cilia phenotype and cell proliferation in control cells

To analyze primary cilia assembly and length in human skin fibroblasts, ciliogenesis was
induced by using serum-starvation-mediated cell-cycle arrest in confluent fibroblasts from
controls and the patients and visualized primary cilium by immunostaining with antibodies



raised against ARL13B and acetylated y tubulin for the basal body. To determine the normal
state of ciliogenesis and cilium length, five control samples were investigated. No significant
differences were observed between them, they had all more than 60% of their cells ciliated
(Figure 2B), and they all have primary cilium of the same length 3—4 um (Figure 2A and C).
To determine the normal state of the SHH pathway activity with a functional primary cilium, a
smoothened agonist (SAG) was used to activate the SHH signaling with and without inducing
ciliogenesis. The expression levels of GLI1 and PTCH1 (two SHH target genes) in response to
SHH pathway activation were evaluated as a marker of SHH activity. Five controls were used,
four of them (except control 2) showed, as expected, a robust and significant induction of SHH
target genes, GLI1 and PTCH1 in ciliogenesis conditions (0.1% FCS) (Figure 2 D and E).

Lastly, the cell proliferation assay showed that 4 of the 5 controls had the same proliferation
capacity, with all cells proliferating at the same rate over the 9 days, with the exception of
control 2, which showed slightly lower proliferation than the others (Figure 3). This is the same
control that showed no activation of the SHH signaling pathway, an example of the
physiological variability between cells, even if they are assumed to have a normal profile.

As controls have the same ciliary and cellular phenotype in general, they were pooled for
comparison with the phenotype of BBS patient’s skin fibroblasts.

Non-functional BBS1 leads to reduced ciliogenesis of longer cilia, a less active SHH pathway
and variable effects on cell proliferation

Immunofluorescence analysis of the BBS1 patients’ skin-derived fibroblasts revealed that
these cells had cilia anomalies. Indeed, when grown in ciliary conditions (0.1% FCS), three of
the four BBS1 patient’s cells developed significantly fewer primary cilia (~¥50% vs 70%)
compared to controls (Figure 4B). Moreover, a significant difference in cilia length could be
observed. The same three BBS1 patient’s cells harbored cilia significantly longer than those of
controls (5-8 um vs. 3-4 um) (Figure 4A and C). Only BBS1(3) has a normal percentage of
ciliated cells and normal cilia length.

By contrast, a strongly reduced response to the SMO ligand was observed in all BBS1 patients’
cells, revealed by a reduction of the SHH target genes’ expression under the same conditions
(Figure 4D and E). As almost no signal was detected in the patient’s fibroblasts, SHH pathway
activation was significantly less important in the patient’s cells.

Regarding the proliferation capacity, BBS1(2) and BBS1(4) showed no difference with controls
which contrasted with BBS1(1) and BBS1(3) that showed greater proliferative capacity than
controls and the other two BBS1 patients (Figure 5)

In general, BBS1 variants led to a significant decrease of cilium formation, a longer cilia length
with a less activated SHH pathway and a variable effect on cell proliferation. These results
indicate that a functional BBS1 protein is important for normal cilia formation and function in
fibroblast cells.

Non-functional BBS10 has no effect on ciliogenesis but results in longer cilia, a less active
SHH pathway and variable effects on cell proliferation.

Immunofluorescence analysis of the BBS10 patients’ skin-derived fibroblasts revealed a
normal number of ciliated cells (70-80%) when compared to controls in ciliary conditions (0.1%
FCS) (Figure 6B). However, a significant difference in cilia length could be observed. The four
BBS10 patient’s cells harbored cilia significantly longer than those of controls (5-9 pm vs. 3-4
pum) (Figure 6A and C).



In line with this, a strongly reduced response to the SMO ligand was observed in all BBS10
patients’ cells, revealed by a reduction of the SHH target genes’ expression under the same
conditions (Figure 6 D and E). Since no signal was detected for PTCH1 expression and GLI/1
expression is very insignificant in-patient fibroblasts, activation of the SHH pathway was
significantly lower in patient cells.

Proliferation capacity of three of the four BBS10 patients is the same as the controls, in
contrast BBS10 (3) patients’ fibroblasts show greater proliferative capacity than controls and
the other three BBS10 patients (Figure 7).

BBS10 variants had no effect on cilium formation, in contrast they led to a longer cilia length
with a less activated HH pathway and a variable effect on cell proliferation.

Non-functional IFT172 has no effect on ciliogenesis, variable effect on cilium length, SHH
pathway activation and on cell proliferation

Immunofluorescence analysis of the IFT172 patients’ skin-derived fibroblasts revealed a
normal number of ciliated cells (70-80%) compared to controls under ciliary conditions (0.1%
FCS) (Figure 8B). Additionally, a variable effect on cilia length could be observed with one
patient, IFT172(1), showing normal cilia length (3—4 um), and on patient, IFT172(2), showing
shorter cilia (2-3 um) (Figure 8A and C).

In contrast with those results, IFT172(1), had significantly lower activation of the SHH pathway
compared with controls as no signal could be detected for PTCH1 and GLI1 while IFT172(2),
had significantly higher PTCH1 and GLI1 expression, indicating a greater SHH pathway
activation compared with controls (Figure 8D and E). These data indicated an alteration of the
SHH pathway in the patient’s fibroblasts with variable effects as for cilia length caused by
unfunctional IFT172 protein.

The proliferative capacity of fibroblasts from IFT172(1) patients is reduced compared with
controls, while that of IFT172(2) and IFT172(3) patients is much greater (Figure 9).

IFT172 variants had no effect on ciliogenesis, in contrast they led to variable cilia length with
a less or more activated SHH pathway and a variable effect on cell proliferation.



DISCUSSION

Bardet-Biedl syndrome is a rare autosomal recessive ciliopathy caused by primary cilia
alteration. All the proteins encoded by the 26 known BBS genes are localized to the base of
the primary cilium or involved in the function or formation of this organelle (Novas et al.,
2015). Owing to this, defects in cilia have been reported early on (Blacque et al., 2004) and
from time to time either while reporting a novel association to a disease or deciphering the
BBS protein function (Loktev et al., 2008; Wormser et al., 2019). With the extensive use of
sequencing techniques since many years for patients with a ciliopathy phenotype many
variants have been identified including a large part are pathogenic or likely pathogenic (He et
al., 2020; Shaheen et al., 2016) but for many cases current data is insufficient, leaving those
as variant of uncertain significance (VUS) as proposed by the ACMG guidelines (Richards et al.,
2015). Eventually, additional data such as recurrence or strong and/or repeated segregation
will help to reclassify those variants but most of the time those variants will require functional
data (Marwaha et al.,, 2022). Functional test with medical implication requires proper
definition and thus prompted us to design this study. The aim of our study was to develop a
robust functional assay that could distinguish between healthy controls and BBS patients. In
the course of this project other studies have been carried out to develop such approach, for
example, on primary ciliary dyskinesia using beating cilia measurements (Blanchon et al.,
2020) or on skeletal ciliopathies (Doornbos et al., 2021) with similar parameters as this study.
Beside this first objective, we were also interested in knowing whether difference existed in
the ciliary phenotype of different BBS genes or for the same BBS gene but with different
variant or even for the same variant.

Analysis of published data showed a great variability in ciliary phenotype explored, gene
results depending on variations type, species and cell type. In addition, only few studies have
been carried out on patients’ skin derived fibroblasts. Setting up our experimental conditions
on 5 healthy controls allowed us to estimate the consistency of this approach before testing
patients. We performed experiments to study ciliogenesis (proportion of ciliated cells in a
given cell population), cilia length, the activation of the SHH signaling pathway and cell
proliferation on a selection of 5 unrelated controls to characterize a “healthy ciliary
phenotype”, to which we can compare the ciliary phenotype of 10 selected BBS patients (4
BBS1, 4 BBS10 and 2 IFT172). Controls show consistent results, with the same percentage of
ciliated cells >70%, cilium length 3—4 um, same normal levels of GL/1 and PTCH1 expression in
response to HH pathway activation, and same capacity for cell proliferation. These
comparable and reproductible data enable us to characterize a “healthy cilium phenotype”,
allowing us to pool controls and provide a good basis for comparing patients’ results.

Patient selection was based on our interest in studying cilium phenotype caused by several
genes belonging to the three compartments related to BBS: the BBSome, the chaperonin-like
complex and the IFT complex. As a representative of the BBSome, we chose BBS1 (the most
frequently mutated gene in this complex and in the disease), selecting 2 homozygous patients
with the most frequent pathogenic variant (c.1169T>G, p.M390R) (Mykytyn et al., 2002), a
homozygous truncating missense (c.479G>A, p.R160Q) with a splice effect (Redin et al., 2012;
Schmid et al., 2011) and lastly a compound heterozygous for the p.M390R and a truncating
mobile element insertion in trans (Delvallée et al., 2021). Our results show at least a ciliary
defect in one of the 3 assays, all showed an impaired SHH pathway (consistent reduced
activation) and in 3 of the 4 BBS1 patients fewer ciliated cells and longer cilia, with the
exception of the BBS1(3) patient who had a normal number of cilia with normal length. The



differences observed in the ciliary phenotype of BBS1(3) patient compared to the others is an
example that illustrates the biological variability of cell lines, showing that even if two patients
have the same variant in the same gene, they can have different pathophysiological impact.
This has been already demonstrated for the c.1169T>G variant as it is also known to cause
nonsyndromic RP (Estrada-Cuzcano et al., 2012) but in our patient no significant phenotype
differences can be noted (Supplementary Table S4) irrespective of the BBS1 genotype.
Nevertheless, genetic background can have an impact on the patient or the cellular
phenotype. Genetic interactions can lead to variability in phenotypic outcomes (Costanzo et
al., 2019; Domingo et al., 2019) and we have already shown that BBS has a complex genetic
architecture with a burden of secondary site ultra-rare variants (Kousi et al., 2020). Several
examples have already been exposed in ciliopathies (Khanna et al., 2009; Zaki et al., 2011). In
our study, no whole genome exploration has been performed for these patients but a
systematic sequencing analysis including patients with similar genes/variations and controls
such as in gnomAD might help deciphering such genetic interactions (Karczewski et al., 2020;
Rahit and Tarailo-Graovac, 2020). However, stochastic events by modifying gene expression
might also play role (Burga et al., 2011; Burga and Lehner, 2012).

Nine studies representing 14 experimental models were carried out on Knock-out and Knock-
down cell models in vitro, e.g. on hTERT-RPE1 (human immortalized retinal pigment epithelial-
1), mouse skin fibroblasts, cells from zebrafish Kupffer vesicles and others, or on iPSC models
derived from neural cells. The results of these studies show that BBS1 defects lead to
alterations in the primary cilium, but they lack repeated results on ciliogenesis (only 3 reports
out of 14) and they show mixed results on cilia length (9/14) with shorter (n=6), longer (n=2)
and no change (n=1). These alterations are quite variable and change depending on the
experimental conditions such as species (human, mouse, zebrafish), cell harvest tissue (neural
tube, adipose tissue, skin, lung) and the technology used to introduce the mutation (siRNA,
KO, KD, MOQ) (Castro-Sanchez et al., 2019; Nozaki et al., 2018; Wang et al., 2021). Despite
discrepancies between the published results and the absence of results on patient’s derived-
skin fibroblasts, we demonstrated that a defective BBS1 is responsible of a ciliary phenotype.
BBS1 plays an essential role in the BBSome formation and maintenance (Prasai et al., 2020;
Singh et al., 2020) which is important for tubulin transport through the IFT and may alter ciliary
length homeostasis (Anvarian et al., 2019; Hernandez-Hernandez et al., 2013). Interestingly,
our recent work on one BBS5 patient using also skin fibroblasts demonstrated the exact same
effect on the cilia (Karam et al., 2023). BBS5 is also a member of the BBSome and our results
suggest that maybe all BBSome members will present the same type of ciliary anomalies. This
will of course need additional support.

Regarding the chaperonin-like complex, all BBS10 cell lines showed the same ciliary phenotype
with a normal number of ciliated cells, longer cilia and less activated SHH pathway. In the
literature, the only study implicating human BBS10 derived-skin fibroblasts highlighted the
exact same results (Hey et al., 2021) strengthening our data. We suggest that irrespective of
its variants type, a mutated BBS10 gene will systematically lead to identified cellular
phenotype. Considering the other members of the chaperonin-like complex, for BBS6/MKKS a
few studies (n=8 for 11 experiments) identified mainly no change (1/11) or less (5/11) ciliated
cells, no effect on cilia length (1/11) or shorter cilia (6/11) while no experiment has evaluated
the SHH pathway. For example, a study carried out on Bbs67- KO RPE (retinal pigment
epithelium) mice cells and on BBS6 KD (siRNA) hTERT-RPE1 cells showed less ciliated cells and
shorter cilia for both cell types without any information on the SHH pathway activation



(Patnaik et al., 2019). The only study carried out on BBS12, KD (siRNA) on RPE mice cells
observed an increased number of ciliated cells, with no information on cilia length and SHH
pathway activation (Loktev et al., 2008). Given the experimental variability, no conclusions can
be extrapolated for the other chaperonin-like genes and will require further testing.

In accordance with the three IFT172 patients already reported in the literature (Halbritter et
al., 2013), our two IFT172/BBS20 patients showed a normal number of ciliated cells. In
contrast, the cilia length results of our 2 patients are not consistent with either no effect or
shorter cilia. This variability of cilia length is also observed in the literature, a study carried out
on Ift1727" mice fibroblasts showed shorter cilia (Jm et al., 2011) and the study carried out on
skin-derived fibroblasts of IFT172 patients showed longer cilia (Halbritter et al., 2013).
Interestingly the SHH assay showed again discrepancy between our 2 cell lines with either a
reduced activation or an increased activation. SHH pathway has never been tested so far in
human but mice experiments highlighted a major role for IFT172 in SHH signaling (Huangfu
and Anderson, 2005). IFT172 is the largest IFT protein and an important component of the IFT-
B complex. The situation is even more complex for this gene as it has been implicated in
several ciliopathies including Mainzer-Saldino Syndrome, BBS, Joubert syndrome but also
nonsyndromic RP (Zheng et al., 2023). No specific genotype to phenotype correlation is known
prompting additional testing for ciliogenesis effect and variant cases.

Altogether, each patient cell lines had at least a defect in one cilium related parameter, more
likely a defect in the SHH pathway, followed by cilia length and eventually ciliogenesis (Table
1). This demonstrates once again that this information is reliable for variant analysis, but that
all possible variants and genes need to be systematically tested. Interestingly, taking into
account both cilia length and SHH pathway activation we can observe that longer cilia
correlate with reduced SHH pathway activation and, conversely, that shorter cilia correlate
with greater SHH pathway activation. This observation suggests a possible compensation
between cilium length and SHH pathway activation. We suggest that when the cilium is longer,
the SHH pathway may start with strong activation and end up being reduced to maintain a
normal state at the cell level, and that when the cilium is shorter, there is not enough
receptors to allow normal activation of the pathway, which over-activates to compensate for
the lack. Further investigations will be required to confirm this observation and speculation.
Concerning the cell proliferation assays, almost all controls had the same proliferation
capacity, contrasting with our defective genes (BBS1, BBS10 and IFT172). Some had a similar
proliferation capacity as controls, others showed reduced or increased proliferation capacity
compared to controls. These finding suggest that the alteration of the ciliary phenotype does
not systematically alter cell proliferation capacity preventing us to systematically use this in
the future to discriminate between patients and controls.

Frequency of ciliated cells and primary cilium length require intensive and repetitive
microscopy experiments (n=400 cells for each experiments repeated multiple times) which
are time-consuming, especially for the study of large cohorts of patients such as the one
presented here. All the analysis of cilium length and number of ciliated cells presented in this
study were done manually, which is very time-consuming especially with the big number of
control and patients characterized. Another advantage of automation is increasing
reproducibility and robustness of such analysis overtime as well as high throughput (Doornbos
et al., 2021). To partially solve this problem, we first used the IncuCyte S3 (Sartorius) that
allows automatic image capture on 24-well plates. In addition, we have developed a macro



using the Fiji image-processing package for automated cilia detection and length
measurement. To evaluate the efficiency of our macro, we compared the results of the same
batch of images analysed manually and automatically (Supplementary methods). The
software was able to detect significant differences in mean cilia length between control and
patient identifying correctly longer cilia. In absolute terms, the length of cilia detected in
controls and patients was 1 or 1.5um greater than what was found manually. To further
improve this pipeline, image quality and resolution needs to be drastically improved as the
IncuCyte objective is too restricting (20X). Several studies have been carried out to develop
such approach. In particular a recent study reported the ALPACA software that has been
developed with the same objective (Doornbos et al., 2021) and was able to distinguish
between healthy controls and patients of several ciliopathies.

CONCLUSION

In this study, we present a systematic approach to study the ciliary phenotype of BBS patients’
cells carrier of biallelic pathogenic variants in 3 BBS genes representative of the 3
subcomplexes of the disease (BBSome, chaperonin-like and IFT complex). This pilot study will
call for other BBS genes and variations characterization in order to obtain a more complete
map of ciliary anomalies. Our results show that systematic analysis of the cilia phenotype is a
robust functional test that allows us to distinguish healthy controls from ciliopathy patients.



AVAILABILITY OF DATA AND MATERIAL

Data generated or analysed during this study are included in the published article and the
corresponding supplementary data.

ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank the patients and their family for their participation. We would like also
to acknowledge the members of the laboratoire de génétique médicale for stimulating
discussion and for technical assistance, especially Cathy Obringer.

FUNDING

This work was supported by the following grants: Agence de la biomédecine “AMP, diagnostic
prénatal et diagnostic génétique 2022”,

PHRC National Bardet-Biedl 2007 IDRCB 2007-A00868-45,

COBBALT (COhorte de Recherche Translationnelle sur le syndrome de Bardet-Biedl et le
syndrome d’ALstrom),

CREGEMES (Centre Régional de Génétique Médicale de Strasbourg) and the following
institutions: University of Strasbourg and Strasbourg University Hospital.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.



TABLES AND FIGURES

Mutation types

Genes

Number of publications Al
25
Percent. of patients ,
Species # o
Ke

0 o

Percentage of 0%

ciliated cells %5 - _ °
MU o

ko
Cilia length oz | ° =

Ko,
Cell . :
prolif. .OE e, @ %o

B sub distal appendage

I other
[ on setected publications
== selected publications

Figure 1. A circos plot representing the collected data for BBS genes. Data collected during the
literature search is summarized by presenting the results obtained for the four experiments (e.g.
ciliogenesis, cilium length, SHH pathway and cell proliferation assays), specifying the species and the
mutation induction technique. Green arrow indicates an “increased” criteria and orange arrow a
“decreased” criteria. Ambiguous results are marked by a yellow “~” and no change are indicated using
a blue “-”. BBS genes are color-coded according to the protein complexes to which they belong:
BBSome (orange), chaperonin-like (blue) and IFT (yellow). Genes with no specific complex are in pink
and BBS14 in green (sub distal appendage). Protein-protein interactions are represented as connecting
arcs in the center of the circos plot. We used the Color Universal Design (CUD) proposed by Mastaka
Okabe and Kei Ito. For each gene, we have represented the different types of variants (histogram on
the outer circle), the gene contribution to BBS patients and the number of publications identified
(dashed blue lines are not retained while dashed red are of interest).

Abbreviations: KO: knock-out, KD: knock-down, OE: overexpression, MU: , PPl: protein-protein
interaction, fs/ns: frameshift/nonsense, sp: splice, mis: missense , SV: structural variant, indel:
insertion/deletion, syn: synonymous.
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Figure 2. Functional assessment of BBS1 variations/Ciliary defects due to BBS1 variants in patient
skin fibroblasts. (A) Representative images of ciliogenesis in skin-derived fibroblasts from controls and
the patient. Primary cilia were labeled with an anti-ARL13B antibody (green) and the basal body with
anti-y-Tubulin antibody (red) while the nucleus was visualized with Hoechst staining (blue). Images
were taken with an inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion
objective). Scale bars 10 um. (B) Ciliated cells were counted on serum-deprived (48 h) controls and the
patient’s skin-derived fibroblasts fixed for immunofluorescence and stained with an anti-ARL13B
(green) antibody. Images were taken with an Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing a combined
visualization of phase (cells) and fluorescence (cilia). (C) Percentage of patient’s skin fibroblasts with
cilia calculated by dividing primary cilia counts by cellular counts (n = 400 cells analyzed for each of the
controls and the patient). p-values and significance were determined using ordinary one-way ANOVA,
ns: non-significant, ****: p < 0.0001. (D) Quantification of primary cilia length (n = 400 cells analyzed
for each of the controls and patient). p-values and significance were determined using the Kruskal-
Wallis test ****: p < 0.0001. In (C, D), the measured number of cilia (n) represents pooled data from
two separate experiments performed on biological triplicates of each sample in each experiment. (E,
F) Assessment of SHH-signal transduction by quantification of the induction of two SHH target genes
PTCH1 (E) and GLI1 (F) on SHH-stimulated cells from controls and the patient in four different
conditions, with and without inducing ciliogenesis (+/- FCS) and SHH activation (+/- SAG). The
expression of both genes is normally induced in controls except in control 2, whereas no induction is
found in the patient test. The expression data performed with biological triplicates were normalized
to the reference gene GAPDH mRNA expression data, and the values were presented as relative
expression levels +/- SEM). p-values and significance were determined using 2-way ANOVA test
(Tukey’s multiple comparison test). ns: non significant, **: p < 0.01 ****: p < 0.0001.
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Figure 3. Proliferation test of controls skin-fibroblasts. Proliferation curve of primary skin fibroblasts
from healthy controls. The analysis was performed with an Incucyte S3 Sartorius (20x objective),
allowing to evaluate the proliferation of cells in 24-well plats in time (9 days). Values are reported as
the mean + SEM from 3 independent experiments. p-values and significance were determined using a
two-way ANOVA test (*: p < 0.1, ****: p < 0.0001)
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Figure 4. Functional assessment of BBS1 variations/Ciliary defects due to BBS1 variants in patient
skin fibroblasts. (A) Representative images of ciliogenesis in skin-derived fibroblasts from controls and
patients. Primary cilia were labeled with an anti-ARL13B antibody (green) and the basal body with anti-
y-Tubulin antibody (red) while the nucleus was visualized with Hoechst staining (blue). Images were
taken with an inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion objective).
Scale bars 10 um. (B) Ciliated cells were counted on serum-deprived (48 h) controls and the patient’s
skin-derived fibroblasts fixed for immunofluorescence and stained with an anti-ARL13B (green)
antibody. Images were taken with an Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing a combined
visualization of phase (cells) and fluorescence (cilia). (C) Percentage of patient’s skin fibroblasts with
cilia was calculated by dividing primary cilia counts by cellular counts (n = 400 cells analyzed for each
of the controls and the patient). p-values and significance were determined using ordinary one-way
ANOVA, ns: non-significant, ****: p < 0.0001. (D) Quantification of primary cilia length (n = 400 cells
analyzed for each of the controls and patient). p-values and significance were determined using the
Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. In (C, D), the measured number of cilia (n) represents pooled data
from two separate experiments performed on biological triplicates of each sample in each experiment.
(E, F) Assessment of SHH-signal transduction by quantification of the induction of two Hh target genes
PTCH1 (E) and GLI1 (F) on SHH-stimulated cells from controls and the patient in four different
conditions, with and without inducing ciliogenesis (+/- FCS) and SHH activation (+/- SAG). The
expression data performed with biological triplicates were normalized to the reference gene GAPDH
MRNA expression data, and the values were presented as relative expression levels +/- SEM). p-values
and significance were determined using 2-way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ns: non
significant, **p<0.01 ****p<0.0001.
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Figure 5. Proliferation test of BBS1 patients’ skin-fibroblasts. Proliferation curve of primary skin
fibroblasts from the patients and unrelated healthy controls. The analysis was performed with an
Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing to evaluate the proliferation of cells in 24-well plats in
time (9 days). Values are reported as the mean + SEM from 3 independent experiments. p-values and
significance were determined using a two-way ANOVA test (*: p < 0.1, ****: p < 0.0001).



A ctrl BBS10(1) BBS10(2) BBS10(3) BBS10(4)
ARL13B

B 100-) ns D ® PTCH1 expression mm +FCS
P —_— = _ Em +FCS+SAG
& 807 ES 6 ns = -FCS
o o<
2 60 £38 Em -FCS+SAG
S s
g 2
g *7 e
S oaq
3 207 °3
S e

0- ks
[
D N 4
\QOO\ e"g\'\\e"& 9"&\ 9"&
X P P P I ctrlpool  BBS10(17) BBS10(2) BBS10(3) BBS10(4)
C F MO E
15+ s GLI1 expression
N
£ £
=5 5E
£ 10- . e 2
2 L. s3
K] . F - - a g
E . . S
=R vl 8%
(&] . . .g °
: k]
0 1 T 1 T T é
S BN @ @B B
& %\0\ N 6«0\ (;\“\ ctrlpool BBS10(1) BBS10(2) BBS10(3) BBS10(4)
S & & P

Figure 6. Functional assessment of BBS10 variations/Ciliary defects due to BBS10 variants in patient
skin fibroblasts. (A) Representative images of ciliogenesis in skin-derived fibroblasts from controls and
the patient. Primary cilia were labeled with an anti-ARL13B antibody (green) and the basal body with
anti-y-Tubulin antibody (red) while the nucleus was visualized with Hoechst staining (blue). Images
were taken with an inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion
objective). Scale bars 10 um. (B) Ciliated cells were counted on serum-deprived (48 h) controls and the
patient’s skin-derived fibroblasts fixed for immunofluorescence and stained with an anti-ARL13B
(green) antibody. Images were taken with an Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing a combined
visualization of phase (cells) and fluorescence (cilia). (C) Percentage of patient’s skin fibroblasts with
cilia was calculated by dividing primary cilia counts by cellular counts (n = 400 cells analyzed for each
of the controls and the patient). p-values and significance were determined using ordinary one-way
ANOVA, ns: non-significant, ****: p < 0.0001. (D) Quantification of primary cilia length (n = 400 cells
analyzed for each of the controls and patient). p-values and significance were determined using the
Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. In (C, D), the measured number of cilia (n) represents pooled data
from two separate experiments performed on biological triplicates of each sample in each experiment.
(E, F) Assessment of Hh-signal transduction by quantification of the induction of two Hh target genes
PTCH1 (E) and GLI1 (F) on Hh-stimulated cells from controls and the patient in four different conditions,
with and without inducing ciliogenesis (+/- FCS) and Hh activation (+/- SAG). The expression data
performed with biological triplicates were normalized to the reference gene GAPDH mRNA expression
data, and the values were presented as relative expression levels +/- SEM). P values and significance
were determined using 2-way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ns: non significant, **:
p <0.01 ****: p <0.0001.
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Figure 7. Proliferation test of BBS10 patients’ skin-fibroblasts. Proliferation curve of primary skin
fibroblasts from the patients and unrelated healthy controls. The analysis was performed with an
Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing to evaluate the proliferation of cells in 24-well plats in
time (9 days). Values are reported as the mean £ SEM from 3 independent experiments. p-values and
significance were determined using a two-way ANOVA test (*: p < 0.1, ****: p < 0.0001).
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Figure 8. Functional assessment of IFT172 variations/Ciliary defects due to IFT172 variants in patient
skin fibroblasts. (A) Representative images of ciliogenesis in skin-derived fibroblasts from controls and
the patient. Primary cilia were labeled with an anti-ARL13B antibody (green) and the basal body with
anti-y-Tubulin antibody (red) while the nucleus was visualized with Hoechst staining (blue). Images
were taken with an inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion
objective). Scale bars 10 um. (B) Ciliated cells were counted on serum-deprived (48 h) controls and the
patient’s skin-derived fibroblasts fixed for immunofluorescence and stained with an anti-ARL13B
(green) antibody. Images were taken with an Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing a combined
visualization of phase (cells) and fluorescence (cilia). (C) Percentage of patient’s skin fibroblasts with
cilia was calculated by dividing primary cilia counts by cellular counts (n = 400 cells analyzed for each
of the controls and the patient). p-values and significance were determined using ordinary one-way
ANOVA, ns: non-significant, ****: p < 0.0001. (D) Quantification of primary cilia length (n = 400 cells



analyzed for each of the controls and patient). p-values and significance were determined using the
Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. In (C, D), the measured number of cilia (n) represents pooled data
from two separate experiments performed on biological triplicates of each sample in each experiment.
(E, F) Assessment of SHH-signal transduction by quantification of the induction of two SHH target genes
PTCH1 (E) and GLI1 (F) on SHH-stimulated cells from controls and the patient in four different
conditions, with and without inducing ciliogenesis (+/- FCS) and SHH activation (+/- SAG). The
expression data performed with biological triplicates were normalized to the reference gene GAPDH
MRNA expression data, and the values were presented as relative expression levels +/- SEM). p-values
and significance were determined using 2-way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ns: non
significant, **: p < 0.01 ****: p < 0.0001.
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Figure 9. Proliferation test of IFT172 patients’ skin-fibroblasts. Proliferation curve of primary skin
fibroblasts from the patients and unrelated healthy controls. The analysis was performed with an
Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing to evaluate the proliferation of cells in 24-well plats in
time (9 days). Values are reported as the mean + SEM rom 3 independent experiments. p-values and
significance were determined using a two-way ANOVA test (*: p < 0.1, ****: p < 0.0001)



Gene Ciliogenesis Cilium length SHH pathway Cell proliferation

Literature NA NA NA NA
BBS1(1) D . 4
BBS1(2) N 4 N 4 —
BBS1(3) — — D 4
BBS1(4) . 4 . m—
Literature - - NA
BBS10(1) — N —
BBS10(2) — . e
BBS10(3) — D 4
BBS10(4) — D 4 —
Literature — NA NA
IFT172(1) — — N N
IFT172(2) —

Table 1. Summary of the results obtained when applying the 4 experiments on the 3 selected genes
and the results performed only on BBS1, BBS10 and IFT172 patient’s skin fibroblasts from literature
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SUPPLEMENTARY DATA

Automated cilia length analysis

Automated cilia length analysis was performed using a developed macro with the Fiji software (1).
Analysis was performed on a selection of images of a control and a patient with longer cilia. The
selected images were taken with the IncuCyte S3 (Sartorius) using the 20X objective. The same images
were analyzed manually using our standard procedure as described in (2). Statistical analysis was done
using GraphPad Prism software. p-values and significance were determined using a two-way ANOVA
test. ****: p <0.0001



Sonic Hedgehog

aPcR Westem Blot Reporter assay
Reference PMID, _ Model Gene Diagnostic Mutation OE/KD/KO,_ Proliferatior Ciliated cells Gu PTCHL KIF7 GPR161 Gu KIF7 GPR161 GliX8:GFP, | SMO translocatic= | PTCH1in KIE7in — GPRIGLIN | (.o toptasm barrier | CEMFOl€ Per Yocells >4 Cilia beating
- - - - - - > - - - - - i - |_axonent-| _dilia |~ | el |- | frequency

Loktev.Nachury.DevCell. 2008 19081074 RPE cells BBS1 Giliopathy NA KDSRNA  NA Less diliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer 8851 NA NA KDMO  NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' BBS1 NA CB8G>A (p.W23") KDMO +mut NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' BBS1 NA 1097 T>A (p.V366D) KDMO +mut NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' BBS1 NA 1510 1520deICACCTGCAGAA (p.HS04Hfs*48)  KDMO +mut NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kim Kramer-Zucker. PLOSOne.2013 24069149 Zebrafish anterior BBS1 NA NA KDMO  NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kim Kramer-Zucker. PLOSOne.2013 24069149 Zebrafish nasal pit BBS1 NA NA KDMO  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Reduced
Nozaki.Nakayama.PLOSOne. 2018 29590217 WTERT-RPELcells BBS1 NA unspecified CRISPR mutant Ko NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA More NA NA NA More  NA NA NA
Prasai.Huranova. JBC.2020 3275930 RPELcells BBS1 NA deletion A(65) + deletion ATTCGAAGTGGTTGGA (59 KO NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shah.Welsh.PNAS. 2007 18299575 Mice lungs BBS1 885 Bbs1 M3S0R/M3S0R Ko NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Reduced
Williams. Martens. Mol Therapy. 2017 28237838 Mice olfactory ser BBS1 NA Bbs10snkO Ko NA Less clia (OSN) Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Wang Liebel JC1.2021 33630762 IPSC derived neur 8851 BBS M390R hom o NA NA Nochange NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Wang Liebel JC1.2021 33630762 PSC derived neur 851 8BS M390R hom Ko NA NA Longer No activation No PTCHL ac NA NA NA NA NA NA Lessincilia (SHH)  NA NA NA NA NA NA NA NA
Yee Reiter.PLOSGenetics. 2015 26540106 Mice limb bud fibi BES1 NA Tetn1+/-Bbs1-/- o NA No change NA Less inductic No change  NA NA NA NA NA NA Less NA NA NA More  NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 19081074 RPE cells BBS2/RP74 Ciliopathy KDSIRNA  NA Less cliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Shah Welsh.PNAS. 2007 18299575 Mice lungs BBS2/RP74 8BS Bbs2-/- o NA NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Reduced
Husson.Ibraghimov.HumMolGenet.2020 32620959 Micekidney  BBSZ/RP7A4 8BS Bbs2: del exon 5-13 Ko NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kaushil WileyInterScience. 2009 18195025 Mice chondrocyte BBS2/RP74 8BS Bbs2-/- Ko NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prasai. Huranova. BC.2020 3275930 RPEIcells BBS2/RP; NA insertion A (72) + deletion CG (72-73) o NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 19081074 RPE cells BBS3/ARL6  Ciliopathy KDSIRNA  NA More ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Zhang PNAS.2011 2139371 MEFs BESY/ARLG 8BS Bbs3-/- o NA NA GUILless ex NA NA NA NA NA NA NA Lessincilia(SAG) NA NA NA NA NA NA NA NA
Cheryl . Wiens.TheloumnalOfBiologicalChemistry. 20207729 hTERT-RPEcells BBSY/ARLS BB NA oE NA Lessciliated cells No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cheryl . Wiens. ThelournalOfBiologicalChemistry. 20207729 hTERT-RPE cells ~ BBS3/ARLS 8BS pT3IR o NA More ciiated cells Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cheryl 1 Wiens.ThelournalOfBiologicalChemistry. 20207729 hTERT-RPEcells BBS3/ARL6 BBS p.a7L oF NA More ciiated cells Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 1074 RPE cells 4 Ciliopathy NA KDSIRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Mokrzan.Mykytyn.NephExpNeph.2007 17519557 Primary culture of B854 NA Bbsa-/- Ko NA NA Shorter D7/ Longer D1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prasai.Huranova. JBC.2020 3275930 RPELcells BBS4 NA deletion GC (19-20) hom o NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

ictor g 13 23716571 primary ce BBS4 8BS Bbsd-/- o NA Less iliated cells / No change Shorter /Longer with NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Agassandian.PLOS.2014 24695551 Mice amygdala B854 8BS Bbsd-/- Ko NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Agassandian.PLOS.2014 24695551 Mice hipocamppu BES4 8BS Bbsd-/- Ko NA Lessciliated cells Shorter CA1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Goetz.PLOS.2017 28291807 MEFs BBS4 MKs Bbsd-/- o NA No change No change Strong active NA NA NA NA NA NA NA Lessincilia (SAG) NA NA NA No transloc: NA NA NA NA
Agassandian.NeuroscienceandBehavioralPhysiolc 30193056 Mice brain BBS4 8BS Bbsd-/- o NA Less ciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Uytingeo.The company of Biologists.2019 30665891 Mice olfactory epi 8854 8BS Bbsd-/- o NA Less cliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shah.Welsh.PNAS. 2007 18299575 Mice lungs 8BS Bbsd-/- Ko NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Reduced
QingwenXu.ScientificReport.2015 26150102 hTERT-RPE-L 6854 NA NA KDSIRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 15081074 RPE cells BBSS Ciliopathy NA KDSRNA  NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' B85 NA NA KDMO  NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer 8855 NA 412057 (p.R138C) KDMO +mut NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde. 31506453 Zebrafish Kupffer' 8855 NA .538delT (p.F180Ffs*6) KDMO +mut NA NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' BBSS NA 551056 (p.N184S) KDMO +mut NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Bentley-Ford. HumMolGene.2021 560420 MEFs 8BS Bbss-/- o NA Nochange No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
QingwenXu.ScientificReport.2015 26150102 HTERT-RPEL  BBSS NA NA KDSIRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Brunbjer H 33572860 BBSS NA €214G>A, p.(Gly725er) hom NA Nochange Longer
Brunbjerg H 33572860 Patient fi - 58! NA 214654, p.(Gly725er) hom NA Less ciliated cells Longer
Brunbjer Hey.InternatinallournalOfViolecularSci 33572860 RPE1 cells BBSS NA BbsS-/- Ko NA Lessciliated cells No change
Brunbjerg Hey.InternatinallournalOfMolecularSci 33572860 PSC derived neur BBSS NA
Loktev.Nachury.DevCell 2008 19081074 RPE cells BBSG/MKKS  Ciliopathy NA KDSRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Patnaik May-Simeras.CellMolLifeSciences.2019 30446775 Mice RPEcells  BBSG/MKKS  NA Bbs6-/- Ko NA Lessciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Patnaik May-Simeras.CellMolLifeSciences.2019 30446775 hTERT-RPEL  BBSG/MKKS  NA NA KDSRNA  NA Lesscilated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' BBSG/MKKS  NA KDMO  NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Castro-Sanchez.Valverde.SciReports.2019 31506453 Zebrafish Kupffer' BBSE/MKKS  NA €123265C (p.G411A) KDMO +mut NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

p— 013 23716571 y primary ce BBSG/MKKS  BS Bbs6-/- Ko NA Lessciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Fath. HumanMolecularGenetics.2005 772095 Mice seminiferou BBS6/MKKS — MKS. Miks- o NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kaushil. WileyInterScience.2009 19195025 Mice chondrocyte BBS6/MKKS ~ BBS Bbs6/- o NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Rachel. 2204618 y BBSG/MKKS 8BS Mkks ko/ko o NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ross.NatureGenetics. 2005 16170314 Mice olfactory epi BBSG/MKKS  BBS Mkks-/- *o NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 15081074 RPE cells Ciliopathy KDSRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Prasai. Huranova. JBC.2020 3275930 RPEcells BBS7 NA deletion TTTAC (180-184) hom o NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
XueMel Elsevier.2014 24938409 Zebrafish Kupffer' 8857 NA KDMO  NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Blacque.Leroux. GenesDev. 2004 15231740 C.elegans ASER ne BBS7 NA 0sm-12(n1606) o NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 15081074 RPE cells BBS8/TTCS Ciliopathy N KDSRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA More splitted centri NA
Blacque.Leroux.GenesDev.2004 15231740 C.elegans ASER ne BBSS/TTCE 77 Ko NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Dilan.Ramamurthy. HumMol Genet.2018 29126234 Miceretina  BBS/TTCE Bbs8/- retina specific o NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Hsu.Sheffield. PLOSGenet. 2017 29049287 Mice retina photo BBSS/TTC8 Bbs8/- o NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
May-Simeras.Beales.DevBiol. 2010 20643117 Zebrafish Kupffer' B8S8/TTC8 NA KDMO  NA No change Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Patnaik May-Simeras.CellMolLifeSciences.2019 30446775 Mice RPEcells  BBSS/TTCS BbsE-/- o NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Patnaik May-Simeras.CellMolLifeSciences.2019 30446775 hTERT-RPEL  BBSS/TICS KDSIRNA  NA Less cliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prasai. Huranova. JBC.2020 3275930  RPEI cells BBSE/TTCE insertion A (107) hom o NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Veleri.pL0S.2012 2479622 IMCD3cells  BBSS/TICS KDShRNA  NA Lessciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
QingwenXu.ScientificReport. 2015 26150102 hTERT-RPE-L  BBSE/TTCE NA KDSIRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 15081074 RPE cells BBS9/PTHB1 NA KDSIRNA  NA Nochange NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Prasal. Huranova. JBC.2020 3275930  RPE1cells BBS9/PTHBI insertion T (40) + deletion CTACTATICT (32-41) KO NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Veleri.pLOS. 2012 22479622 Zebrafish Kupffer' BBS9/ PTHB1 NA KDMO  NA Lessciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Veleri.pL0S.2012 247922 IMCD3cells 8859/ PTHBL NA KDShRNA  NA Less ciliated cells Shorter N NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Barba Elsevier.2018 29674126 Patient P-CMSC ce BBS9/PTHBI  Nonsyndromic cranicNA KDSIRNA  NA More ciliated cells (standard r NA Gl less exg NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 19081074 RPE cells BBS10 Ciliopathy A KDSRNA  NA No change A NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Marion.InternationalSocietyofNephrology.2011 21270763 hRPTEC 88510 8BS NA KDSRNA  NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Stoetzel.Dollfus.NatGent.2006 16582908 Zebrafish embryo B8510 NA NA KOMO  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Barrell.Lui FrontMolNeuro.2019 31293383 hiPSC from patien 66510 8BS 285057 (p.Arg5Ser) + c.2118_2120del (p.Val707 ) NA NA More ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
BarrellLui FrontMolNeur.2019 31293383 hiPSC from patien BB510 8BS €989T>C (p.Val330Ala) +c.235dup (p.Thr79Asnfs 17NA NA Nochange NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Marion.Dollfus.PNAS. 2009 19190184 préadypocytes  BBSI0 885 NA KDRNAI  NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Hey.Moller.Ms.2021 33572860  Patient fibroblast BESI0 885 €271insT (p.Cys9115*95) hom NA Lessciliated cells Longer Noinductior NA NA NA NA NA NA NA Less NA NA NA NA NA NA NA NA
Hey.Moller.Ms.2021 33572860 Patient fibroblast 68510 8BS 271insT (p.Cys911595) hom NA Lessciliated cells Longer Noinductior NA NA NA NA NA NA NA Less NA NA NA NA NA NA NA NA
Hey.Moller.Ms. 2021 33572860 RPEL cells BBS10 NA KDSIRNA Lessciliated cells Shorter Less inductic NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Wang Liebel JC1.2021 33630762 1PSC derived neur BBSI0 8BS p.S303Rf5*3 hom NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Wang Liebel JC1.2021 33630762 1PSC derived neur BBSI0 BBS P.CO1Lf5*95 hom o NA NA Longer No activatio No PTCHL ex NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev. Nachury.DevCell.2008 15081074 RPE cells BBS1Y/TRIM32  Ciliopathy NA KDSRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Das.Tsang.PLOSGenet.2017 28498859 RPEL cells BBSIL/TRIM32  NA NA NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell. 2008 19081074 RPE cells 8512 Ciliopathy NA KDSRNA  NA More ciiated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA No change NA
Cui.Lo.DiseaseModelMechanisms.2011 2045211 Micekidney  BBSI/MKSI  NA s NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cui.Lo.DiseaseModelMechanisms.2011 21045211 MEFs BBSII/MKST  NA Mks1- o NA Less cliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Dawe.Johnson.HumMolGen.2007 1718538 IMCD3cells  BBSI3/MKSI  MKS NA KDSIRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Goetz.Anderson.PlosOne.2017 28201807 MEFs BBSII/MKST  NA Mks1 krc/krc o NA Less cliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Less IFT88+ BB Less KIF7+ cilNA NA NA NA NA
Goetz.Anderson.PlosOne.2017 28291807 Mice embryo neu BBSI3/MKST  NA Mks1 krc/krc o NA Less cliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Okazaki.Katoh. MBoC.2020 32726168 RPEcells BBSII/MKST  NA o NA Less ciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA No translocation (S£NA NA NA Noincilia ({NA NA NA NA
Slaats.Doherty./MedGenet. 2016 26490104  Patient fibroblast BBS1Y/MKSI  JBTS CAL765A (p.F88_E139del) + c.1208C5T (pSA03L)  NA NA Lessciliated cells Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Doherty.JMedGenet.2016 26490104 Patient fibroblast BBS13/MKS1 BT 115_1117eICCT (p.5372del) + 950> (p.G317E NA NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Doherty JMedGenet. 2016 26490104 Patient fibroblast BBS13/MKS1  JBTS 157dupG (p.DS3GFs*6) + C.625CT (pp218S)  NA NA No change Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Doherty.JVedGenet. 2016 26490104 3D spheroid cultu BBSI3/MKST  JBTS NA KDSIRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Doherty.JMedGenet.2016 26490104 3D spheroid cultu BBS1/MKSI  JBTS NA KDSIRNA + e NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Doherty.JMedGenet.2016 26430104 3D spheroid cultui BESI3/MKST  JBTS NA KDSIRNA +re NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Doherty JMedGenet. 2016 26490104 3D spheroid cultu BBS13/MKS1  JBTS NA KDSIRNA +re NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Wheway.Johnson.DevBiol 2013 23454480 MEFs BBSI/MKST  NA s Ko NA Lessciliated cells Shorter NA NoPTCH1 exNA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Wheway.Johnson.DevBiol.2013 23454480 IMCD3cells  BBSIY/MKSI  NA NA KDSIRNA  More proliferaLess ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Molinari, Scientific Reports, 2019 31346239 Patient fibroblast BBSI4/CEP250  JBTS 5658G>T hom NA Lessciliated cells Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Molinari, Scientific Reports, 2019 31346239 Patient fibroblast BBSI4/CEP290  IBTS 5658G>T het + NA NA Lessciliated cells Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Parftt, Cell Stem Cell, 2016 27151457 PatientiPSC deriv BBS14/CEP290  LCA €2991+1655A5G hom NA NA Lessciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Parftt, Cell Stem Cell, 2016 27151457 PatientiPSC deriv BBS14/CEP290  LCA 29914165545 hom NA NA No change (significant) o change (significant NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Parfitt, Cell Stem Cell, 2016 27151457 Patient fibroblast, B8514/CEP290  LCA 29914165545 hom NA NA Lessciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
May Simeras, Cell Reports, 2018 29298421 PatientiPSC  BBSI4/CEP290  IBTS €2495-2515 del/inATCT + c.5668 G>T NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA



Barny.HumanMolecular Genetics. 2018 29771326 Patient fibroblast BES14/CEP290  Retinal Dystrophy wic.508A>T hom NA NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Nochange  NA NA NA NA
LcA

Burnight.GeneTher.2014 24807808  Patient fibroblast BBS14/CEP290 299141655456 hom NA NA Less ciliated cells shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Burnight.GeneTher.2014. 24807808 Patient fibroblast BBS14/CEP290  LCA €.2991+1655A5G + Val247del 1gT NA NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Burnight.GeneTher.2014 24807808 Patient fibroblast BBS14/CEP290  LCA €.2991+1655A5G + Thr33 del2acAG NA NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Burnight.GeneTher.2014 24807808  Patient fibroblast BBS14/CEP290  LCA 299141655856 + C.6277delG NA NA Lessciliated cells shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Drivas JClininvest.2013 24051377 Mouse fibroblasts BBS14/CEP290  LCA Cep290rd16/rd16 mouse NA NA Less ciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Dulla, Cheetham, Nucleic Acid, 2018 30114557 Retinal organoids BBS14/CEP290  LCA €.2991+1655A>G hom NA NA Less ciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Garanto, Collin, Human Molecular Genetics, 2016 ~ 27106101 Patient fibroblast BBS14/CEP290  LCA 299141655456 hom NA NA Lessciliated cells shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Itoh.Brain&Development. 2018 29217415 Patient fibroblast BBS14/CEP290  Arimasyndrome  c.6012-12T>A hom NA NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Itoh.Brain&Development.2018 29217415 Patient fibroblast BBS14/CEP290  Arimasyndrome  c.1711+1G>A +C.6012-12T>A NA NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kilander.SciRep.2018 30478281 NIH3T3 cells trans! BES14/CEP290  ASD 1579705698 p.D664G OF NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA Nochange  Nochange NA NA NA NA NA NA
Kilander.SciRep.2018 30478281 NIH3T3 cells transi BBS14/CEP290  ASD 1561941020 p.R1746Q 3 NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA Less activation Less activation (SHH Less enrichmen NA NA NA Altered NA
Kilander.SciRep.2018 30478281 Patient derived iP BBS14/CEP290  ASD 1561941020 p.R1746Q NA NA Less ciliated cells shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Altered NA
Mookherjee.CellReports. 2018 30332642 MEFsmouse  BBSI4/CEP290  LCA Cep290rd16/rd16,Nrl-/- mouse [ NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Rachel. HumMolGen.2015 25859007 Ventricular epend BBS14/CEP290  NA Cep290ko/ko mouse (not rd16) Ko NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

2012 22446187 iary BBSI4/CEP290  BBS Cep290rd16/rd16 mouse Ko NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ramsbottom. PNAS.2018 30446612 PatienthURECs ~ BBSI4/CEP290  JBTS €.566865T p.G1890* NA NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shimada.CellReports.2017 28700940 Patient derived iP BBS14/CEP290  LCA C.2991+1655A5G p.C998" +.5668G>T p.G1890*  NA NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shimada.CellReports.2017 28700940 Patient derived iP BBS14/CEP290  LCA C2991+1655A5G p.C998" +C.5668G>Tp.G1890*  NA NA No change No change. NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shimada.CellReports.2017 28700940 Patient derived iP BBS14/CEP290  LCA €.2991+1655A5G p.C998* hom NA NA No change No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shimada.CellReports.2017 28700940 Patient derived iP BBS14/CEP290  JBTS .4882C5T p.G1628* + C.6072C>A p.T2024* NA NA Lessciliated cells Longer No GLiTactivNo PTCH1 in NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Less (SAG) NA NA
Shimada.CellReports.2017 28700940 Patient derived iP BBS14/CEP290  JBTS €.5668G>T p.G1890* +c2495_2512dkelln ATCT NA NA Less ciliated cells Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Shimada.CellReports 2017 28700040 Patient derived iP BBS14/CEP290  JBTS €.5668G>T p.G1890* + Deletion of 351bp in exon38- NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Stowe.MolBiolCell.2012 22767577 hTERT-RPEL  BBSI4/CEP290  NA NA KDRNAi  NA A NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Zhang HumanGeneTherapy.2018 28679290 MEFsmouse  BBSI4/CEP290  LCA Cep290rd16/rd16;Nrl-/- mouse Ko NA shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cui.Lo.PLOSBI0.2013 24302887 MEFsmouse  BBSIS/WDPCP  NA Wdpcp Cysd0 [ NA A NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cul.Lo.PLOSBI0.2013 24302887 Mouse kidney  BBSIS/WDPCP  NA Wdpcp Cysd0 Ko NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cui.Lo.PLOSBI0.2013 24302887 Embryon de sourit BBSIS/WDPCP  NA Wdpcp Cysd0 ko NA NA NA NA NA NA NA Reduced GLI3R NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Airik.Hildebrandt PLOSOne 2016 2724062 MEFsmouse  BBSI6/SDCCAGS NPHP Sdccag8 gt/gt Ko NA Less ciliated cells Shorter Gli1less expNA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Airik Hildebrandt PLOSOne 2016 2724062 hTERT-RPE1L  BBSI6/SDCCAGS NPHP NA KDSRNA  NA Less ciliated cells shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Flynn.Derek.HumMolGen.2019 31868218 hTERT-RPEL ifi Ko NA Less ciliated cells Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA Less ciliated cells w NA NA NA NA NA NA
Flynn.Derek HumMolGen.2019 31868218 SHSYSY BBS16/SDCCAGS  Neurodeveloppeme unspecified CRISPR mutant Ko NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Eguether.Pazour.MolBioCell 2018 29540531 NIH/3T3 BBSI7/LZTFLL  NA latfl1-/- [ NA NA NA Gli1less exg NA NA NA No change (SmiNA NA NA NA NA NA More NA NA NA
Wei.Liu.JMCB.2018 30423168 MEFsmouse  BBSI7/LZTFLI  BBS/Obesity latfl1-/- Ko NA NA Longer GLi1less expLess PTCH12NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Jiang Natarajan.JGenetGen. 2016 27312011 Mouseretina  BBSI7/LZTFLL  BBS latfl1-/- Ko NA NA Thickeraxoneme  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Loktev.Nachury.DevCell.2008 19081074 RPEcells BBS18/BBIP1  Ciliopathy NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prasai Huranova.JBC.2020 3275930  RPE1cells BBSIS/BBIPT  NA deletionAGTCAATGTTCCGGGA (80-95) + deletionAGKO NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Eguether.Pazour.DevCell 2014 25046516 MEFs BBSIS/IFT27  NA ift27-/- Ko NA No change Longer GLi1less actiNA NA NA Less GLi1activa NA NA NA More SMOincilia  No PTCHIin ciliNA NA NA NA NA
Eguether.Pazour.MolBioCell 2018 29540531 MEFs BBSIO/IFTZ7  NA ift27-/- Ko NA NA NA GLI1less expressed and no activation (SAG) No GLi2and GLINA NA NA NA NA NA More NA NA NA
Yang.Chen.Development. 2015 26023097 Mice skin BBSIO/IFT27  NA Ko NA No change No change NoGLI1 lessNoPTCH1  NA NA No GLi1 activati NA NA NA SMO in cilia withou! NA NA NA NA NA NA
Bujakowska.Pierce. HumMol Gen. 25168386 mIMCD3cells  BBS20/IFT172  BBS CAT01CA (p.H1567Q) OEVSWT  NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Bujakowska Pierce. HumMolGen. 2516838 mIMCD3cells  BBS20//FT172  BBS <4815T>G (p.D1605E) OEVSWT  NA shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Friedland-Little. Moskowitz HumMolGen.2011 21653639 ibroblast  BBS20/IFT172 NA ift172ave/avel [ NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Friedland-Little.Moskowitz. HumMolGen.2011 21653639 Mice fibroblast  BBS20/IFT172  NA ift172 avcl/wim Ko NA Less ciliated cells shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Goetz Anderson. PLOSOne. 2016 28291807 MEFs BBS20/IFTI72 NA ift172 ave1/avel [ NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Nochange  Nochange NA NA NA
Gorivodsky. Westphal.DevBiol.2009 18930042 Mice neuroepithe B8S20//FT172  NA ift1725lb Ko NA NA Shorter NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Halbritter.Hildebrandt AJHG.2013 24140113 Patient fibroblast BBS20/IFT172 I 1390_1395del GATATT (p.Asp464_lle65del) + .51 NA NA No change Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Halbritter.Hildebrandt AJHG 2013 24140113 Patient fibroblast BBS20/IFT172  JBTS €.4630C>T (p.Arg1544Cys) hom NA NA No change Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Halbritter.Hildebrandt AJHG.2013 24140113 Patient fibroblast BBS20/IFT172  JBTS .432delA (p.Lys144Asnfs*1) + c4161G>A (p.Arg138i NA NA No change Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ma.Tai.JMH.2020 32399704 Mesenchymal Stei BBS20/IFT172  NA NA KDSIRNA  More proliferaLess ciliated cells shorter Notsure  Notsure  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Pollock Anand-Apte PLOSONe. 2020 32735563 Zebrafish hyaloid BBS20/IFT172_ NA ift172 hi2211/moe [ NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Luo.Cao.GenetMed. 2021 33531668 Patient fibroblast BBS22/IFT74  JBTS .92delT (p.L31Hf5*25) +.535CG (p.Q179E) NA No change (delayed? cf S5 5h) Longer Less GLIL upi Less upregul NA NA NA NA NA NA No change NA NA NA NA NA NA
Luo.Cao.GenetMed. 2021 33531668 Patient fibroblast BBS22/IFT74  JBTS €.306-24A5G(p. 103_135del) + ¢.535CG (p.Q179E)  NA No change (delayed? cf S5 5h) Longer Less GLIT upi No change (<NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA More (SAG) NA NA
Luo.Cao.GenetMed. 2021 33531668 Patient fibroblast BBS22/IFT74  JBTS C85C5T (p.R29*) +¢.535CG (p.Q179E) NA No change (delayed? cf S5 5h) Longer Less GLI1 upt No change (<NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Luo.Cao.GenetMed.2021 33531668 _Zebrafih BBS22/IFT74___JBTS 535056 (p.Q179E) KD Morpholino ift + rescue QLess ciliated cells No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
WormserBirk EJHG.2019 30723319 NIH/3T3 BBS24/SCAPER  BBS .2806delC; p.(L936*) OF NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
WormserBirk E1HG.2019 30723319 Patient fibroblast BBS24/SCAPER  BBS 2806deC; p.(L936*) NA NA NA Longer NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Tanos.Tsou.GenesDev.2013 2338840 hTERT-RPE1  SCLTI NA NA KDSRNA  NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Li.Yang. HumMolGenet. 2017 28486600 Micekidney ~ SCLTL PKD sclt1-/- Ko More proliferaNo ciliated cells (nograph) ~ NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Bernatik Cajanek. MBoC. 2019 32129703 WTERT-RPE1  CEPI64/NPHPIS NA N-term of CEP164 3 NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Lessin centroscNA NA NA NA
Bernatik Cajanek.MBoC. 2019 32129703 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA N-Aterm of CEP164 OF NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Lessin centroscNA NA NA NA
Bernatik Cajanek.MBoC.2019 32129703 hTERT-RPEL CEPI64/NPHPIS NA Mpart of CEP164 OF NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA In centrosome NA NA NA NA
Chen.Wang.CellDeathDiff. 2020 33462400 WTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kobayashi.Itoh. FrontCellDevBiol. 2020 33251215 Pancl cell CEP164/NPHP15  Pancreatic ductal ad¢CRISPR mutant (3 alleles: 1=del 1bp; 2=ins101bp; More proliferaLess ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Airik Hildebrandt Kidneylnt. 2020 31248650 Mice kidney proxi CEP164/NPHP1S NA NA NA NA No change/ No ciliated cells (I NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Kasahara.Inagaki.NatCom. 2018 29472535 WTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
siller.Takemaru.PLOSGenet.2017 29244804 MEFs CEP164/NPHP1S PCD NA Ko NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Siller.Takemaru.PLOSGenet.2017 29244804 Mice brain subver CEP164/NPHP1S PCD NA Conditionnal NA Lesscilia NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Siller.Takemaru. PLOSGenet.2017 29244804 Mice oviduct epitt CEP164/NPHP15  PCD NA Conditionnal NA Lessilia NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Siller.Takemaru.PLOSGenet.2017 29244804 MTECS CEPI64/NPHP1S PCD NA Conditionnal NA Less multiciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Daly.Morrison.JC5.2016 26966185 HTERT-RPEL CEF 5 NA 1-2bp del Ko NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Giles.PLOSGenet. 2014 25340510 IMCD3 cells CEP164/NPHP1S NA NA KDSIRNA  Less proliferat NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Slaats.Giles.PLOSGenet. 2014 25340510 RPE CEPI64/NPHPIS NA NA KDSIRNA  Less proliferat Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Oda.Mizuno.GenesToCells. 2014 25297623 WTERT-RPEL CEPI64/NPHPIS NA CEP164N 3 NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Oda.Mizuno.GenesToCells.2014 25297623 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA pY2A 3 NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cajanek.Nigg PNAS.2014 24982133 hTERT-RPEL CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cajanek.Nigg. PNAS.2014. 24982133 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164ull length 3 NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cajanek.Nigg PNAS.2014 20982133 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164N term OF NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cajanek.Nigg PNAS.2014 24982133 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164 M part OF NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cajanek.Nigg. PNAS.2014. 24982133 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164Cterm 3 NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Schmidt.Pereira.JCB.2012 23253480 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164full length OF NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Schmidt Pereira.JCB.2012 2353480 HTERT-RPEL CEPI64/NPHPIS NA CEPI64N term OF NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Schmidt.Pereira.CB.2012 2325380 WTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164 M part 3 NA No change NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Schmidt.Pereira.CB.2012 23253480 HTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA CEP164 Cterm OF NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Schmidt.Pereira.CB.2012 23253480 WTERT-RPE1  CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Less in centroscNA NA NA NA
Humbert.Seo PNAS.2012 23150559 hTERT-RPEL CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Chaki.Hildebrandt.Cell.2012 22863007 IMCD3 cells CEPI64/NPHP1S NA NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Graser.Nigg.JBC.2007 17954613 hTERT-RPEL CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA Less ciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Pejskova.Cajanek.JCB. 2019 32348067 hTERT-RPEL  CEPI64/NPHPIS NA NA KDSRNA  NA Lessciliated cells NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Supplementary Table S1. Primary data from the literature search. ASD: Autism spectrum disorder, BBS: Bardet-Biedl syndrome, JBTS: Joubert syndrome, NPHP:
Nephronopthisis, OE: Overexpression PCD: Primary cilia dyskinesia, PKD: Polycystic kidney disease.



Gene names (HGNC) #references  #selected

BBS1 203 7
BBS2/RP74 142 2
BBS3/ARL6 98 2
BBS4 138 6
BBS5 60 3
BBS6/MKKS 245 5
BBS7 62 2
BBS8/TTC8 72 5
BBS9/PTHB1 68 2
BBS10 68 3
BBS11/TRIM32 185 1
BBS12 45 0
BBS13/MKS1 116 6
BBS14/CEP290 303 17
BBS15/WDPCP 23 1
BBS16/SDCCAGS 47 2
BBS17/LZTFL1 37 2
BBS18/BBIP1 13 1
BBS19/IFT27 36 3
BBS20/IFT172 61 7
BBS21/C80ORF37 16 0
BBS22/IFT74 33 1
BBS23/CEP19 9 0
BBS24/SCAPER 22 1
BBS25/SCLT1 20 3
BBS26/CEP164 55 15
Total 2177 97

Supplementary Table S2. Reference counts (total and selected) for each BBS gene during the
literature search



Name Date of puncture Sex Passage number
ctrll 09/02/2017 (39 years) M P8
ctrl2 12/04/2007 (53 years) F P14
ctri3 12/04/2007 (30 years) F P11
ctrl4 05/04/2016 (37 years) F P9
ctrl5 21/04/2010 (68 years) F P6
BBS1(1) 10/03/2021 (32 years) M P3
BBS1(2) 06/01/2021 (68 years) F P4
BBS1(3) 05/01/2022 (37 years) M P4
BBS1(4) 12/2012 (38 years) M P5
BBS10(1) 20/01/2021 (10 years) F P4
BBS10(2) 15/11/2021 (36 years) F P4
BBS10(3) 19/11/2021 (28 years) F P5
BBS10(4) 04/08/2021 (28 years) F P7
IFT172(1) 08/06/2021 (39 years) F P4
IFT172(2) 06/04/2021 (5 years) M P4

Supplementary Table S3. List of skin derived fibroblasts cell lines.




Family Name cDNA Protein Variant type Phenotype Reference
X.29 BBS1(1) c.[479G>A];[479G>A] p.[R160Q];[R160Q] Frameshift due to splice effect RP, Ob, brachydactyly, slow ideation (3,4)
XVIIl.24 | BBS1(2) ¢.[1169T>G];[1169T>G] p.[M390R];[M390R] Missense RP, Ob, P, Re (5)
XX.2 BBS1(3) c.[1169T>G];[1169T>G] p.[M390R];[M390R] Missense RP, Ob, P, ID, learning difficulties (5)
XX.6 BBS1(4) c.[1169T>G];[insSVA] p.[M390R];[SVA_F] Missense/Retrotransposon insertion RP, P, learning disability, slow ideation (6)
XX1.18 | BBS10(1) c.[271dup];[271dup] p.[CO1Lfs*5];[CO1Lfs*5] Frameshift Ob, PAP, motor delay, Re (7)
XI.10 BBS10(2) c.[271dup];[271dup] p.[C91Lfs*5];[CI1Lfs*5] Frameshift RP, Ob, P, language delay, cardiac anomaly (7)
X.17 | BBS10(3) ¢.[145C>T];[145C>T] p.[RASW];[RAOW] Missense RP’S m\f’i(;'Z;'tie;:?;”tfigl'Sszk;'t':;Zsé;::fl;igﬁ:siay’ @)
XXI1.10 | BBS10(4) ¢.[145C>T];[271dup] p.[R49W];[CI1Lfs*5] Missense/Frameshift RP, PAP, slow ideation, Re, scoliosis (7)
XXIX.19 | IFT172(1) c.[1091del];[5179T>C] p.[G364Efs*19];[C1727R] Frameshift/missense RP, Ob, brachydactyly, delayed acquisition, Re This study
XXX.13 | IFT172(2) | c.[281_287delinsT];[3951+180A>G] | p.[(L94_G96delinslle))];[K1317_A1318ins10*] Indel/splice RP, Ob, PAP, delayed acquisition, micropenis This study

Supplementary Table S4. Phenotypic and variants information for the patients. Reference sequence: BBS1: NM_024649.4, BBS10: NM_024685.3, IFT172:
NM_015662.2. RP: retinitis pigmentosa, Ob: obesity, P: polydactyly, PAP: Post axial polydactyly, ID: intellectual disability, Re: Renal anomalies




Antibody Species | Dilution | Reference

Anti-ARL13B Mouse |1/500 |Sc-515784, Santa cruz biotechnology

Anti-yTUBULIN Rabbit |1/500 |PA5-34815, Invitrogen

Anti-mouse (Alexa Fluor™ 488) secondary | Goat 1/1000 |[A11001, Invitrogen

Anti-rabbit (Alexa Fluor™ 594) secondary | Donkey | 1/1000 |A21207, Invitrogen

Supplementary Table S5. List of antibodies used for immunofluorescence in this study.

Application Ge(:IeG?l:;r;"le Exon Forward (5'-3') Reverse (5'-3) Size
GLI1 7to9 CTGCAGCCAGGAATTTGACT CGAGGCGTGAGTATGACTTCC 224bp
cDNA PTCH1 2-3t0 3 | GTGGAAGTTGGAGGACGAGT AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154bp
GAPDH 4-5t06 | GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197bp

Supplementary Table S6. List of primers used in this study.
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Supplementary Figure S1. Distribution of the experiments according to the species (A), the tissue (B)
and the mutation technique (C). KD: knockdown, KO: knockout, MO: morpholino, NA: not available,
OE: overexpression,
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Supplementary Figure S2. Automated primary cilia length analysis. Comparison of cilia length
analyzed manually and automatically with a macro developed using the Fiji software. Selected images
of one control and one patient with longer cilia were taken with the IncuCyte S3 using the 20X
objective. p-values and significance were determined using a two-way ANOVA test (*: p < 0.1, ****: p
<0.0001)

SUPPLEMENTARY REFERENCES

1. Schindelin J, Arganda-Carreras |, Frise E, Kaynig V, Longair M, Pietzsch T, et al. Fiji: an open-source
platform for biological-image analysis. Nat Methods. juill 2012;9(7):676-82.

2. Karam A, Delvallée C, Estrada-Cuzcano A, Geoffroy V, Lamouche JB, Leuvrey AS, et al. WGS Revealed
Novel BBS5 Pathogenic Variants, Missed by WES, Causing Ciliary Structure and Function Defects. Int
J Mol Sci. janv 2023;24(10):8729.

3. Redin C, Le Gras S, Mhamdi O, Geoffroy V, Stoetzel C, Vincent MC, et al. Targeted high-throughput
sequencing for diagnosis of genetically heterogeneous diseases: efficient mutation detection in
Bardet-Bied| and Alstrom syndromes. ] Med Genet. ao(t 2012;49(8):502-12.

4. Schmid F, Glaus E, Barthelmes D, Fliegauf M, Gaspar H, Niirnberg G, et al. U1 snRNA-mediated gene
therapeutic correction of splice defects caused by an exceptionally mild BBS mutation. Hum Mutat.
juill 2011;32(7):815-24.

5. Mykytyn K, Nishimura DY, Searby CC, Shastri M, Yen H jan, Beck JS, et al. Identification of the gene
(BBS1) most commonly involved in Bardet-Biedl syndrome, a complex human obesity syndrome.
Nat Genet. ao(t 2002;31(4):435-8.

6. Delvallée C, Nicaise S, Antin M, Leuvrey AS, Nourisson E, Leitch CC, et al. A BBS1 SVA F
retrotransposon insertion is a frequent cause of Bardet-Biedl syndrome. Clin Genet. févr
2021;99(2):318-24.

7. Stoetzel C, Laurier V, Davis EE, Muller J, Rix S, Badano JL, et al. BBS10 encodes a vertebrate-specific
chaperonin-like protein and is a major BBS locus. Nat Genet. mai 2006;38(5):521-4.






IV.

Projet 3 : Application de la « boite a outil

ciliopathie » pour valider des variants de
genes responsables de maladies
génétiques rares avec une atteinte du cil

primaire.






Le projet portant sur PIK3C2A






IV. Projet 3

l. Introduction

A. La famille des PI3K
La famille des PI3K

Les phosphoinositides 3-kinases (PI3K) sont une famille conservée de lipides kinases
découvertes au début des années 1980, dont la composition (en modules fonctionnels) et la
structure tridimensionnelle ne sont résolues que depuis une quinzaine d’années. Les PI3K font
partie d'un réseau plus large de kinases et de phosphatases qui sont exprimées de maniére
abondante et qui jouent un réle important au cours du développement de |'organisme
(Mountford et al., 2015). En général, les complexes catalysent la phosphorylation des
phosphatidylinositol (Pl) (des phospholipides membranaires) sur la position 3 du groupement
inositol permettant ainsi la formation de seconds messagers impliqués dans une variété de
voies de signalisation (Boukhalfa et al., 2020).

L’étude de ces PI3K présente un grand intérét car leurs produits lipidiques jouent un role clé
dans la signalisation intracellulaire qui controle de nombreux processus telles que la
prolifération cellulaire, la différenciation, I'apoptose, I'organisation du cytosquelette et le
trafic membranaire. Par contre, la dérégulation des voies de signalisation dépendantes de ces
kinases est impliquée dans un large spectre de pathologies telles que le cancer, le diabete, les
maladies inflammatoires, les maladies métaboliques et les maladies cardiovasculaires. Malgré
leur homologie de structure et la production commune de certains 3-phosphoinositides,
chacune des isoformes présente des fonctions spécifiques et non redondantes qui ont pu étre
déterminées suite a la génération de modeles de souris déficientes pour chacune de ces
kinases (souris KO) ou déficientes pour leur activité kinase elle-méme (souris kinase-dead ou
knock-in) (Lupieri et al., 2015).

La famille PI3K comprend 8 isoformes hautement conservées au cours de I’évolution réparties
en trois classes | (A et B), Il (a, B et y) et lll en fonction de leur structure protéique, leur
spécificité de substrat lipidique et leur mode de régulation. (Vanhaesebroeck et al., 2010)
(Figure 40). En général, ces enzymes réalisent 3 réactions différentes et transforment le Pl
(PtdIns) en PI(3)P, le PI(4)P en PI(3,4)P2 et le PI(4,5)P2 en PI(3,4,5)P3. Chaque classe possede
des substrats préférentiels et cela est d{i a la spécificité structurale de la cavité catalytique de
chaque classe de PI3K (Djordjevic and Driscoll, 2002). La classe | et lll fonctionnent comme des
hétérodimeéres associant une sous-unité catalytique et une sous-unité régulatrice/adaptatrice,
alors que les PI3K de classe Il fonctionnent de facon différente avec des monomeres.

Parmi les différents phosphoinositides phosphorylés, PI3P est le seul produit qui peut étre
généré directement ou indirectement par toutes les classes de PI3K in vivo (Jean and Kiger,
2012). Par exemple, les PI3K de classe | produisent des PI(3,4,5)P3 qui peuvent étre convertis
en PI3P par des phosphatases agissant sur les vésicules endocytaires (Shin et al., 2005).
L'unique isoforme de la classe Ill, VPS34, est responsable d'une fraction majeure du PI3P
produit sur les vésicules endocytaires, ou il contréle la génération d'autophagosomes (Backer,
2008) ainsi que l'ancrage et la fusion des endosomes (Christoforidis et al., 1999). Les PI3K de
classe Il produisent également du PI3P, d’'une fagon spécifique ils controlent cette production
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dans le compartiment de recyclage endocytaire (ERC) a la base du cil primaire. Ils sont
impliquées dans le trafic intracellulaire des membranes, I'endocytose, I'exocytose (Falasca and
Maffucci, 2012) et I'autophagie (Devereaux et al., 2013).

Chez la drosophile, le seul homologue de classe Il, Pi3k68D, est nécessaire pour le tri
endosomal du compartiment endocytaire vers la membrane plasmique, probablement via la
régulation des niveaux de PI3P (Jean et al., 2012).

A. mLipides kinases (famille PIK)
PI3K Pl14K PI5K
: I : ,
lCIasse 1 Flasse n
| Classe A | clsseis | | piskcaa || pkezp || Piskcay |

!pllOa IpllOB [P1105 [ p110y

pPlivw, p,O

B. Ras c2 ¥ Hélice ;{Bomuine cutnlytiqli;ril—
Classe IA — - e

pll0Yy

Classets o5 _H( €2 J{ Hétice {{Domaine catalytique)—

PI3KC2 o, B, ¥
Classe II Ras 4 c2 };_Hellcg -'2\_‘99mmne cutalythqg/j{ PX )‘1 c2 ’-
VPS34
Classe Il —(m Hélice j-k‘.':[;:)muine cutqutiq:e:'.-

Figure 40 : La famille des PI3K. A. Représentation des différentes classes de la famille des lipides
kinases PIK (adapté de Elmenier et al. 2019). B. Les trois classes de PI3K chez les mammiféres.
Représentation des domaines catalytiques et des domaines d’interaction protéiques ou lipidiques. p85
: sous-unité régulatrice p85, Ras : domaine de liaison a la protéine Ras, C2 : domaine de liaison aux
phospholipides, PX : domaine phox (adapté de Viaud et al. 2015).

> Les trois classes sont les suivants :

1. Les PI3K de classe |
Cette classe est la plus étudiée et se compose de 4 isoformes. PI3Ka et la PI3KB présentent un

profil d’expression ubiquitaire, alors que les isoformes PI3Ké et PI3Ky sont majoritairement
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exprimées dans les cellules hématopoiétiques. Elles sont divisées en deux sous classes |IA et IB
en fonctions de leur mode de régulation.

e Laclasse IA est composée des 3 isoformes PI3Ka, PI3K[ et PI3K& composée d’une sous-
unité catalytique p110 (110kDa) (p110a, pl110B et p1108) codées par 3 génes
différents associés a une sous-unité régulatrice/adaptatrice générées par expression
et épissages alternatifs de trois genes différents appelés p85a (qui génere par épissage
alternatif les protéines p85a, p55a et p50a), p85P et p5586.

e La classe IB est composée d’une seule isoforme : PI3Ky formée d’une sous unité
catalytique p110y associée a une sous-unité régulatrice p101 ou p84/p87 (Fougerat et
al., 2009).

Les sous-unités catalytiques p110 des différentes isoformes de classe | présentent un domaine
commun de liaison a la sous-unité régulatrice en N-terminal ABD (Adaptator Binding Domain),
un domaine de liaison a Ras (RBD, Ras Binding Domain), un domaine C2 de liaison aux
membranes, un domaine hélicoidal a la fonction inconnue et un domaine d’activité catalytique
qui présente une similitude avec le domaine catalytique des protéines kinases (Scheeff and
Bourne, 2005).

2. Les PI3K de classe Il

Ce sont des protéines de 170kDa composées de trois isoformes codées par des génes
différents : la PI3KClla, la PI3KCIIB et la PI3KClly. La PI3KClla et la PI3KCIIB présentent un profil
d’expression ubiquitaire, tandis que |'expression de la PI3KClly semble étre limitée aux glandes
exocrines telles que le foie, le pancréas, le rein, le sein et les glandes salivaires. le spécifique
de cette classe de kinase esg la présence d’un domaine C2 a 'extrémité C-terminale (Figure
40B) qui a la particularité de ne pas posséder les résidus aspartate qui coordonnent la liaison
au Ca?* des domaines C2 classiquement dépendant de cet ion (Newton, 1995). La classe Il de
P13K peut ainsi lier in vitro les lipides indépendamment de la présence de Ca?* (Arcaro et al.,
2000). La grande région N-terminale contient un domaine de liaison a Ras (petite GTPases,
joue un réle dans la transmission du signal) en commun avec les isoformes de classe |. Cette
classe de PI3K a aussi la particularité de posséder un domaine PX qui lie le PI(4,5)P2 in vitro.
De facon plus spécifique, la PI3KClla présente une extension qui facilite sa liaison a la clathrine
(protéine structurelle constituant I'enveloppe de certains vésicules) tandis que celle de
I'isoforme PI3KCIIB présente un domaine riche en proline capable de lier l'intersectine
(protéine qui permet la liaison avec le cytosquelette d’actine) (Aung et al., 2019; Das et al.,
2007; Gaidarov et al., 2005; Heng and Maffucci, 2022).
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Figure 41 : Structure des isoformes de PI3K classe Il. La classe Il des PI3K est composé de 3 isoformes
a, B et y. Les monomeres de PI3K de classe Il ne nécessitent pas de sous-unité régulatrice pour exercer

TS I

en position N-terminale, mais possedent toutes les 3 un domaine RBD, 2 domaines C2, un domaine
hélicoidal, un domaine d’activité kinase et un domaine PX. Le pourcentage d’identité de séquence est
de 50% entre la PI3KClla /PI3KCIIB et de 35% entre la PI3KCI o /PI13KClly. P : Proline, RBD : Ras Binding
Domain, C2 : domaine de liaison aux phospholipides, PX : Phox domain.

3. Les PI3K de classe llI
Cette classe est composée d’une unique isoforme, VPS34 (Vacuolar Protein Sorting 34) qui

présente un profil d’expression ubiquitaire. Sa structure se compose d’'un domaine catalytique,
d’un domaine en super hélice et d’'un domaine C2. Son recrutement et son activation
nécessitent son association avec une protéine sérine-thréonine kinase découverte chez la
levure p150 (150KDa) ou VPS15 appelée aussi PIK3R4 (sous unité régulatrice n°4 de la
phosphatidyl-insotiol 3 kinase). Le complexe VPS15-VPS34 joue un rble important dans
I'autophagie et dans le transport des vacuoles cytoplasmiques (Backer, 2016; Pampliega et al.,
2013). Une étude réalisée au laboratoire en 2016 rapporte pour la premiere fois un réle inédit
de VPS15 dans le fonctionnement du cil primaire. Un variants pathogene a été identifié dans
ce gene a |'état homozygote chez une patiente qui présentent un phénotype typique de
ciliopathie. Les expériences réalisées dans le but de comprendre le role de VPS15 dans le cil
ont permis de mettre en évidence la localisation de VPS15 dans le cis golgi ou il interagit avec
GM130 (une protéine marqueur du cis golgi) pour former un complexe. Ce complexe semble
interagir avec IFT120 au niveau du cis golgi permettant son chargement dans les vésicules
contenant des protéines ciliaires qui transitent depuis le cis golgi ver le cil le long des
microtubules. L'implication de VPS15 dans le fonctionnement du cil primaire serait donc
associé a un mécanisme IFT20 dépendant (Stoetzel et al., 2016).

B. Les pathologies associées au défaut du métabolisme des Pl

Les dysfonctionnements ou les mutations dans les PI3K (phosphoinositide 3-kinase) sont
associés a un certain nombre de maladies, notamment des cancers et des maladies génétiques
rares. Les défauts du métabolisme des Pl peuvent affecter un large éventail de systémes
organiques et entrainer des troubles neuromusculaires, squelettiques, rénaux, de la croissance
oculaire et immunitaires, entre autres. Les défauts du métabolisme des Pl conduisent a
d'autres syndromes tels que le syndrome de Lowe (un trouble lié a I'X) et le syndrome de
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Joubert, qui sont causés par des mutations dans l'inositol polyphosphate 5-phosphatases
OCRL et INPP5E, respectivement. Les symptomes du syndrome de Lowe comprennent la
déficience intellectuelle, la cataracte et l'insuffisance rénale (Prosseda et al., 2017). Le
phénotype associé aux variants pathogenes de I'[NPP5E est trés différent et comprend I'hypo-
dysplasie du vermis cérébelleux, le colobome, I'hypotonie, I'ataxie et la dysrégulation
respiratoire néonatale (Radha Rama Devi et al., 2020; Travaglini et al., 2013). Il a été démontré
qgue I'OCRL joue un réle dans la maintenance des cils et que le syndrome de Lowe implique un
dysfonctionnement ciliaire (Luo et al., 2012). Comme d’autres exemples, des variants dans
PIK3CA (classe | des PI3K) ont été trouvés chez des patients atteints de syndromes de
surcroissance tels que le syndrome de CLOVES et le syndrome PROS (PIK3CA-related
overgrowth spectrum). Ces syndromes se caractérisent par une croissance disproportionnée
globale ou associée a d'autres anomalies, notamment des malformations vasculaires et des
troubles neurologiques et/ou viscéraux. Ces anomalies sont liées a une activation anormale
de la voie PI3K-AKT-mTOR causée par une mutation activatrice en mosaique du géne PIK3CA
(Keppler-Noreuil et al., 2015; Martinez-Lopez et al., 2017; Venot et al., 2018). En outre,
certaines études ont suggéré un réle potentiel de PI3K dans certains types de cancer, tels que
le cancer du sein et le carcinome hépatocellulaire, et que la voie PI3K pourrait étre une cible
pour le traitement du cancer (Miricescu et al., 2021; Mishra et al., 2021). Il a été rapporté que
les variants dans PIK3CD ont été associées a une immunodéficience dominante appelée le
syndrome PI3K-delta activé (APDS, activated PI3K-delta syndrome) (Jamee et al., 2020). Les
syndromes décrits ci-dessus ne sont que quelques exemples du large spectre des anomalies
causées par un trouble du métabolisme des PI. Il est intéressant de noter qu'ils présentent une
diversité de manifestations phénotypiques, soulignant le fait qu'il n'y a pas de redondance
fonctionnelle entre les genes connus pour réguler la méme transformation enzymatique des
PI.

Dans ce projet je me suis intéressé a la classe Il des PI3K et plus précisément a PIK3C2A. Par la
suite je vais développer la fonction de cette protéine au niveau cellulaire et précisément au
niveau du cil primaire, ainsi que le syndrome dans lequel elle est impliquée.

C. PIK3C2A/PIK3C2a

PIK3C2A ou PIK3C2a (Phosphatidylinositol-4-Phosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Type 2
Alpha) est une isoforme de la classe Il des PI3K. Le géne PIK3C2A (NM_011083.2), situé sur le
chromosome 11 (11p15.1) contient 35 exons et code pour une protéine de 1686 AA (190KDa)
(NP_035213.2). Cette protéine présente une expression ubiquitaire * et une structure comme
décrite ci-dessus (dans la partie les PI3K de classe Il). Les fonctions des PI3K de classe Il sont
moins bien comprises que celles des PI3K de classe | et de classe Ill. Les PI3K de classe Il sont
impliquées dans une multitude de processus différents et leur fonction spécifique dans la
cellule n’est pas encore complétement comprise. Cependant, des études génétiques et
biochimiques récentes ont mis en évidence les réles non redondants de I'isoforme a des PI3K
de classe Il (Lo et al., 2022).
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Ces études montrent que PIK3C2A catalyse la phosphorylation du phosphatidylinositol (PI) et
du PI(4)P en PI(3)P et PI(3,4)P2 respectivement dans des compartiments subcellulaires
spécifique (Jean and Kiger, 2014). Ces produits sont des régulateurs essentiels de la dynamique
membranaire et la compréhension de leur role permet d’éclaircir la fagon dont PIK3C2A
influence la dynamique des vésicules et des complexes de signalisation (Aki et al., 2015;
Yoshioka et al., 2012). Cette enzyme joue donc un réle dans divers processus cellulaires,
notamment le trafic vésiculaire, I'endocytose, I'exocytose, I'angiogenese, le réarrangement du
cytosquelette et l'autophagie. Elle présente une localisation large dans la cellule non
seulement au niveau de la membrane plasmique mais aussi au niveau de I'appareil de Golgi et
dans les différents d’endosomes (allant des endosomes précoces aux vésicules de recyclage).
Cette large distribution provient de sa structure protéique complexe contenant plusieurs
domaines impliqués dans les interactions protéine-protéine et protéine-lipide qui lui confere
un role majeur au cours du trafic endocytaire et exocytaire de récepteurs et plus récemment
décrit dans le processus d’autophagie (Campa et al., 2015; Devereaux et al., 2013; Merrill et
al., 2017). Chez les mammiferes PIK3C2A joue un réle important dans les cellules
endothéliales, ou elle favorise le trafic endosomal via I'activation de RhoA (Ras homolog family
member A) et la régulation des niveaux de PI3P. Ce processus est nécessaire au ciblage de
I'endothélium vasculaire (VE)-cadhérine sur les jonctions serrées et, par conséquent, a la
maturation des cellules endothéliales et a I'intégrité des vaisseaux (Yoshioka et al., 2012).
PIK3C2A joue des réles multiples au niveau de différents compartiments membranaires et plus
particulierement au niveau de la membrane plasmiqueen permettant la production de
PI(3,4)P2. Ce lipide est crucial pour la maturation des puits recouverts de clathrine et pour
I'endocytose médiée par la clathrine (une protéine structurelle constituant I'enveloppe de
certaines vésicules).

1. Role de PIK3C2A dans le cil primaire

Il est intéressant de noter que le trafic vésiculaire et le métabolisme des Pl (Ptdins)
phosphorylés convergent dans I'organisation et le maintien fonctionnel du cil primaire. De ce
fait, en plus de son r6le au niveau cellulaire, PIK3C2A apparait comme un acteur clé dans
I'assemblage et la fonction du cil primaire, notamment dans la régulation de la voie SHH. Une
étude menée en 2014 par Franco et al montre que PIK3C2A produit du PI3P dans le but
d’assurer un trafic péricentriolaire responsable de la localisation et de I’activation de Rab11
et Rab8 a la base du cil, deux GTPases essentielles a la biogenése de cet organelle (Franco et
al., 2014). PI3KC2A contréle la production de PI3P dans le compartiment de recyclage
endocytaire (ERC) situé a la base du cil primaire (figure 42A).

L’ERC est un compartiment dans lequel s’effectue un tri sélectif entre les molécules qui seront
dégradées et celles qui seront recyclées vers la membrane plasmique. Ce pool spécifique de
PI3P dans les ERC est nécessaire pour activer la cascade Rabl1/Rab8 et promouvoir la
translocation de SMO vers I'axonéme ciliaire. Rab11 et Rab8 sont des GTPases spécifiques de
la famille des Rab qui par une cascade d’événements permettent la délivrance et 'ancrage des
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vésicules sécrétoires (provenant de I'appareil de golgi et des ERC) a la base du cil primaire
(Yoshimura et al., 2007). La cascade s’enchaine comme suit, PIK3C2A produit PI3P au niveau
des ERC. A la base du cil PI3P active Rab11 qui s’associe directement a Rab8 et stimule sont
activation par Rabin8 (Feng et al., 2012) (Figure 42B). L’activation de Rab8 est essentielle pour
I'entrée des protéines cargos impliquées dans I’élongation et la fonction du cil dans le
compartiment ciliaire. Ainsi, une perte de PIK3C2A ou le dysfonctionnement de cette protéine
se traduit par une absence de PI3P dans les ERC, une inactivation de Rab11, une localisation
défectueuse de Rab8 a la base du cil et donc une inactivation de Rab8 qui finalement induit la
réduction de I"élongation du cil (un cil plus court sera produit). Pour confirmer cette
I'implication de PIK3C2A dans la cascade Rab11/Rab8, des expériences ont été réalisées sur
des cellules MEF (mouse embryonic fibroblasts) KO Pik3c2a™", les résultats montrent qu’en
absence de Pik3c2a, la quantité de Pi3p a la base du cil diminue d’une fagon importante, le
pourcentage de Rab8 dans les cils réduits sévérement par rapport au cellules wild type (WT,
70% de Rab8 dans le cil) et les cils de ces cellules sont plus court. Tous ces résultats confirment
gue Pik3c2a favorise la fonction de Rab8 et influence ainsi I’élongation de cil (Franco et al.,
2014).

En plus de son effet sur I'élongation du cil, il a été démontré que PI3KC2A affecte
I'internalisation des récepteurs membranaires tels que TGFB et VEGFR2, il est donc
envisageable de supposer une implication similaire dans l'internalisation de SMO dans le cil
primaire.

Des études ont montré que dans les cellules NIH 3T3 (lignée cellulaire dérivée de fibroblastes
embryonnaires de souris) KO Pik3c2a/~, la quantité du récepteur SMO dans les cils primaires,
apres stimulation de la voie Hh, était significativement réduit par rapport aux cellules WT.
Inversement, la transfection du mutant constitutivement actif de Rab11 (GFP-Rab11Q70L)
ainsi que du mutant PI3KC2aclll activant Rab11 a permis de normaliser la localisation ciliaire
de SMO lors de la stimulation de la voie Hh dans les cellules déficientes en Pik3c2o.”/~ montrant
ainsi que la cascade PI3KC2a/Rab11 est nécessaire pour une translocation ciliaire efficace de
SMO et une activation normale de la voie Hh. De maniére intéressante, I'utilisation du SAG
(Smo Agoniste) pour activer la voie Hh dans les méme cellules (NIH 3T3 Pik3c2a /"), permet
une activation normale de cette derniére. La stimulation par le SAG, différente de celle par le
ligand endogéne Sonic Hedgehog (SHH), est capable d'activer les cibles en aval de Hh sans
nécessiter la translocation de SMO dans les cils. Ceci confirme que la régulation de la voie Hh
par Pik3c2a se fait a travers la cascade Pi3p-Rabl1-Rab8 permettant I'acheminement de
protéines cargos et de récepteurs membranaires dans le cil dont SMO.

En accord avec le role de PIK3C2A dans cet organite, des études ont été réalisé sur des
embryons de souris Pik3c2a /- qui présentent une mortalité a la mi-gestation et des signes
d'altération de la signalisation Hh. Ceci est d{ a I'accumulation défectueuse de I'effecteur de
la voie Hh Smoothened (Smo) sur la membrane des cellules Pik3c2a ~/~. Ce processus nécessite
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I'activation de Rab11, car seul Rabl1l constitutivement actif est capable de restaurer la
signalisation Hh dans les cellules Pik3c2o /- (Franco et al., 2014) (Figure 42B).

L'ensemble de ces résultats illustre que les phospholipides ciliaires métabolisés par ces
différentes phosphatases et kinases jouent le réle d’un « code barre » qui assure I'assemblage,
la stabilité et le fonctionnement du cil. Ce code doit étre minutieusement régulé pour garantir
I'intégrité du cil primaire nécessaire au développement embryonnaire ou I'intégrité tissulaire
a I'age adulte.

A. B.

. PIK3C2A" PIK3C2A"
cilium —

@ Cil plus court
Signalisation

SHH 'SHH
Ciliogénese @?

endosome

Golgi IysosQome X
16%' »
= Pl =—PI45)P, ox
e PI3P === PI(3,5)P, : Q'
e Pl4P PI(3,4,5)P, -
== P|4P + PI(4,5)P, PI3P )P

Figure 42: RoOle de PIK3C2A dans le cil primaire. A. Représentation de la localisation des
phosphoinositides dans des membranes cellulaires distinctes (ER : réticulum endoplasmique). PI3P un
des produits de PIK3C2A est surtout concentré dans 'endosome a la base du cil primaire (Nakadsu et
al. 2015). B. PIK3C2A produit PI3P qui s'accumule dans le compartiment de recyclage endocytaire (PRE
: pericentriolar recycling endocytic compartment) et active la voir Rab11/Rab8 qui joue un réle dans
|'élongation du cil et dans l'activation de la voie SHH a travers la translocation de Smo dans le cil.
L'absence de PIK3C2A induit des problemes dans I’élongation du cil et dans la régulation de la voie SHH
(adapté de Franco et al. 2014).

2. Le syndrome lié a PIK3C2A

Dans une étude réalisée en 2019 par Tiosano et al, PIK3C2A a été associé pour la premiéere fois
a un nouveau syndrome mendélien causé par a un trouble du métabolisme des PI. Il s’agit du
syndrome OCSKD (oculoskeletodental syndrome, MIM#618440), caractérisée par une
cataracte congénitale, une surdité, une petite taille, des traits faciaux grossiers et des
anomalies du squelette. Il a été d’abord identifié dans trois familles consanguines, dont les 5
patients présentaient des variants dans PIK3C2A a I'état homozygote. Des tests cellulaires sur
les fibroblastes de peau des patients ont permis d’associer les variants dans PIK3C2A a un
dysfonctionnement ciliaire. Les résultats ont montré des altérations des cils primaires
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notamment au niveau de leur élongation (des cils plus courts par rapport au contréles)
confirmant ainsi le réle de PIK3C2A a la base du cil comme discuté précédemment (Tiosano et
al.,, 2019). Une deuxieme étude (Galarreta et al., 2022) a identifié deux nouveaux patients
d’une méme famille porteurs de variants dans le méme gene avec un phénotype semblable au
syndrome déja décrit permettant ainsi d’élargir le spectre du syndrome lié a PIK3C2A.

1. Synopsis

A ce jour, seulement 7 patients issus de 4 familles ont été rapportés avec des variants dans le
géne PIK3C2A et atteints du syndrome OCSKD. Le cas que nous rapportons ici est le 82 cas
mondial (5°™¢ famille) porteur de variants dans le géne PIK3C2A. La patiente présente une
cataracte congénitale et une surdité. Le séquencage de 'exome de la patiente et de ses parents
a permis d’identifier chez cette derniére deux nouveaux variants a I'état hétérozygote. Le
premier variant (c.1024C>T, p.(Arg342*)) est un variant pathogene (classe 5). C’est une
substitution qui crée un codon stop prématuré dans I'exon 1 permettant de suggérer une
absence d’expression de I'alléle porteur. Le deuxieme variant (c.3695T>C, p.(Phe1232Ser)) est
une substitution d’une phénylalanine en sérine dans I'exon 23, c’est un variant de signification
incertaine (VSI). Lanalyse de 'exome ayant été réalisé par ailleurs, j’ai tout d’abord déterminé
le statut biallélique des variants, la co-ségrégation familiale par des techniques de PCR et de
séquencage Sanger. Les variants sont bien en trans et hérités de chacun des parents
(c.1024C>T du peére et c.3695T>C de la mere) qui sont des porteurs hétérozygotes de chaque
variant.

Dans un premier temps, j’ai réalisé des tests fonctionnels pour déterminer |'effet des variants
sur I'expression du gene et de la protéine ainsi que sur la fonction de la protéine. Les résultats
gue j'ai obtenus m’ont permis de confirmer la pathogénicité des variants permettant ainsi de
reclasser le VS| en variant probablement pathogéne (classe 4). Ce résultat permet d’apporter
un diagnostic moléculaire a la famille et de maniére tres importante de pouvoir bénéficier d’un
conseil génétique dans le cas d’un nouveau projet parental.

Dans un second temps, dans le but d’examiner I'impact de ces variants sur le cil primaire, j'ai
appliqué la « boite a outils ciliopathie » en réalisant les tests cellulaires déja décrits sur les
fibroblastes cutanés de la patiente. La patiente présente un taux normal de cellules ciliées, des
cils plus courts, une voie SHH plus active et une prolifération cellulaire moins importante. Ces
résultats montrent que les variations du gene PIK3C2A causent des altérations ciliaires et
cellulaires confirmant I'importance du réle de PIK3C2A au niveau du cil primaire et de la
régulation des processus cellulaire notamment la prolifération.

Ainsi avec cette étude nous rapportons un 82™¢ cas présentant des variants dans le géne
PIK3C2A associés a un dysfonctionnement du cil. Cette étude va permettre d’élargir le spectre
du syndrome causé par PIK3C2A et de compléter les connaissances sur les troubles du
métabolisme des Pl. Ceci permettra également de montrer I'importance du réle de PIK3C2A
et des PI3K de classe Il en général dans la régulation de la signalisation cellulaire et la formation
du cil primaire. Ce projet fait 'objet d’un article qui sera soumis prochainement.
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ABSTRACT

PIK3C2A is a class Il member of Phosphatidylinositol-3-kinases (PI3K) family of lipid kinases
that catalyses the phosphorylation of phosphatidylinositol (Pl) into PI(3)P and the
phosphorylation of PI(4)P into PI(3,4)P2. These second messenger lipids regulate a wide range
of downstream signaling pathways involved in many physiological functions and cellular
processes, including cell proliferation, growth, survival, motility, and metabolism. PIK3C2A is
also involved in the regulation of primary cilia formation and maintenance and in the
regulation of receptor-mediated endocytosis at the base of the cilium. PIK3C2A was first
related to a disease in 2019 and patients are characterized by short stature, coarse facial
features, ocular and skeletal abnormalities defining a novel OCSKD syndrome
(Oculoskeletodental). We describe here the 5™ family (8" wordwide case) presenting a
PIK3C2A-related syndrome characterized by congenital cataract and deafness.

Exome sequencing of the patient and her parents revealed two novel compound heterozygous
variants in PIK3C2A of which one required functional testing to reclassify from class 3
(uncertain significant) to class 4 (probably pathogenic). Cellular studies of patient’s derived-
skin-fibroblasts revealed a normal PIK3C2A protein level but a defective enzyme. Ciliary and
cellular phenotype studies showed impaired cilia formation and function, as the patient had
shorter cilia and a defective SHH signaling pathway activation, in addition the patient cells
demonstrated reduced proliferative capacity.

This study will expand the spectrum of PIK3C2A-related syndrome and will enrich the
knowledge of Pl metabolism disorders.

Keywords: PIK3C2A gene, Pl metabolism disorders, primary cilium, sonic hedgehog signaling
pathway



INTRODUCTION

Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks) are members of a large protein family that catalyzes the
phosphorylation of phosphatidylinositol (Pl), allowing the formation of second messengers for
a variety of signaling pathways (Boukhalfa et al., 2020; Ja et al., 2006). Based on structure and
substrate specificity, this family can be divided into three classes (Vanhaesebroeck et al.,
2010). PIK3C2A is a typical class Il member of PI3K family that is adundantly expressed with
important functions during organism development (Mountford et al., 2015). The functions of
class Il PI3Ks are less well understood than those of class | and class Il PI3Ks. PIK3C2A is
generally thought to catalyse the phosphorylation of phosphatidylinositol (PI) and PI1(4)P into
PI(3)P and PI(3,4)P2 respectively (Jean and Kiger, 2014). Thus this enzyme plays a role in a
variety of cellular processes, including vesicular trafficking, endocytosis, exocytosis,
angiogenesis, cytoskeletal rearrangement, and autophagy (Boukhalfa et al., 2020; C et al,,
2010; Devereaux et al., 2013; Falasca and Maffucci, 2012; Yoshioka et al., 2012). PIK3C2A is
alsoinvolved in the regulation of primary cilia formation and maintenance, which are antenna-
like organelles that protrude from the surface of many cell types and play important roles in
sensory signaling and cell signaling pathways (Franco et al., 2014). These pathways control
many physiological functions and cellular processes, including cell proliferation, growth,
survival, motility, and metabolism (Ja et al., 2006; Wadhwa et al., 2017). Among those the
Sonic Hedgehog (SHH) signaling pathway is one of the most studied pathways in vertebrates
that is connected and strictly dependent on an intact primary cilium. Interestingly in mouse,
lack of PIK3C2A has been associated with defects in primary cilium elongation, reduction of
SHH signaling alteration and ultimately impairment of embryonic development (Franco et al.,
2014).

Several disorders have been related to Pl metabolism and pathogenic variations in PI3K genes
have been associated with various diseases including cancers. Pl metabolism defects may
affect a wide range of organ systems that can lead to neuromuscular, skeletal, renal, eye
growth and immune disorders as well as others. Interestingly, VPS15/PIK3R4, which belongs
to PI3K class lll, was implicated for the first time in ciliopathy in a study carried out in 2016.
This study highlighted the role of VPS15 in the cilium, which is associated with an IFT20-
dependent mechanism. Abnormalities of the ciliary phenotype were detected in the patient
carrying a homozygous pathogenic variant in VPS15 and presenting a typical ciliopathy
phenotype (Stoetzel et al., 2016). PI metabolism defects leads to other syndromes such as
Lowe’s syndrome (an X-linked disorder) and Joubert syndrome which are caused by mutations
in the inositol polyphosphate 5-phosphatases OCRL and INPP5E, respectively. Lowe’s
syndrome symptoms include intellectual disability, cataracts, and renal failure (Attree et al.,
1992; Leahey et al., 1993; Prosseda et al., 2017). The phenotype associated with pathogenic
variants in INPP5E is quite different and includes cerebellar vermis hypo-dysplasia, coloboma,
hypotonia, ataxia, and neonatal breathing dysregulation (Radha Rama Devi et al., 2020;
Travaglini et al., 2013). It has been demonstrated that OCRL plays a role in cilia maintenance
and that Lowe syndrome involves ciliary dysfunction (Luo et al., 2012). As other examples,
PIK3CA variants have been found in patients with overgrowth syndromes such as CLOVES
syndrome and PROS (PIK3CA-related overgrowth spectrum). These syndromes are
characterized by global or localized disproportionate growth associated with other anomalies,
including vascular malformations and neurological and/or visceral disorders. These anomalies
are related to abnormal PI3K-AKT-mTOR pathway activation caused by mosaic activating
mutation in gene PIK3CA (Keppler-Noreuil et al., 2015; Martinez-Lopez et al., 2017; Venot et



al., 2018). In addition, some studies have demonstrated the implication of PI3K in certain types
of cancer, such as breast cancer and hepatocellular carcinoma and that PI3K pathway may be
a target for cancer therapy (Miricescu et al., 2021; Mishra et al., 2021). The syndromes
described above are just a few examples of the broad spectrum of the anomalies causes by PI
metabolism disorder. Interestingly, they display a diversity of phenotypic manifestations,
underlining the fact that there is no functional redundancy between genes known to regulate
the same enzymatic transformation of PI.

In 2019, PIK3C2A was associated for the first time to a novel rare syndromic disorder called
Oculoskeletodental syndrome (OCSKD MIM#618440) involving neurological, visual (cataracts),
skeletal, growth (short stature), and occasionally hearing impairments. These recurrent
features were identified in five patients from three unrelated consanguineous families, and
due to homozogous loss-of-function (LoF) variants in PIK3C2A thus to supposed complete
deficiency of the PIK3C2A enzyme. In addition, PIK3C2A deficiency was demonstrated in
patient derived-skin fibroblasts with assicated impaired primary cilia formation and function
and reduced cell proliferation capacity (Tiosano et al., 2019). In 2022, another report identified
two siblings from a nonconsanguineous family harboring compound heterozygous loss-of-
function variants in PIK3C2A. Patients showed a constellation of features similar to those
originally described, but new findings emerged, including intrafamilial variability and
proteinuria present in only one sibling. This report extented the phenotype of the PIK3C2A
related syndrome by presenting two new cases (Galarreta et al., 2022).

Herein, an additional case of this ultra OCSKD phenotype is demonstrated to be related to
PIK3C2A. The patient is the only daughter of a nonconsanguineous European Caucasian family
with compound heterozygous variants in PIK3C2A. Functional tests revealed the pathogenicity
of the variants and shed light on the PIK3C2A cellular phenotype. Furthermore, this study
expands the clinical and mutational spectrum of the PIK3C2A-related syndrome and enrich
the knowledge of PI metabolism related disorders.



MATERIAL AND METHODS

Subjects

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

Whole Exome Sequencing

Whole exome sequencing was performed on the proband from family V (I.1) and a pool of
mixed father and mothers samples. DNA Sequence capture was performed using the Twist
human core exome (Twist Bioscience). Sequencing was performed on a HiSeq4000 instrument
(llumina, San Diego, CA, United States) to generate 100-bp paired-end reads following the
manufacturer’s protocols. Our in house bioinformatics pipeline (STARK18 v0.9.18.2) was
applied to the raw data and the 37,124,067 validated and unique reads could be obtained
after alignment to the reference human genome (GRCh37/hg19) using BWA v0.7.5a (Li and
Durbin, 2009) leading to 97.1% of the bases covered at least by 10x. The UnifiedGenotyper
and HaplotypeCaller from the GATK toolkit v3.8-1-0 were used to call both single nucleotide
variants (SNV) and small insertion/deletions (indel) (DePristo et al., 2011). The annotation and
ranking of the 60,672 SNV/indel were performed using VaRank 1.4.3 (Geoffroy et al., 2015) in
combination with the Alamut Batch standalone software 1.11 and corresponding database
v12012022 (Sophia Genetics) (Supplementary Table S1). Very stringent filtering criteria were
applied to filter out non-pathogenic variants including (i) allele frequency >1% in public
variation databases such as the 1000Genomes (Altshuler et al., 2015), gnomAD v2.2 (Lek et
al., 2016) or our internal exome database, (ii) variants in 5’ and 3’ UTR, downstream,
upstream or intronic locations and synonymous without pathogenic prediction of local splice
effect, (iii) benign and likely benign variant in ClinVar. Structural variants were called using
CANOES (Backenroth et al., 2014) and annotated by AnnotSV 3.1 (Geoffroy et al., 2021). Each
candidate variations were also checked using the Integrative Genomics Viewer (IGV) software
(Thorvaldsdottir et al., 2013).

Cell Culture

Primary dermal derived fibroblasts from the patient (ll.1) and control individuals were
obtained by skin biopsy according to a protocol previously described (Scheidecker et al., 2014)
(Supplementary Table S2). The fibroblasts were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) with glutamax (21885-025 Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS) and 1% penicillin—streptomycin (PS) (all from Gibco). To induce ciliogenesis, the
fibroblasts were grown in serum-reduced media (0.1% FCS) for 48h. To induce SHH pathway
stimulation, the fibroblasts were stimulated with smoothened agonist (SAG, Abcam
ab145866) at a final concentration of 100 nM for 48 h with and without serum starvation.

Cell Proliferation Assay

To measure cell proliferation, cells were detached using trypsin and counted with an
Automated Cell Counter (LUNA-FL™). Cells were plated in triplicate in 24-well plates (1074
cells/well). IncuCyte® NucLight Rapid Red reagent was added in each well to fluorescently
label the nucleus of living cells (Sartorius Cat# 4717). Viability was measured by with IncuCyte
S3-Sartorius on a duration of 10 days with images acquisition every 2H. Each measurement



was normalized to day 0 (measured the day after plating) and expressed as a fold increase.
Three independent experiments were performed. Statistical analysis was done using
GraphPad Prism software. p-values and significance were determined using a two-way ANOVA
test. ns: non-significant** p < 0.01.

Genomics DNA extraction, PCR, Sanger sequencing

Confirmation of the two variants and segregation was performed by Sanger sequencing on
genomic DNA. DNA was extracted from blood cells using a DNeasy Blood & Tissue Kit (ref
69504, Qiagen). DNA concentration was evaluated by spectrophotometry (Eppendorf Bio
Photometer Plus). Two pairs of primers were designed on either side of the variants. Genomic
PCRs were carried out with diluted DNA to 10 ng/reaction, diluted Tag DNA polymerase
(2U/reaction), and PCR mix 5x to 1x. Sequences were obtained using Sanger sequencing after
PCR amplification and fragments’ purification (membrane placed under vacuum for 10 min).
Bidirectional sequencing of the purified PCR products (with the appropriate primers) was
performed by the GATC Sequencing Facilities (Konstanz, Germany).

Confirmation of the non-expression of the allele with nonsense variant by Sanger sequencing
on cDNA. RNA extraction and reverse-transcription assay are described below. PCR was carried
out using 10 ng of cDNA/reaction and Sanger sequencing was performed on purified PCR
fragments as described before. Primers for both PCRs were designed using Ensembl (Martin
et al., 2023), Primer3 (https://github.com/primer3-org, accessed in February 2020), the UCSC
“in silico PCR” (Nassar et al., 2023) and NCBI primers (Sayers et al., 2022). Primers are available
in Supplementary Table S3. PCR conditions are available upon request.

RNA Extraction, Reverse-Transcription, and Quantitative Real-Time PCR

RNA was extracted from skin-derived fibroblasts via QiaShredder (Qiagen, ref 79654) and
RNeasy Minikit (Qiagen, ref 74104) kits. RNA concentration was evaluated by
spectrophotometry (Eppendorf Bio Photometer Plus). cDNA was synthesized via an “iScript ™
¢ Synthesis Kit” (170-889, Bio-Rad, USA) according to the manufacturer’s instructions with 500
ng of RNA. Quantitative real-time PCR was carried out with an iQTM SYBR Green Supermix
(#170-8886, Bio-Rad) in a Bio-Rad CFX96/384™ Real-Time System in triplicate. cDNA was
diluted to 1/10 and PIK3C2A, GLI1, PTCH1 and GAPDH (house-keeping gene) primers were
used at a concentration of 0.25 uM. The primers are available in Supplementary Table S3. The
normalized fold expression of the target genes was calculated using the comparative cycle
threshold (C:) method (2722t method) by normalizing target messenger RNA (mRNA) C; to
those for GAPDH reference gene using CFX Manager Software Version 1.5 and Microsoft Excel
calculations. Data are presented as relative expressions + SEM. Statistical analyses were done
using the GraphPad Prism software. p-values and significance were determined using a two-
way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ** p < 0.01 **** p < 0.0001.

Protein Extraction and Western Blot

Protein was extracted from skin-derived fibroblasts with a radioimmunoprecipitation assay
buffer (RIPA buffer) containing Protease Inhibitor Cocktail (25x, Complete EDTA free,
05056489001, Roche). Protein quantification was performed with the Bradford test using an
Eppendorf BioPhotometer Plus spectrophotometer. A total of 40 ug of protein was separated
on 10% polyacrylamide homemade gel and transferred onto a PVDF membrane (0.2 uM, Trans-
Blot Turbo, Transfer Pack, Bio-RaD, 1704156) using the TransblotR TurboTM Transfer System
(Bio-Rad). After blocking in 5% milk—TBS1X-Tween 0.1% for 1 h at room temperature, the
membrane was probed with the primary antibody overnight at 4 °C, followed by HRP-
conjugated secondary antibody incubation for 1 h at room temperature. Chemiluminescent
detection was performed using a ChemidocTM MP Imaging System (Bio-Rad) with PierceTM
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ECL Western (ref 32209, Thermoscientific) and SuperSignal R West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (prod #34095, Thermoscientific) solutions. Quantification of bands was performed
using Image Lab software 6.0.1 (Bio-Rad). PIK3C2A quantification data performed in triplicate
were normalized to the reference cytoplasmic protein B-Tubulin. Antibodies used in this
experiment are available in Supplementary Table S4.

Lipid Extraction and ELISA Assays

Determination of PIK3C2A activity using an ELISA test was done by quantifying the amount of
PI3P found in patient’s and control’s skin fibroblasts. ELISA and lipid extractions were
performed following the manufacturer's instructions (Echelon Biosciences Inc, K-3300). After
following a non-radioactive lipid extraction protocol, the PI3P samples obtained from millions
of cells are detected on a competitive ELISA. The cellular PI3P samples are mixed and incubated
with a PI3P Detector protein, then added to a PI3P-coated microplate for competitive binding.
A peroxidase-linked secondary detector and colorimetric detection is used to detect the PI3P
protein binding to the plate. The absorbance was detected at 450nm on a plate reader. The
colorimetric signal is inversely proportional to the amount of PI3P obtained. The assay is
sensitive to 1.0 pmol PI3P. PI3P quantities were estimated by comparing the values from the
wells containing PI3P extraction samples to the values in the standard curve. The experiment
was performed on biological samples in triplicate and PI3P extracts were deposit in
guadruplicate on the ELISA plate. Statistical analysis was done using GraphPad Prism software.
p-values and significance were determined using ordinary one-way ANOVA (Tukey’s multiple
comparison test). ns: non-significant, ****: p < 0.0001.

Immunofluorescence Analysis

The experiments carried out to induce ciliogenesis and to study the number of ciliated cells
and cilia length were carried out as described in (Karam et al., 2023). To induce primary cilia
formation, the fibroblasts were grown in serum-reduced media (0.1% FCS) for 48 h. Skin-
derived fibroblasts were grown on 24-well plates (Falcon, 3226) and Lab-Tek8-well chamber
slides (Thermo Scientific Nunc 15411). The fibroblasts were subsequently fixed in ice-cold
methanol at -20 °C for 10 min, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS 1x, and blocked in
10% FCS in PBS 1x for 1 h at room temperature. Incubation with primary antibodies diluted in
2% FCS was done for 1 h at room temperature or overnight at 4 °C. Secondary antibody
incubation was carried out for 1 h at room temperature. For those realized in Lab-Tek8-well,
nuclei were visualized using Hoechst, and images were obtained using an inverted
fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion objective). For those realized on
24-well plates, images were obtained using an IncuCyte S3-Sartorius and were analyzed using
Imagel. Cilia frequency was calculated from the number of cells with a primary cilium divided
by the total number of cells (n =400 cells analyzed). p-values and significance were determined
using ordinary one-way ANOVA ****. p < 0.0001. Primary cilia length was measured via
IncuCyte software irrespective of the angle of orientation (n = 400 cilia). p-values and
significance were determined using Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001. The number of cilia
(n) measured consisted of pooled data from two separate experiments performed on
biological triplicates of each sample in each experiment. PI3P around the cilia was detected in
randomly chosen cells using the same exposure for each acquisition following its labeling with
a specific anti-PI3P antibody (Echelo Z-P003). PI3P was quantified by measuring the number
of the green spots and their surface area within a diameter of 8um around the cilia. The
analysis was performed with Fiji using an in-house developed macro to measure these data.
Images were taken with an inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil
immersion objective). Statistical analysis was done using GraphPad Prism software. Antibodies
used in this experiment are available in Supplementary Table S4.



RESULTS

Index patient case history

Individual 11.1 is the first child born to nonconsanguineous healthy parents. The daughter has
a history of developmental abnormality associating an anorectal malformation with a
suspected Hirschsprung's disease and a vaginal septum and a rectovestibular fistula treated
by surgery . In her early childhood, clinodactyly of the 5t fingers was reported. She disclised
the following morphological aspect of the face with a wide tip of the nose which contrasts
with a certain degree of nasal root hypoplasia, an elongated, pointed chin, slightly coarse
features with palpebral clefts that appear quite long and horizontal. She was diagnosed with
right deafness due to right cochlear aplasia. She was referred to the CARGO (centre of
reference for rare eye diseases) because of corneal clouding and an history of unoperated
cataracts in the context of an unexplained syndromic presentation. Visual acuity was for the
Rigth eye 5/10 ( Monoyer chart equivalent of +0.5 LogMAr) and for the left eye 8/10 (Monoyer
Chart équivalent of +0.1 LogMar) . Because of extreme photophobia an exam under general
anesthesia was performed . Bilateral moderate cataracts associated to primary corneal
clouding without glaucoma was observed . No retinal dystrophy was diagnhosed but
myelinated fibers observed

Identification and characterization of bialleleic variants in PIK3C2A

To identify the candidate gene for this family, whole exome sequencing was performe for the
affected individual and for both parents. Sequencing analysis revealed two novel candidate
variants in PIK3C2A (NM_002645.4): one nonsense variant in the first coding exon (c.1024C>T,
p.(Arg342*)) and one missense in exon 24 (¢.3695T>C, p.(Phe1232Ser)) (Figure 1). Both variant
are absent from control populations and have been found inherited each by one of the parent
(FigurelB). PIK3C2A is a 1,686 aminoacids long protein encoded from 33 exons and located
on chromosome 11.

The first variant is a nonsense variant in exon 2 inherited from the father. This variant is
classified as pathogenic (class 5) according to the ACMG (Richards et al., 2015). The nonsense
variant is predicted to truncate 1,344 amino acids from the PIK3CA protein (96% of the protein
length), including almost all the protein domains especially the catalytic kinase domain.
Moreover given the position of the variant it should be subject to nonsense mediated decay
(NMD) (Coban-Akdemir et al., 2018) with no detectable expression of the allele harboring this
variant. To confirm this hypothesis, RNA expression levels of the PIK3C2A gene was evaluated
by RTgPCR (Figure2A). A significant decreased level of PIK3C2A mRNA from the patient’s skin
fibroblasts could be observed compared to healthy controls suggesting indeed that this allele
is not expressed (Figure 2A). To confirm that the decreased expression level is only due to this
allele, Sanger sequencing of the cDNA was performed. The sequence revealed only the second
variant at the homozygous state and no signal for the other variant (Figure 2B). In other words,
the only expressed allele is the one carrying the missense variant.

The second variant is a missense in exon 24 inherited from the mother. This variant is of
uncertain significance (class 3) without further investigation and causes a substitution of the
phenylalanine at position 1232 by a serine. The PIK3C2A protein is composed of several
domains according to SMART (Letunic et al., 2021) including a RAS binding domain (RBD, 409-
512), two Ca?* binding motif (C2, 674-783 and 1573-1677), the PI3K accessory (P13Ka, 861-
1048) and catalytic domains (PI3Kc, 1134-1396) and a PHOX domain (PX, 1422-1534) (Figure
1D). The missense is located at a highly evolutionary conserved position (Supplementary
Figure S1A). Protein modelling of the mutant protein highlights the possible LoF effect within



the kinase catalytic domain of the protein within due to the strong physicochemical impact
(Supplementary Figure S1B-D). Bioinformatics predictions are in favor of a variant that affects
the protein function (Supplementary methods).

Before studying the protein function, we first evaluated the protein expression level of
PIK3C2A. Western blots were performed on total protein extracts from patient’s and control’s
skin fibroblasts. The results show no difference in the protein expression level between the
patient’s and the control’s fibroblasts (despite RNA decreased level) (Figure 2C and D). These
results show that there is a compensation at the level of protein translation. The patient cells
may respond by increasing the stability of certain mRNA molecules (the ones harboring the
missense variant), which can help to maintain their levels and support continued protein
translation.

Non-functional PIK3C2A leads to impaired Pl metabolism

To evaluate the function of the remaining PIK3C2A allele, we tought to examine the PI
metabolism using 2 independent methods. First, looking at the localization and quantification
of PI3P spots at the base of the primary cilium by immunofluorescence assay, showed a
decreased level of PI3P at the base of the patient’s primary cilia compared to controls (Figure
3A and B). Second, quantifying the level of PI3P throughout the cell using a dedicated ELISA
assay showed a decreased level of PI3P in the patient skin fibroblasts compared to controls
(Figure 3C). Altogether these results strongly suggest that the PIK3C2A protein in patient cells
is unable to generate PI3P, indicating a defective kinase activity. Taking into account that the
only protein expressed is the one carrying the missense variant demonstrate the effect on the
function and prompted us to reclassify the variant into class 4 (likely pathogenic).

Non-functional PIK3C2A has no effect on ciliogenesis but affects ciliary length and function
as well as cell proliferation

To analyze primary cilia assembly in cells of this patient harboring bi-allelic PIK3C2A variants,
ciliogenesis was induced by using serum-starvation-mediated cell-cycle arrest in confluent
skin derived fibroblasts from the patient and controls as described previously (Karam et al.,
2023). The primary cilium was visualized by immunostaining with antibodies targeted ARL13B
and acetylated y tubulin for the basal body (Figure 4A). To determine the normal state of
ciliogenesis, five control samples were investigated. No significant differences were observed
between them, and all had more than 60% of their cells ciliated. The controls were thus pooled
for comparison with the PIK3C2A patient’s fibroblasts. Immunofluorescence analysis in the
patient’s skin-derived fibroblasts revealed a normal number of ciliated cells compared to
controls. Indeed, when grown in ciliary conditions (0.1% FCS), the percentage of ciliated cells
in the patient’s cells was not altered (77% for both) (Figure 4C). However, looking at the ciliary
morphology, a significant difference in cilia length could be observed. Indeed, the patient’s
cells harbored cilia significantly shorter than those of controls (~2um vs. 3—4um) (Figure 4D).
PIK3C2A variants identified in our patient led to a normal cilium formation and a longer cilia
length. These results indicate that a functional PIK3C2A protein is important for normal cilium
length in fibroblast cells.

To test the effect of PIK3C2A on the function of the primary cilium, the SHH pathway’s activity
in patient and control cells was questioned using a smoothened agonist (SAG) to activate Hh
signaling with and without inducing ciliogenesis (Supplementary figure S). The expression
levels of GLI1 and PTCH1 (two Hh target genes) in response to Hh pathway activation were
evaluated as a marker of Hh activity. Five controls were used—four of them showed a robust



significant induction of Hh target genes GLI1 and PTCH1 in response to SMO ligand stimulation
in ciliogenesis conditions (0.1% FCS). By contrast, a strongly induced response to the SMO
ligand was observed in patient cells, revealed by an increase of the Hh target genes’ expression
under the same conditions (Figure 5). These data indicated an alteration of the transduction
of the Hh pathway in the patient’s cells that was probably due to the primary cilia alteration
caused by the presence of non-functinal PIK3C2A and therefore by the absence of PI3P at the
base of the cilium. Finally cell proliferation assay showed that the proliferative capacity of
PIK3C2A non-funtional cells was reduced compared to control cells (Figure 6).



DISCUSSION

Oculo Skeletal Dental syndrome (OCSKD MIM#618440) is an extremely rare autosomal
recessive disease very recently defined by the association of cataracts, short stature with
skeletal and craniofacial anomalies including dental features among other manifestations.
OCSKD was recently demonstrated to be related to pathogenic variations in the PIK3C2A gene
based to date on the description of 5 cases in 3 families (Tiosano et al., 2019) and completed
by an additional family with 2 sibs (Galarreta et al., 2022). Table 1 compares the clinical
features of this 8t case ( 5% family) with the 7 other cases. The common features are the short
stature, the facial gestalt, the presence of cataracts, coarse facies , thick columella and alea
nase and tip of the nose, thickened upper lip. The corneal aspect, the cataract as well as the
broad nose was evocative of a metabolic storage disease but that has been previously ruled
out. The functional consequences of the cataracts were moderate thus no surgery was
proposed. The corneas were of cloudy apprerance however the intra ocular pressure was
normal and no specific anomy was seen on slit lamp. As a novel assocaite feature we can note
the occurrence of Hisrchprung disease as well as caudal developmental anomalies.

In this study we describe the identification of the 5™ family and 8™ patient with biallelic
pathogenic variants in the PIK3C2A gene with OCSKD features (OCSKD MIM#618440). The first
3 families reported carried homozygous truncating variants including a large deletion
encompassing 24 exons in PIK3C2A with no protein left. The 4™ family was compound
heterozygous for two nonsense PIK3C2A variants but no functional analysis was performed.
Our patient is the first case presenting as a compound heterozygote status and for which
funtional testing was performed proving pathogenicity as well as ciliary impact. Indeed, WES
enabled us to identify two novel variants in PIK3C2A inherited from each parent. The first one
is a nonsense variant in exon 2, (c.1024C>T, p.(Arg342%*)), classified as a pathogenic variant
(class 5). The second one is a missense in exon 24 (¢.3695T>C, p.(Phe1232Ser)) classified as a
variant of uncertain sifgnificance (class 3). Functional tests were used to demonstrate the
impact of both variants and their effect on patient’s cellular function. For the nonsense
variant, as expected no expression of the allele harboring this variant could be observed.
These findings confirmed that the only allele expressed is the one carrying the missense. Thus,
any alteration of the PIK3C2A protein’s function will be caused by this variant.

PIK3C2A is known to catalyze the phosphorylation of phosphatidylinositol (Pl) into PI(3)P and
the phosphorylation of PI(4)P into PI(3,4)P2. It was demonstrated that the distinct PI(3)P pool
selectively produced by PIK3C2A and not by other class Il PI3K enzymes (PIK3C2B and
PIK3C2C), is concentrated at the pericentriolar recycling endocytic compartment (PRE) and
promotes the activation of RAB11 and the RAB8-dependent pathway implicated in the cilium
elongation and the translocation of SMO in the primary cilium, a process invovled in the
activation of SHH signaling transduction cascade (Franco et al., 2014). Thus, as we were
interested of the function of PIK3C2A at the base of the cilium, we decided to quantify PI(3)P
for its implication in the ciliary elongation and function by ELISA and Immunofluorescence.
This revealed a significant decreased level of PI(3)P throughout the cell and at the base of the
cilium. These findings reveal that PIK3C2A has lost its kinase activity. This can be explained by
the fact that the missense, located in the kinase domain, has a strong physicochemical impact
(phenylalanine substituted by a serine) that impairs the kinase domain activity. This effect of
the missense on the PIK3C2A protein confirms its pathogenicity allowing us to modify the
classification to class 4 (probably pathogenic).



PIK3C2A-related disease is not the only disease associated with disturbances of Pl metabolism
as the list of these diseases is growing and includes Lowe’s syndrome and Joubert syndrome
(5-Phophatase) (Pendaries et al., 2003), SHIP1-related disorder and SHIP2-related type 2
diabetes (5-phosphatase) (Kerr et al., 2020), PTEN-related disorders (3-phosphatase) (Fruman
et al., 2017), CLOVES syndrome (Kurek et al., 2012), Charcot-Marie-Tooth Disease Type 4B2
(McCray and Scherer, 2021) and others. Because of its diverse roles in intracellular processes
and metabolism, PIK3C2A is associated with clinical findings affecting multiple organs
including skeleton, eyes and brain.

For exemple congenital cataract is one of the main symptoms identified in 7 of the 8 reported
patients (including ours). Interestingly, this early onset cataract was also oberved in the case
of inositol polyphosphate-5-phosphatase K (INPP5K) deficiency and in the case of Lowe’s
syndrome (Bokenkamp and Ludwig, 2016; Osborn et al., 2017; Wiessner et al., 2017). It was
demonstrated that Pik3c2a”" zebrafish and mice develop lenticular anomalies and cataracts,
and the cytokinetic abscission mediated by Pl (3,4) P2 prevents cataract formation (Gulluni et
al., 2021).

These findings suggests that Pl metabolism and homeostasis is critical for lens development,
and that the common phenotype is not only present between patients with PIK3C2A-related
syndrome but also between patients with Pl metabolism disorders. This phenotypic overlap
may be due to the fact that some enzymes responsible for PI metabolism may have roles in
the same cellular processes or at the level of the same organelles in the cell. For exemple both
PIK3C2A and ORCL (the enzyme defective in Lowe’s syndrome) are part of the same metabolic
pathway as described by Kanehisa (Kanehisa et al., 2023) and are required for membrane
trafficking and primary cilia formation (Franco et al., 2014; Mehta et al., 2014; Prosseda et al.,
2017).

Primary cilia are evolutionary conserved microtubule-derived cellular organelles that protrude
from the surface of many cell types and play important roles in sensory signaling and cell
signaling pathways sush as the SHH pathway (Anvarian et al., 2019). This pathway is one of
the most studied pathway in vertebrates and plays a crucial role in many physiological
functions and cellular processes, including cell proliferation, growth, survival, limb
development and left-right patterning during embryonic development (Carballo et al., 2018;
Ja et al., 2006; Wadhwa et al., 2017). Abnormal phosphatidylinositol metabolism results in
ciliary dysfunction (Bielas et al., 2009), loss of PIK3C2A have been already associated with
defects in primary cilium elongation and SHH signaling alteration and ultimately impairment
of embryonic development (Franco et al., 2014; Tiosano et al., 2019). Experiments performed
on Pik3c2a™'~ MEF (mouse embryonic fibroblasts) demonstrated that the lack of Pik3c2a alter
the organization of the PRE (pericentriolar recycling endocytic) compartment around the
ciliary base. The pool of PI3P in the PRE compartmement is significantly reduced preventing
the activation of rab11/rab8 cascade required for cilia elongation and Smo translocation in
the cilia (an early step for SHH activation). Pik3c2a deficient MEFs showed shorter cilia and a
significant reduction in SHH-mediated target gene transcription Gli1 and Ptchl. This SHH
pathway impairment was also observed in Pik3c2a silenced NIH 3T3 cells, and it was rescued
after a cell there transfection with wild type Pik3c2a (Franco et al., 2014). Accordincly to these
resultats, our patient’s fibroblasts with nonfunctional PIK3C2A showed a shorter cilia and an
impaired SHH signaling pathway. No effect was detected on ciliogenesis as the number of
ciliated cells was not reduced compared to controls. Contrasting with the results already
reported concerning the reduction in SHH-mediated target gene transcription (Gli1 and
Ptch1), we observed an increase in the expression of these two genes in our patient’s cells.



Our results can be explained by the fact that we used SAG to activate the pathway. Indeed,
SAG is a SMO Agonist that can activate SHH pathway independtly of SMO translocation in the
cilium. Compared to controls, this important activation could be a compensatory response to
the shorter cilia in patient cells. This correlation between SHH activation and the ciliary length
was already reported by our group in another ciliopathy (Karam et al., 2023). Interestingly
another PI3K gene (VPS15/PIK3R4) has been described as causing when defective a ciliopathy
with shorter cilia but SHH pathway was not tested (Stoetzel et al., 2016). Further studies are
needed to clarify this aspect of compensation between cilium length and SHH signaling
pathway. Interestingly, the reduction of proliferation capacity of our patient’s cells supports
the result observed by Tiosano et al for the 5 patients and confirms the important role of
PIK3C2A in more general cellular processes.

In summary, our study expands the spectrum of PIK3C2A-syndrome allowing to consolidate
the phenotype and mutation spectrum of the disease. This phenotypic consistency has been
maintained despite the fact that the molecular and protein profiles were different from those
already reported. This article sheds light on the importance of the physiological role of
PIK3C2A and Pl metabolism in general. Once again we have highlighted the important role of
PIK3C2A in the primary cilium elongation, by providing additional information on its role in
the regulation of SHH signaling pathway and how PIK3C2A mutation causes alteration of these
two aspects. Futher investigations are needed to extend our knowledge of PIK3C2A relation
with the primary cilium in order to determine primary and secondary effects on it due to
PIK3C2A defects.
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TABLES AND FIGURES



Family Family | Family Il Family I Family IV Family V
Patient case 1 | case 2 case 3 | case 4 case 8 case 6 | case 7
cDNA ¢.[585T>G];[585T>G] c.[(0+1_1-1)_(4007+1_4008-1)del];[(0+1_1-1)_(4007+1_4008-1)del] ¢.[1640+1G>T];[1640+1G>T] ¢.[1555C>T];[4381delC] ¢.[1024C>T;[3695T>C)
Protein p.[(Tyr195*)];[(Tyr195%*)] p[0];[0] p.[(Asn483_Arg547delinsLys)];[(Asn483_Arg547delinsLys)] p.[(Arg519%)];[(Arg1461Glufs*31)] p.[(Arg342*)];[(Phe1232Ser)]
Consanguinity + + + + + - - -
Age (years) 13 8 2 10 20 5 2 10
Sex
Height -3.3SD -2.3SD -2.5SD -4.8 SD -2.5SD -2.5SD -1.3SD
Weight -0.2SD -1.7SD -0.2SD -3.9SD -1.9SD -1.3SD -0.96 SD
Head circumference -0.25SD NR +0.9 SD -1.1SD +0.5 SD -0.23SD 0.43 SD
Congenital cataract + + + + + + - +
Secondary glaucoma + + + + + + -
Hearing loss + - - + (Bilateral moderate CHL) + (SNHL) + (bilateral SNHL) - +
Coarse facial appearance + + + + + + + +
Epicanthal folds + + + + +
Thick columella/alae nasi + + + +
Scoliosis/skeletal abnormalities + + + + + + +
Broad thumbs NR NR NR NR + + +
Fifth finger clinodactyly NR NR NR NR + + + +
Teeth abnormalities + + + + + + +
Calcium abnormalities Hypocalce.mla,' Nephrocalcinosis - Hypocalcemia Newborn hypercalcemia, hy.perc.alcmrla, childhood - -
nephrocalcinosis nephrocalcinosis
Hypothyroidism - - - + + (diagnosed at 20 yo) - -
Developmental delay + + Spe.aal edu'catlon Special education instruction + +
instruction
’ ’ Restricted diffusion in
Brain Abnormalities stroke (right stroke (l.’lght White matter lesions periventricular white
caudate nucleus) |corpus striatum)
matter
. . - - . . . - Persistent
Genitourinary findings Cryptorchidism, shawl scrotum Right kidney agenesis Cryptorchidism -
proteinuria
Reference (Tiosano et al., 2019) (Tiosano et al., 2019) (Tiosano et al., 2019) (Galarreta et al., 2022) This study

Table 1. Mutational and clinical features of patients with PIK3C2A related syndrome. F: female, M: male, Y: yes, N: no, CHL: conductive hearing loss, SNHL:
sensorineural hearing loss.
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Figure 1. Identification of two variants in PIK3C2A for a family explored by WES.

(A) Pedigree of the family including one affected daughter (Il.1). (B) Sanger sequencing and
segregation. Sanger sequencing was performed on genomic DNA to confirm the variants and
to assess the biallelic status of the variants. PIK3C2A gene and protein structure. (C) Schematic
of PIK3C2A gene (NM_002645.4) and (D) protein (AC:000443, ID:P3C2A_HUMAN) including
known pathogenic variations already reported (black) and those from our family (red)
(Galarreta et al., 2022; Tiosano et al., 2019).
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Figure 2. mRNA and protein levels of PIK3C2A in patient’s skin fibroblasts.

(A) Quantitative real-time PCR was performed on RNA extracted from fibroblasts of the
patient and two healthy unrelated control, using two pairs of primers amplifying between
exons 19-20 and exons 29-31. PIK3C2A expression data were performed in triplicate. The
normalized fold expression of the target genes was calculated using the comparative cycle
threshold (Ct) method (2-AACt method) by normalizing target mRNA Ct to those a reference
gene (GAPDH). Data are presented as relative expressions + SEM (ANOVA, ns: non-significant,
***: p <0.001, ****: p < 0.0001). (B) Sanger sequencing was performed on cDNA to confirm
that the decreased level of PIK3C2A mRNA expression is due to the expression of only one
allele (the allele carrying the nonsense variant (c.1024C>T, p.(Arg342%*)) is not expressed). (C)
PIK3C2A protein expression in whole cell lysates from skin-derived fibroblasts from the patient
and two healthy controls was revealed by Western blot using an anti-PIK3C2A antibody and
an anti-B-Tubulin antibody for the loading control. (D) Densitometry of western blot results
was performed using Imagel. Results are shown with the data combined from three separate
experiments performed on biological triplicates. p-values and significance were determined
using ordinary one-way ANOVA, ns: non-significant.
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Figure 3. Non-functional PIK3C2A in patient skin fibroblasts. Altered Pl metabolism in
patient skin fibroblasts.

(A) Immunofluorescence analysis of PI3P localization at the base of the primary cilium. Primary
cilia were labeled with an anti-ARL13B antibody (red), PI3P with anti-PI3P antibody (green),
and the nucleus was visualized with Hoechst staining (blue). Images were taken with an
inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil immersion objective). Scale
bars 10 um. (B) Quantification of the number of the green spots corresponding to PI3P within
a diameter of 8um around the cilia (left panel) and measurement of the surface area of each
spot (right panel). The analysis was performed with Fiji using a developed macro to quantify
these data using n=3 independent experiments and 10 cells per genotype for each experiment.
p-values and significance were determined using t-test ****: p < 0.0001. (C) Quantification of
PI3P was analysed by ELISA assay on phospholipid extracts from controls and patient’s skin
fibroblasts. The experiment was performed on biological samples in triplicate and PI3P
extracts were deposited in quadruplicate on the ELISA plate n=3. p-values and significance
were determined using ordinary one-way ANOVA (Tukey’s multiple comparison test). ns: non-
significant, ****: p < 0.0001
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Figure 4. Functional assessment of PIK3C2A variations/Ciliary defects due PIK3C2A variants
in patient skin fibroblasts.

(A) Representative images of ciliogenesis in skin-derived fibroblasts from controls and the
patient. Primary cilia were labeled with an anti-ARL13B antibody (green), the basal body with
anti-y-Tubulin antibody (red) and the nucleus was visualized with Hoechst staining (blue).
Images were taken with an inverted confocal fluorescence microscope (Zeiss LSM 800, 63x oil
immersion objective). Scale bars 10 um. (B) Ciliated cells were counted on serum-deprived (48
h) controls and the patient’s skin-derived fibroblasts fixed for immunofluorescence and
stained with an anti-ARL13B (green) antibody. Images were taken with an Incucyte S3
Sartorius (20x objective), allowing a combined visualization of phase (cells) and fluorescence
(cilia). (C) Percentage of patient’s skin fibroblasts with cilia. The percentage of ciliated cells
was calculated by dividing PC counts by cellular counts (n = 400 cells analyzed for each of the
controls and the patient). p-values and significance were determined using ordinary one-way
ANOVA, ns: non-significant (for Il.1 nsp= 0,9936) , ****: p < 0.0001. (D) Quantification of
primary cilia length (n = 400 cells analyzed for each of the controls and patient). p-values and
significance were determined using the Kruskal-Wallis test ****: p < 0.0001 (for Il.1 ****. p=
0.0005) . In (C,D), the measured number of cilia (n) represents pooled data from two separate
experiments performed on biological triplicates of each sample in each experiment.
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Figure 5. Hh-signaling transduction alteration in PIK3C2A patient skin fibroblasts.

Assessment of Hh-signal transduction by quantification of the expression levels of two Hh
target genes (PTCH1 and GLI1) on Hh-stimulated cells (+SAG) from controls and the patient
with (-FCS) and without (+FCS) inducing ciliogenesis. The expression of both genes was
normally induced in controls except in control 2, whereas an important induction was found
in the patient. The expression data performed with biological triplicates were normalized to
the reference gene GAPDH mRNA expression data, and the values were presented as relative
expression levels £ SEM. p-values and significance were determined using a two-way ANOVA
test (Tukey’s multiple comparison test). ns: non-significant, **: p < 0.01, ****: p < 0.0001.
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Figure 6. PIK3C2A variants causes delayed proliferation rates in the patient’s skin-
fibroblasts.

Proliferation curve of primary skin fibroblasts from the patient and two unrelated healthy
controls. The analysis was performed with an Incucyte S3 Sartorius (20x objective), allowing
to evaluate the proliferation of cells in 24-well plats in time (9 days). Values are reported as
the mean + SEM from 3 independent experiments. p-values and significance were determined
using a two-way ANOVA test (*: p < 0.1, ****: p < 0.0001).
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SUPPLEMENTARY DATA

Multiple sequence alighment

Multiple protein sequences alignment of human PIK3C2A together with metazoan PIK3C2A and
PIK3C2B. Proteins were extracted from the eggNOG database (v 4.5.1) (Huerta-Cepas et al., 2015). The
complete liste is: 6239.F39B1.1, 400682.PAC_15717107, 45351.ED0O45977, 7668.SPU_025524-tr,
7739.XP_002590193.1, 6669.EFX89515, 7165.AGAP011036-PA, 7227.FBpp0075818, 7460.GB48994-
PA,  7955.ENSDARP00000110942, 8090.ENSORLP00000013515, 9031.ENSGALP00000000882,

9612.ENSCAFP00000014201, 10090.ENSMUSP00000076911, 9601.ENSPPYP00000000347,
9606.ENSP00000356155, 7955.ENSDARP00000120821, 8090.ENSORLP0O0000001586,
9031.ENSGALP0O0000009863, 9612.ENSCAFP00000036143, 10090.ENSMUSP00000126092,

9601.ENSPPYP00000003968, 9606.ENSP00000265970. Sequences were aligned using Clustal O as a
guide (Sievers and Higgins, 2018) and then manually refined. Species were ordered according to the
NCBI taxonomy thanks to the phyloT online tool (https://phylot.biobyte.de/). Alignment is displayed
thanks to Jalview (Waterhouse et al., 2009). The missense is highlighted below the alignment with a
“*”_ The Phel232Ser is a highly conserved aminoacid position in the kinase domain of the protein
(Supplementary Figure S1A).

3D modelling

PIK3C2A (AC:000443) structural model (AF-O00443-F1) has been predicted using the AlphaFold
software (Jumper et al., 2021). The PI3Ka and PI3Kc domains have very high (pLDDT > 90) confidence.
Important functional residues within the PI3Ka and PI3Kc domains have been annotated based on the
following scheme: the ATP binding residues (1111, 1114-1116, 1118, 1129, 1131, 1134, 1165, 1176-
1180, 1185, 1188, 1252, 1254, 1264, 1265), the catalytic loop residues (1244-1252) and the activation
loop residues (1265-1292) (Walker et al., 2000, 1999).

In order to observe the effect of the Phe1232Ser missense variant, a 3D model was generated using
AlphaFold2. As a control, the wildtype 3D model of PIK3C2 has been regenerated. A singularity
container was setup (Singularity v3.6.4) containing all necessary elements to run AlphaFold (v2.1.0).
All databases provided by the authors have been download and the small bfd database was used to
reduce the huge amount of data storage regrouping part of the 2.5 billions of protein sequences.
Analysis were made on a 1.47 To RAM with 64 CPU on a GNU/Linux 4.15.0-197-generic x86_64 server
with Ubuntu 18.04.3. Due to issues in the computational steps, and according to the developers’
advices, the last relaxation step was skipped. All other parameters were set to default.

Bioinformatics prediction

To assess the effect of Phe1232Ser missense several bioinformatics predictions have been applied. All
these methods have proposed a possible deleterious effect of such a change including CADD (v1.6)
with a Phred score of 32 (Raw score: 4.399001)(Rentzsch et al., 2019), REVEL (v2021-05-03) and a score
of 0.975 (loannidis et al., 2016), PolyPhen2 probably damaging for both prediction models (HumDiv:1.0
and HumVar:0.99) (Adzhubei et al., 2010), SIFT (v6.2.0): deleterious (score: 0.00, median: 3.11) (Kumar
et al., 2009).
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Supplementary Figure S1. Multiple sequence alignment and 3D modelling of the missense variant.
(A) Multiple sequence alighnments of PIK3C2A and PIK3C2B proteins from different metazoan species
showing the strict conservation of the amino acid at position 1232. (B) Alphafold structural model of
the PIK3C2B protein (AC:000443). Located in the PI3Kc domain position 1232 is highlighted using a
black dashed rectangle. PIK3C2B protein domains are described as following: RBD (lightpink), C2
domains (paleyellow), PI3Ka (palegreen), PI3Kc (orange) and PX (palecyan) and the Phe1232. (C) Zoom
to the position Phe1232 within the PI3Kc domain and (D) to the substituted Ser on the generated
model. Important functional residues have been highlighted (sticks) ATP binding residues (wheat),
catalytic loop residues (black) and activation loop residues (palecyan).
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Supplementary Figure S2. SHH-signaling transduction alteration in PIK3C2A patient’s skin
fibroblasts.

Assessment of SHH-signal transduction by quantification of the expression levels of two SHH target
genes (PTCH1 and GLI1) from controls and the patient in four different conditions, with and without
inducing ciliogenesis (+/- FCS) and SHH activation (+/- SAG). The expression of both genes was normally
induced in controls except in control 2, whereas an important induction was found in the patient. The
expression data performed with biological triplicates were normalized to the reference gene GAPDH
MRNA expression data, and the values were presented as relative expression levels + SEM. p-values
and significance were determined using a two-way ANOVA test (Tukey’s multiple comparison test). ns:
non-significant, **: p < 0.01, ****: p < 0.0001.



Localisation/effect Total Homozygous Heterozygous
5'UTR 941 315 626
3'UTR 1368 471 897
Upstream 796 317 479
Downstream 608 269 339
Frameshift 272 101 171
Start loss 40 10 30
Stop gain 152 24 128
Stop loss 19 6 13
In-frame 396 119 277
Intron 26672 9311 17361
Missense 12470 3556 8914
Splice site 129 30 99
Synonymous 12383 3950 8433
Intergenic 4075 1722 2353

Supplementary Table S1. Distribution of the 60672 SNV/indel identified using the WES in the index

case.
Name Type Date of puncture Sex Passage numbers
Ctrl1 Skin fibroblasts | 09/02/2017 (39 years) M P8
Ctrl2 Skin fibroblasts | 12/04/2007 (53 years) F P14
Ctri3 Skin fibroblasts | 12/04/2007 (30 years) F P11
Ctrl4 Skin fibroblasts | 05/04/2016 (37 years) F P9
Ctrl5 Skin fibroblasts | 21/04/2010 (68 years) F P6
1.1 Skin fibroblasts | 10/05/2022 (8 years) F P4

Supplementary Table S2. List of controls and the patient with some related information.

Application Ge(:leG?l:;r;"le Exon |Forward (5'-3') Reverse (5'-3') Size
A AGCCTAAGGTGGATAATGTGGA |GGCAGGAGAAGGGTGTGAA 426bp
gDN PIK3C2A TCCCAGTTTGTATGCTATTGAGA |TATGTTCAAATGGAGCCGCG 409bp
2to3 |TCAAAAGTCAGCAATCTACAGGT [TGGCAAACTACTGGTCCCAT 345bp
IK3C2A 22 t0 24-25|TTTCAAATGTCTCTCAACTGGC CCGATCCCTTTTGAAGCTG 347bp
P 19to 20 |CCAGACAGGTTGTTCTCCAA AGAACTGAAGAAGGAACACGAC 134bp
cDNA 29to 31 |CGGATGTAGCAGAGTGTGATCT |TGGATAATTTCACAGCTCCTCC 144bp
GLI1 7t09 |CTGCAGCCAGGAATTTGACT CGAGGCGTGAGTATGACTTCC 224bp
PTCH1 2-3to3 |GTGGAAGTTGGAGGACGAGT AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154bp
GAPDH 4-5t0 6 |GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197bp

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




Application | Antibody Species | Dilution | Reference

Anti-PIK3C2A Rabbit | 1/1500 |22028-1-AP Proteintech
Anti-BTUBULIN Rabbit | 1/2500 |2128 Cell signaling

we Anti-mouse (HRP linked) secondary Horse | 1/2000 |7076 Cell signaling
Anti-rabbit (HRP linked) secondary Donkey | 1/2000 |7074 Cell signaling
Anti-ARL13B Mouse 1/500 |Sc-515784, Santa Cruz biotechnology
Anti-ARL13B Rabbit 1/200 |17711-1-AP, Proteintech
Anti-Tubulin Rabbit 1/500 |PA5-34815, Invitrogen

¥ Anti-PI3P Mouse 1/200 |Z-P003, Echelon Biosciences Inc

Anti-mouse (Alexa Fluor™ 488) secondary Goat 1/500 |A11001, Invitrogen
Anti-rabbit (Alexa Fluor™594) secondary Donkey | 1/500 |[A21207, Invitrogen

Supplementary Table S4. List of antibodies used in this study.
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l. Introduction

A Le gene CDK10

Le gene CDK10 (Cyclin Dependent Kinase 10) situé sur le chromosome 16 (16g24.3) code une
sérine-thréonine kinase de 41kDa qui est exprimé d’'une maniere ubiquitaire et mise en
évidence dans les années 2000. CDK10 présente 7 isoformes issues de I'épissage alternatif aux
extrémités 5’ et 3’ UTR du géne. Lisoforme principale (NM_052988.4) code pour une protéine
de 350 AA (NP_919428.1) qui est majoritairement exprimée dans tous les tissus a l'exception
du cerveau et du muscle (Sergere et al., 2000). Seule cette derniére est catalytiquement active
et est capable d’étre adressée dans le noyau grace au signal de localisation nucléaire (NLS pour
« Nuclear Localization Sequence ») qui se trouve a I'extrémité C-terminale (C-ter) de la protéine
(Guen et al., 2017).

La protéine CDK10 appartient a la famille des kinases dépendantes des cyclines (CDK pour «
Cyclin-Dependant Kinase »). Elle est caractérisée par deux domaines, le domaine Sérine-
thréonine kinase qui s’étend sur 284 AA quasiment sur toute la protéine (de I’AA 39 a 323) et
le domaine de liaison a I'ATP (ATP binding site) qui se situe en début de la protéine permettant,
en partie, son activité catalytique (

Figure 43A).

En 2013, des études d’interactions protéiques ont permis de mettre en évidence une
interaction entre la protéine CDK10 et la cycline Q (initialement nommée cycline M, codé par
le géne CCNQ). La cycline Q interagit avec CDK10 grace a son domaine N-terminal (N-ter),
permettant son activité catalytique kinase et assurant sa stabilité en empéchant sa
dégradation par le protéasome (Guen et al., 2013; Robert et al., 2021) (Figure 43B).

CDK10 joue un réle fondamental dans la régulation de la progression du cycle cellulaire et elle
participe activement a d’autres fonctions comme la régulation transcriptionnelle au cours de
la prolifération cellulaire et du développement embryonnaire (Kasten and Giordano, 2001; Yu
etal., 2012; Zehra et al., 2019). Comme certaines CDKs dites « transcriptionnelles », une étude
récente retrouve le « Carboxy-Terminal Domain » (CTD) de 'ARN polymérase || comme étant
un substrat de CDK10 expliquant son réle dans la régulation de la transcription (Duster et al.,
2022; Guen et al., 2017). Son réle dans la prolifération cellulaire semble étre variable et opposé
en fonction de l'isoforme considérée. Certaines études ont montré que CDK10 assure un
contrdle positif de la division cellulaire en agissant activement au niveau de la phase G2/M
permettant la division de la cellule, notamment dans les tumeurs de telle sorte que certaine
étude le considere une cible thérapeuthiques du cancer. Par contre d’autres études, considere
gue CDK10 n’a aucun effet sur la croissance tumorale d’ostéosarcomes murins (Bagella et al.,
2006). Des expériences réalisées sur des fibroblastes cutanées humaines KO CDK107-n’ont mis
en évidence aucune différence de prolifération et de progression du cycle cellulaire de ces
dernieres (Windpassinger et al., 2017). |l a été démontré, que par son activité de régulation
transcriptionnelle et son activité kinase, CDK10 peu inhiber le facteur de transcription pro
oncogénique ETS2 (V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2) réprimant ainsi la
prolifération tumorale (Kasten and Giordano, 2001).
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Pour conclure, selon les mécanismes complexes auxquelles CDK10 est soumise, elle peut a la
fois réprimer et promouvoir la prolifération tumorale (Robert et al., 2020).

A.
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Figure 43 : CDK10. A. Représentation schématique des différents domaines protéiques de CDK10 avec
la position des AA correspondants a leur début et a leur fin sur la protéine (Séquence de référence :
NM_052988.4, GRCh37/hg19). B. Modeéle structural basé sur la structure cristallographique du couple
CDK12 (en vert) /Cycline K (en gris), représentant I'interface d’interaction (en violet) de I’hétérodimeére
CDK10 (en bleu) /Cycline Q (initialement cycline M) (en jaune), avec les différentes hélices aimpliquées.
A droite une vue obtenue apreés avoir réalisé une rotation de 180° a partir de la vue a gauche (Robert
et al. 2021).

B. Réle de CDK10 dans le cil primaire

CDK10 forme un hétérodimeére avec la cycline Q, le couple CDK10/Cycline Q est localisé a la
base du cil primaire, concentré au niveau du centriole mére et joue le réle d’'un répresseur de
la ciliogénése. Des études ont montré que des défauts d’expression de I’hétérodimeére
n‘altérent en rien I'intégrité du corps basal. En revanche, l'activité de I'hétérodimeére en tant
gue suppresseur de la ciliogénese passerait plutdét par une modulation de la dynamique de
I'actine ayant pour conséquence une suppression de I'assemblage du cil (Guen et al., 2016). Le
couple CDK10/Cycline Q phosphoryle la protéine PKN2 a la base du cil. PKN2 phosphorylé va
a son tour activer la protéine RhoA, une GTPase enrichie au niveau du corps basal ciliaire
impliquée dans le maintien des fibres de stress d’actine qui vas s‘'opposer a I'’élongation du cil.
Il a été déja démontré que l'inhibition de RhoA permet de promouvoir la ciliogénese
(Hernandez-Hernandez et al., 2013) et que, a I'opposé, son hyperactivation empéche la
polymérisation du réseau d’actine et ainsi I'’élongation du cil. Cette dérégulation de RhoA a été
rapporté dans de nombreuses ciliopathies « typiques » comme le syndrome de Bardet-Bied|
(Guen et al., 2016). Des défauts d’expression de I'hétérodimere CDK10/CyclineQ favorisent
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donc I'assemblage et I’élongation des cils primaires, via la perturbation du réseau d’actine, par
le biais d’'un axe de régulation PKN2-RhoA, sans promouvoir la sortie du cycle cellulaire. Des
résultats similaires obtenus avec I'induction d’une version non phosphorylable de PKN2 ou
avec une expression ectopique de RhoA, suggerent que cette derniere est donc critique pour
I'effet négatif de CDK10/Cycline Q sur la ciliogénése (Figure 44).

Labsence d’expression de CDK10 dans des lignées hTERT-RPE1 humaines (cellules
immortalisées de I'épithélium pigmenté rétinien) (Guen et al., 2016) et des fibroblastes
embryonnaires murines KO Cdk107 (Windpassinger et al., 2017) conduit a I'augmentation du
nombre de cellules ciliées pourvues de cils plus longs par rapport aux contréles. A 'inverse,
lorsque les défauts d’activité de CDK10 sont liés a des variations pathogénes présentes dans
son domaine C-terminal (dans le signal de localisation nucléaire NLS), les cils observés sont
plus courts voir absents, et ce a cause de la perte de fonctions nucléaires de la protéine et le
gain de fonctions cytoplasmiques (notamment ciliaires) (Guen et al., 2018; Robert et al., 2021).
D’autres études réalisées sur la souris KO Cdk107- ont mis en évidences des modifications
d’expressions dans les genes BBS4 et CEP290. BBS4 interagit avec CEP290 et fait partie du
BBSome. Ces résultats que le couple CDK10/Cycline Q pourrait aussi étre impliqué dans le
trafic ciliaire : une hypothése qui reste a étre démontrée.

Jusqu’a présent aucune étude sur cellules humaines de patients porteurs de variants dans le
géne CDK10 n’a permis de mettre en évidence une élongation du cil primaire. De méme,
aucune étude n’a montré I'impact de la version mutée de CDK10 sur la fonction ciliaire et plus
particulierement sur la régulation de l'activation de la voie SHH qui est le plus souvent
déréguler avec l'altération du cil (ciliogénese et longueur du cil).

\ . Corps basal Polymérisation Actine

1

Ciliogénese

o Phosphorylation

Figure 44 : Role de CDK10 dans le cil primaire. Modele schématique de la régulation de la dynamique
de l'actine et de la ciliogénése par le couple CDK10/Cycline Q, localisé au niveau du corps basal ciliaire
(Adapté de Guen et al. 2016, Biorender).
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C. Le syndrome d’Al Kaissi

Le syndrome d’Al Kaissi (MIM#617694) est une maladie génétique ultra rare de description
relativement récente avec un mode de transmission autosomique récessive. Le syndrome est
causé par la mutation du gene CDk10, il s'agit d’'un syndrome poly malformatif associant un
retard de croissance pré et post-natal souvent majeur, une hypotonie avec un retard de
développement psychomoteur, une déficience intellectuelle (DI) modérée a sévére et des
anomalies cérébrales. D’autres atteintes son également observés comme les anomalies
cardiaques et squelettiques avec des particularités morphologiques du visage et des
extrémités. Certains phénotypes n‘ont été observé que chez un seul patient comme la
rétinopathie pigmentaire et une dysplasie multi kystique rénale observée chez un autre
(Darcha et al., 2021; Windpassinger et al., 2017). A ce jour, seulement 14 patients issus de 9
familles ont été rapportés, ce qui fait que ce syndrome est trés peu connu et pas suffisamment
étudier. Le tableau clinique de ce syndrome ne présente pas d'anomalie totalement spécifique
ce qui le rend difficilement détectable. Finalement, c’est I'association des différents syndromes
et le diagnostic moléculaire qui permettent de confirmer le diagnostic clinique du syndrome.

A ce jour, 11 variants ont été rapportés dans le ggéne CDK10 dont une large délétion, 8 variants
tronquants (variants d’épissage, micro-délétion causant un frameshift) et 2 faux-sens (Darcha
et al., 2021; Guen et al., 2018). Des tests fonctionnels ont été réalisé pour 3 (1 frameshift et 2
variants d’épissage) parmi les variants rapportés, les résultats ont montré que les variants
d’épissage provoquent l'apparition d’exons tronqués et/ou la rétention d’introns, avec la
présence d’un systeme de dégradation des ARN messagers (ARNm) non-sens (« Nonsense-
Mediated Decay » (NMD)) confirmant ainsi leur caractere délétere. Sinon, les autres variants
ont, jusqu’a présent, été rapportés sans aucune investigation supplémentaire permettant de
préciser leur effet sur la fonction de la protéine (Lindeboom et al., 2019).
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1. Synopsis

Pendant ma these, j'ai participé a I'encadrement de Manon Chrétien, interne en médecine qui
a réalisé son Master 2 au cours d’une année de recherche au sein de notre laboratoire. Le
projet porte sur le syndrome d’Al Kaissi causé par des variants bialléliques pathogénes du géne
CDK10. Ce projet a été porté par Manon Chrétien qui a collecté la cohorte de patients atteints
du syndrome d’Al Kaissi a partir d’un cas pris en charge par le service de génétique médicale a
Strasbourg. Nous avons ainsi pu approfondir nos connaissances de ce syndrome qui fait partie
des ciliopathies avec une atteinte a priori du cil primaire. Dans le cadre de ce projet, j'ai aidé a
mettre en place et adapter la « boite a outils ciliopathies » pour un gene différent de ceux
testés jusque-la. J'ai ainsi accompagné Manon tout au long de cette année, je lui ai transmis
toutes les techniques que jai apprises et réalisées pendant ma thése pour qu’elles les
appliquent a son propre projet de recherche.

A ce jour seulement 14 patients issus de 9 familles ont été rapportés avec 11 variants dans le
géne CDK10, ce qui fait que ce syndrome est finalement encore trés peu connu et peu
documenté. Au vu de la rareté du syndrome, nous avons décidé d’établir une cohorte de
patients présentant des variants bialléliques du géne CDK10 afin d’étendre le spectre clinique
et mutationnel. Via différents appels a collaboration et notamment GeneMatcher, Manon
Chrétien a pu mettre en place cette cohorte de patients qui se compose actuellement de 15
individus issus de 13 familles distinctes porteurs de 16 variants différents dont 7 sont
considérés de signification incertaine (VSI).

Lobjectif principal de ce projet était d’analyser les données génétiques et cliniques en les
comparant a celles de la littérature et d’apporter des arguments fonctionnels via différentes
techniques afin de pouvoir réinterpréter ces variations de signification incertaine et pouvoir
ainsi établir un diagnostic moléculaire pour ces patients. Nous avons donc appliqué les tests
fonctionnels permettant d’étudier I'expression génique, I'expression protéique et la fonction
de CDK10 sur une sélection de patients dont une famille strasbourgeoise pour lesquels nous
disposions les fibroblastes cutanés au laboratoire. Jai donc formé et accompagné Manon
Chrétien dans la réalisation des différentes expériences sur les fibroblastes cutanés des
patients sélectionnés. Les études fonctionnelles ont permis de prouver la pathogénicité de 6
des 7 variants de signification incertaine. La pathogénicité des variants faux-sens a été
démontré en mettant en évidence une diminution d’expression génique et/ou protéique, via
la visualisation d’un défaut partiel de translocation nucléaire ou via la constatation d’une perte
du phénotype d’interaction au moyen d’une étude en double-hybride dans la levure. Ces deux
expériences ont été réalisée par Manon Chrétien dans le cadre d’'une collaboration avec
I'équipe du Dr. Pierre Colas de Roscoff (UMR 8227). Pour les variants d’épissages, le
séquencage de I’ADNc a permis de montrer une abolition du site canonique donneur
d’épissage GT ou la présence de plusieurs transcrits alternatifs apres électrophorese sur gel
d’agarose. Ces caractérisations fonctionnelles ont ainsi permis de reclasser les variants de
signification incertaine (classe 3) en variants probablement pathogénes (classe 4). Ce travail a
permis de résoudre 5 familles permettant ainsi d’avoir acces a un conseil génétique fiable.
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Le syndrome d'Al Kaissi est de description récente et les données démontrant le lien entre le
cil primaire et la protéine CDK10 restent rares. En outre, son appartenance au groupe des
ciliopathies a été évoqué, mais reste encore a préciser, tant sur le plan clinique que biologique.
La caractérisation de l'impact des variants sur le phénotype ciliaire et sur la voie SHH était donc
I'objectif secondaire de cette étude. Pour cela nous avons appliqué la « boite a outils
ciliopathie » sur la méme sélection des 5 patients résolus. Certains patients présentaient une
élongation du cil primaire confirmant ainsi le réle répresseur de CDK10 sur la ciliogénese. Une
sous-activation de la voie SHH a été notamment observée chez tous les patients. Ces résultats
renforcent I'appartenance du syndrome d’Al Kaissi au groupe hétérogene des ciliopathies.

Cette étude fait 'objet d’un article qui devrait étre soumis prochainement.

1. Article
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ABSTRACT

Al Kaissi syndrome (#MIM617694) is an autosomal recessive disorder linked to the CDK10
gene combining growth delay, intellectual disability, thin corpus callosum, morphological
features and vertebral segmentation defects. The CDK10 gene encodes a serine-threonine
kinase that is thought to be involved in ciliogenesis, making Al Kaissi syndrome a ciliopathy.
Since 2017, only 14 individuals have been reported in the literature, mostly carrying loss-of-
function variations.

We report on the clinical, molecular and functional aspects of an international cohort of 15
patients including 9 new cases from 13 families, carrying variants in the CDK10 gene.
Functional characterizations of the variants were performed using skin fibroblasts and cell
models.

Clinically, all our patients have a mild to severe intellectual disability (10/10). Some patients
(9/14) had postnatal growth retardation. Eight of them (8/15) have hypoplasia of the corpus
callosum. Finally, four individuals (4/9) have vertebral segmentation defects. At the
molecular level, the pathogenicity of 7 variations of uncertain significance could be assessed
including 3 missense, one in frame deletion, and three splice variants. As previously
described (only on cell models and murine cells), we confirm in patients an elongation of
primary cilia on human cells (skin fibroblasts).

This study describing the largest cohort of patients with Al Kaissi syndrome allows to
broaden the clinical and molecular spectrum and finally allows a better understanding of its
natural history and its membership in the heterogeneous group of ciliopathies.

Keywords: Al Kaissi syndrome, ciliopathy, CDK10 biallelic variations, functional tests.

(Kahrizi et al., 2019)



INTRODUCTION
Ciliopathies form a group of rare genetic diseases characterized by defective primary or

motile cilia. Primary cilia act as sensor organelles during embryonic development and are
present at the surface of most differentiated cells (Sreekumar & Norris, 2019) (Mill,
Christensen, & Pedersen, 2023). Ciliopathies present great clinical and molecular
heterogeneities, yet with overlapping pathological manifestations (Hildebrandt, Benzing, &
Katsanis, 2011) (Reiter & Leroux, 2017). Ciliogenesis is a dynamic cellular process that occurs
during the quiescent phase of the cell cycle (GO) and that involves the actin cytoskeleton
(Copeland, 2020). About 1000 proteins are thought to be involved in the elongation, stability
and function of the primary cilium (Arnaiz, Cohen, Tassin, & Koll, 2014). Primary cilia play a
central role in embryonic development, notably through their involvement in major
regulatory pathways including Wnt (canonical or not), SHH (sonic hedgehog), PDGF, FGF, and
Notch pathways (Pala, Alomari, & Nauli, 2017).

Al Kaissi syndrome (ALKAS; MIM: 617694) is a recently described clinical entity that is
observed as an autosomal recessive trait, directly attributed to pathogenic biallelic variants
in the CDK10 gene that encodes cyclin-dependent kinase 10 (Windpassinger et al., 2017)
(Guen et al., 2018). ALKAS is a polymalformative syndrome with major pre- and postnatal
growth retardation, hypotonia with developmental delay, moderate to severe intellectual
disability, thin corpus callosum, dysmorphic features of face and extremities (small hands,
clinodactyly) and very specific skeletal abnormalities such as vertebral segmentation defects
mainly involving the cervical spine. Congenital hypothyroidism and recurrent lower lung
infections have also been repeatedly observed. A case of ALKAS with retinitis pigmentosa
has been reported (Guen et al., 2018). These last elements echo ciliopathic phenotypes.
Fourteen individuals from 9 unrelated families have been reported to date, carrying a large
deletion, 8 truncating variants of the protein, or 2 missense variants (Karaca et al., 2015)
(Windpassinger et al., 2017) (Guen et al., 2018) (Kahrizi et al., 2019) (Darcha et al., 2021)
(Supplementary Table 1). As frequently observed with cyclin-dependent kinases (CDKs)
(Colas, 2020), the mouse Cdk10”/ null model only partially recapitulates ALKAS, whilst
presenting defects that have not been observed in patients with ALKAS (Windpassinger et
al.,, 2017). However, the phenotypic description and the transcriptomic analysis of this
mouse model, as well as neurogenesis studies performed in zebrafish (Yeh, Kao, Cheng, &
Hsu, 2013), point to an essential role of CDK10 in vertebrate embryonic development.

CDK10 is a ubiquitously expressed serine-threonine kinase of 41 kDa that bears a C-terminal

bipartite nuclear localization signal (NLS) (Sergere, Thuret, Le Roux, Carosella, & Leteurtre,



2000), in addition to the hallmarks of cyclin-dependent kinases (Guen, Gamble, Lees, &
Colas, 2017). Located on chromosome 16, its coding gene is 9.5 kb long, comprises 13 exons,
and is subjected to complex splicing events (Crawford et al., 1999) (Supplementary Figure
1). Cyclin M (recently renamed Cyclin Q) was identified as CDK10 activating subunit, and the
CDK10/CycQ heterodimer was shown to phosphorylate the ETS2 oncoprotein, thereby
contributing to its degradation by the proteasome (Guen et al., 2013). Loss-of-function
variations in the CCNQ (formerly FAM58A) gene that encodes CycQ cause the STAR
syndrome, a developmental defect that includes toe syndactyly, telecanthus, anogenital and
renal malformations (Unger et al., 2008), reviewed in (Colas, 2020). The truncated forms of
CycQ, if expressed at all in STAR patients, are unable to form a heterodimer with CDK10 and
as expected from the absence of active CDK10 kinase, STAR patient-derived cells show
increased levels of ETS2 protein (Guen et al., 2013). CDK10/CycQ also controls ciliogenesis
and actin network dynamics through a PKN2-RhoA regulatory axis, and elongated cilia were
observed in kidney sections of a STAR patient (Guen et al., 2016).

Here, we report the clinical and molecular data of 15 patients from 13 families (9 of which
never reported), all presenting homozygous or compound heterozygous variations in the
CDK10 gene, and whose phenotypic findings suggest a clinical diagnosis of ALKAS. We also
report the functional characterization of 9 variant alleles, 7 of which were considered as
variants of uncertain significance (VUS). Finally, we provide an assessment of ciliogenesis
and ciliary phenotypes in 5 patients’ cell lines. This allelic series study extends the clinical
and molecular spectrum of ALKAS and provides further biological insight into this

neurodevelopmental disorder.

RESULTS

Cohort description and phenotypic analysis

We analyzed and compared the phenotypes of 15 individuals from 13 distinct families, 9 of
which consanguineous and 4 of which already reported (Darcha et al., 2021) (Karaca et al.,
2015) (Kahrizi et al., 2019) (Windpassinger et al., 2017) (Figure 1A). Patients are from various
geographic origins with a few from European ancestry or Northern Africa as well as from Iran
(Table 1). This analysis was performed to the extent of the availability of clinical and
paraclinical explorations. The cohort includes a fetus and a patient who died at 3.5 months
of life (Table 1 and Table 2). Detailed phenotypic description of the patients is available in

Supplementary Table 3 and Supplementary Methods.



The most common clinical features are high forehead (8/14), downslanted palpebral fissures
(5/15), depressed nasal bridge (8/15), broad nasal tip (9/14), low-set and/or posteriorly
rotated ears (15/15) with abnormally shaped ears (8/14), thin upper lip (9/15) and small chin
(8/14). Patient D.II.1, who died 3.5 months after birth, presented clinical features suggesting
a midline defect: hypotelorism, congenital nasal pyriform aperture stenosis and solitary
median maxillary central incisor (Darcha et al., 2021). Nevus flammeus/angiomas (glabellar
or lower back regions) were observed in 5 individuals. Finally, some anomalies of extremities
are noted, including: small hands (6/13), bilateral clinodactyly of the fifth finger (4/13), deep
palmar and/or plantar creases (4/13) and overlapping toes (4/13) (Figure 1B, C and D).

Eight individuals (8/13) presented with intrauterine growth retardation (IUGR) with an
average of -2.9 SD (Standard Deviations) for height and -2.7 SD for weight. Nine patients
(9/14) presented with postnatal growth retardation (average of -3.2 SD for height and -3.1
SD for weight). Only one of the patients (1/9) presented a microcephaly at birth and 3
patients (3/12) experienced slowly progressive microcephaly (average of -3 SD). Five patients
(5/14) experienced feeding issues with iterative vomiting and gastrostomy for 3 of them
(individuals A.II.2, I.1l.3 and J.11.1). Development was delayed in most cases. More than half
of the individuals had congenital hypotonia (10/14). Eleven individuals (11/13) presented a
motor delay, ranging from an independent walking at 21 months to an absence of walking at
the age of 12 years old. Five individuals (5/10) presented wide-based gait once acquired, 3 of
them with muscular weakness. A language delay, mostly severe, was present in almost all
individuals (12/13). All patients that could be evaluated (10/10) presented with mild to
severe intellectual disability (ID). Some behavioral problems were observed (agitation, self-
injury, stereotypies) (4/11). Four individuals (4/12) presented seizures with no etiological
findings (one or two episodes, mostly in first months of life). Brain MRI (Magnetic Resonance
Imaging) was often abnormal: eight patients (8/15) presented thin corpus callosum
(sometimes with partial or complete agenesis) and six patients (6/15) presented enlarged
cerebral ventricles/colpocephaly (Figure 1E). Several patients (4/9) exhibited spine
anomalies, in particular a fusion of the posterior articular masses of the C2-C3 vertebrae.
One of them had multilayered segmentation defects (M.I1.4). Six individuals (6/12) had a
sacral dimple (Figure 1E). Heart defects were frequent with atrial septal defect (ASD; 6/13),
ventricular septal defect (VSD; 2/14) and pulmonary artery stenosis (2/14). Four individuals

(4/13) presented a neonatal respiratory distress. Two individuals (2/12) had unilateral



multicystic dysplastic kidney. Audition tests were normal for all individuals evaluated.

Ophthalmologic evaluations have revealed 3 individuals (3/12) with strabismus.

Identification of CDK10 variations

We report 16 different variations in the CDK10 gene, 10 of which have never been described
before. These variations are distributed throughout the gene and include 4 missense
variants, 1 inframe deletion, 3 splice variants, 3 large deletions (encompassing either the
whole CDK10 gene or several exons), 1 synonymous variant, 2 nonsense variants and 2
frame-shifting deletions (Table 1, Figure 1A and Figure 2). Among those variants, 7 were of
uncertain significance (class 3) (Richards et al., 2015)) and required further analysis. Those
variants included 4 missense variants whose amino acid positions are either moderately
(p.Glu9GlIn, individual L.Il.1) or highly conserved (p.Leul51Pro, D.ILI; p.Leul54Pro, A.ll.2;
p.Arg357His, G.II.3 and G.I1.4) during evolution. Although it affects a highly conserved amino
acid, the pathogenicity of the inframe deletion p.Leu211del (individual A.ll.2) is difficult to
predict. The synonymous variant ¢.792G>A; p.Pro264=, affecting the last base of exon 10
(C.I1.1) and the intronic variant c.87+5G>A (J.11.1) likely have a deleterious effect by affecting
splicing. The Glu9GIn missense variant (L.Il.1) may also have a potential effect on splicing
with the addition of a potential exonic splice enhancer (Supplementary Table 2). In order to
assess the pathogenicity of those variants of uncertain significance, we performed a number

of functional assays described below.

CDK10 variant gene expression analysis on patients’ cell lines

We quantified CDK10 gene expression in the 5 skin fibroblast lines that could be obtained
from patients. As previously observed (Windpassinger et al., 2017) (Guen et al., 2018), we
readily detected CDK10 expression in 2 control fibroblast lines, which presented no
significant difference in expression level between them. In basal culture conditions (with
serum), we detected a significant, 250% decrease of CDK10 expression in patients A.ll.2 and
K.Il.1 compared to controls, contrary to patients C.II.1 and J.ll.1 that showed no significant
difference. Cells from patient M.IL.5 presented a complete loss of transcript expression, as
expected from the large frameshift deletion affecting CDK10 (Figure 3 A). We then
performed a qualitative analysis of the CDK10 transcripts. Because A.ll.2 is a compound
heterozygous patient, we set out to determine the contribution of both variants

(c.[461T>C];[628_630del]) to the decreased expression. Gel electrophoresis of RT-PCR



products and cDNA sequencing revealed that both missense and inframe deletion alleles are
expressed and yield single amplicons at the expected size (Figure 3 B, a and b). Hence, both
alleles seem to contribute to the decreased CDK10 expression in patient A.ll.2.

Three of the 5 fibroblast cell lines available in this study carry homozygous variants for which
bioinformatics predictions strongly suggest an effect on CDK10 splicing. We thus examined
by gel electrophoresis of RT-PCR products the CDK10 splicing patterns in cells obtained from
patients C.1l.1 (synonymous variant affecting the last base of exon 10 ¢.792G>A; p.Pro264=),
J.II.1 (intronic variant close to the splice donor site ¢.87+5G>A) and K.II.1 (intronic variant
located in the canonical donor site c.608+1G>A). We used the latter to validate our
approach, since functional analyses previously suggested alternative splicing with 3 possible
transcripts (exon 8 and/or 10 skipping and intron 9 retention in particular) and revealed at
least half-decreased expression (Windpassinger et al., 2017). For this variant, we obtained 2
main amplicons, possibly corresponding to two abnormally spliced transcripts (Figure 3 C). A
similar analysis for patients C.Il.1 and J.Il.1 revealed the presence of a single amplicon, of
lower abundance compared to the controls. However, Sanger sequencing of both variants
confirmed the bioinformatics predictions by revealing the use of alternative splice donor
sites further upstream the canonical sites abolished by the variations (Figure 3 D and E).
These marked effects of these variants on the CDK10 transcript probably impact the cognate
proteins by producing a shifted reading frame. The variants carried by patients C.ll.1 and
J.II.1 can thus be described as ¢.792G>A, r.776_792del, p.(Ser259Argfs*45) and c.87+5G>A,
r.50_87del, p.(Arg17Profs*11), respectively.

Predictive analysis of the structural consequences of the CDK10 missense variants

Missense variations can disrupt the three-dimensional structure of the affected protein or
disrupt one or some of its interactions with macromolecules or other ligands. The former
situation usually directs the misfolded protein to the proteasome, which will degrade it. The
latter situation does not usually affects the level of expression of the protein but causes
interaction-specific or "edgetic” perturbations within regulatory networks (Sahni et al.,
2015). To study the type of perturbations engendered by the 5 missense variations in our
cohort, we first examined the positions of the affected amino acids in the structural model
of the CDK10 / CycQ heterodimer that we recently built (Robert, Dock-Bregeon, & Colas,
2021) (Figure 2 C). We also aligned the protein sequence of CDK10 with the sequences of
transcriptional CDKs (to which CDK10 belongs), and we reported on the alignment the

secondary structure elements that were experimentally determined on CDK13 (Greifenberg



et al., 2016) (Supplementary Figure 2). Our structural model covers CDK10 residues 32 to
343 and thus does not include Glu9 and Arg357. However, AlphaFold (Jumper et al., 2021)
predicts the formation of an amino-terminal hairpin formed by the interaction between 2
antiparallel B-sheets, stabilized by an interaction between Glu9 and Arg29 (Figure 2 C). The
function exerted by this putative hairpin and the impact of the Glu9GIn substitution on its
integrity remain unknown. Leu151 and Leul54 are located at the C-terminus of helix o.E. The
structural model suggests that they contribute to the cohesion of the kinase core, and more
specifically to the parallelism of helices aE and aF (Supplementary Figure 2 and Figure 2 D).
Leu210 belongs to a leucine—rich sequence (PELLLG) conserved in most transcriptional CDKs,
which forms a short helical segment after the T-loop (Supplementary Figure 2). Deletion of
any of the 3 successive Leucines is expected to severely compromise this small structural
item adjacent to the WYR motif, which, in CDK2, has been shown to build the wall of the
groove that accommodates the substrate (Figure 2 E). Since neither our model nor
AlphaFold covers the carboxy-terminus of CDK10, the structural consequence of the
Arg357His substitution cannot be predicted. However, this variation lies in the bi-partite

NLS, a functional motif that is not expected to contribute to the proper folding of CDK10.

Expression and subcellular localization of CDK10 missense variants ectopically expressed in
human cells
Because at least 3 missense variants are expected to disrupt the structure of CDK10, we

examined the levels of expression of Myc-tagged CDK10 variants in an immortalized human
retinal pigment epithelial cell line (hnTERT RPE-1). Except for CDK10.Arg357His, all missense
variants showed decreased expression levels as compared to CDK10.WT. Inhibiting the
proteasome activity by MG132 largely rescued these expression levels, almost to that of
CDK10.WT and Arg357His (Figure 4A). These results are congruent with the structural
predictions for variants Leul51Pro, Leul54Pro and Leu211del, which are partially degraded
by the proteasome because of their probable misfolding, and for variant Arg357His, which
shows no difference with wild type CDK10. They also suggest that variant Glu9GIn perturbs
the proper folding of CDK10 in these cells.

Because variant Arg357His affects the bipartite NLS of CDK10, we examined its subcellular
localization together with that of Myc-tagged CDK10.WT and other missense variants, in an
osteosarcoma-derived human cell line (U20S). As previously reported with a GFP-tagged
protein (Sergere et al., 2000), we observed that CDK10.WT was strictly localized in nuclei, as

were variants CDK10.Glu9GIn, Leul51Pro, Leul54Pro, Leu2lldel. Strikingly, variant



Arg357His retained a predominant nuclear localization but also showed a cytoplasmic
localization. To evaluate the extent of disruption of the NLS by the Arg357His substitution,
we also examined the subcellular localization of CDK10. ANLS, a man-made doubly-mutated
CDK10 form (Lys356Ala / Arg357Ala; (Robert et al., 2021)) that abolishes the downstream
basic cluster of the bipartite NLS. CDK10.ANLS showed a predominant cytoplasmic
localization (Figure 4 B, C). These experiments reveal that variant Arg357His shows a partial

nuclear translocation defect that may contribute to its pathogenicity.

Yeast two-hybrid protein interaction profiling of CDK10 missense variants

Yeast two-hybrid (Y2H) mating assays offer a powerful tool to determine protein interaction
profiles of missense or truncated variants (Reymond & Brent, 1995) (Robert et al., 2021).
The interactions between CDK10 and CycQ (Guen et al., 2013), ETS2 (Kasten & Giordano,
2001), SALL1 (Robert et al., 2021) were previously shown to produce robust Y2H
phenotypes. We thus assayed the ability of the 5 CDK10 missense variants (expressed as
baits, in fusion with the LexA DNA binding domain) to interact with these 3 proteins
(expressed as preys, in fusion with the B42 activation domain) in yeast (Figure 5 A). To check
the proper expression of the baits, we included a control peptide aptamer (RG22, fused to
the B112 activation domain) that binds to the LexA DNA binding domain and that produces
Y2H interaction phenotypes with most LexA-fusion proteins (Pamonsinlapatham et al.,
2008). As observed previously (Robert et al., 2021), CDK10.WT and CDK10.ANLS produced
strong Y2H interaction phenotypes with CycQ, ETS2, SALL1. CDK10.Glu9GIn and
CDK10.Arg357His showed the same interaction profiles as CDK10.WT and CDK10.ANLS,
including with peptide aptamer RG22, thus showing that they were properly expressed in
yeast. Despite an unusually long plate incubation that produced a hitherto never observed
interaction phenotype between LexA and CycQ, variants Leul51Pro, Leul54Pro and
Leu21ldel did not show any interaction phenotype, including with RG22, which strongly

suggests that they were not or very poorly expressed in yeast (Figure 5 A).

Expression in insect cells and in vitro kinase activity of CDK10 missense variants

We then set out to explore the in vitro kinase activity of the 5 missense variants. To this end,
we co-expressed GST-CDK10 (WT or variants) and Strep2-CycQ fusion proteins in insect cells,
using a bicistronic baculoviral expression system that allowed us to identify first small-

molecule inhibitors against this kinase (Robert et al., 2020). Whereas we readily expressed



GST-CDK10.WT, GIu9GIn and Arg357His, we failed to detect any expression of GST-
CDK10.Leul51Pro, Leul54Pro and Leu211del. The proper co-expression of Strep2-CycQ with
all 6 GST-CDK10 fusion proteins validated the viral productions and the insect cell infections
(Figure 5B). These results strongly suggest that variants Leul51Pro, Leul54Pro and
Leu21ldel totally fail to fold properly and undergo a massive proteolysis when
overexpressed in insect cells. We affinity-purified the 3 GST-CDK10 fusion proteins that were
properly expressed. As previously reported, Strep2-CycQ co-purified with GST-CDK10.WT
(Robert et al., 2021), and also with GST-CDK10.Glu9GIn and Arg357His, thereby confirming
the Y2H results and the ability of these two variants to form a robust complex with CycQ
(Figure 5C). We performed an in vitro kinase assays on the 3 heterodimers, using an
optimized combinatorial peptide as substrate (Robert et al., 2020). CDK10.Glu9GIn and
Arg357His showed a robust kinase activity, comparable to that of WT CDK10 (Figure 5D).

Non-functional CDK10 affects primary ciliogenesis or ciliary length

The involvement of the CDK10/CycQ protein kinase in the control of ciliogenesis prompted
us to examine the ability of the 5 patients’ cell lines to grow primary cilia properly. We
visualized primary cilia by immunofluorescence after a double staining of axonemes (Arl13B
protein) and basal bodies (y-tubulin protein) (Figure 6 A). Cells from patients A.ll.2
(p.[Leu154Pr]};[Leu211del]) and J.I.1 (c.87+45G>A), showed a significant increase in
percentage of ciliated cells compared to controls, whereas cells from patients M.II.5
(homozygous frameshift deletion of exons 2 and 3) and C.II.1 (c.792G>A; p.Pro264=) did not.
Surprisingly, cells from patient K.l.1 (c.608+1G>A) showed a significantly decreased
percentage of ciliated cells (Figure 6B). We then measured the length of primary cilia grown
by control and patient cell lines. Cells from patients A.1l.2, C.lIl.1 and M.II.5 grew cilia that
were significantly longer than those of both controls, whereas cells from patient K.Il.1 grew
cilia that were significantly shorter. In cells from patient J.II.1, cilia length did not differ from
that of controls (Figure 6C). Hence, all of the 5 patient cell lines showed abnormal

ciliogenesis rate and/or abnormal cilia.

DISCUSSION

The Al Kaissi syndrome is a recently described rare condition, with few cases reported so far.
We describe an allelic series in 15 cases, among which 9 are new cases. Most clinical

features observed are congruent with those of the few cases described previously and in



broad agreement with what has been observed in the Cdk10 knockout mouse model
(Windpassinger et al., 2017). Certain clinical features are frequently observed among
individuals (cohort and literature), such as IUGR (~55%, n=21) and postnatal growth
retardation (¥67%, n=22) with poor weight gain, global developmental delay with
intellectual disability (100%, n=21), thin corpus callosum (~50%, n=23), and
dysmorphological features as depressed nasal bridge (~58%, n=23) with broad nasal tip
(~76%, n=22), low set and posteriorly rotated ears (~94%, n=23), small hands (~60%, n=21)
and sacral dimple (~50%, n=20) (Table 2). However, our study extends and nuances the
clinical spectrum of the syndrome. While previously reported patients showed moderate to
severe ID, two members of our cohort suffered from only mild ID. We also observed that the
specific anomalies of the spine, in particular vertebral fusions, were not a constant feature,
with only 4 patients affected out of 9 with a spine imaging. It remains to be determined
whether this relates to an age or ascertainment bias. Like in the studies of TBX6 associated
congenital scoliosis (TACS), a further allelic series may reveal that the combination of alleles
at the biallelic variant locus may influence phenotypic outcome (Wu et al., 2015) (Liu et al.,
2019).

More than 60% of previously reported individuals had neonatal respiratory distress with
recurrent lower infections in childhood. This history was found in less than 10% of the
individuals in the cohort. Microcephaly is much less common among individuals in the
cohort (25% vs 65%). Furthermore, we did not observe a number of anomalies or
dysmorphic features that were previously reported such as congenital hypothyroidism,
peripheral vasomotor disturbance, hyperextensible skin, association of an epicanthus with
telecanthus and bilateral ptosis (Table 2). On the contrary, in comparison with the literature,
the newly collected individuals more frequently presented a hypotonia, an atrial septal
defect or a naevus flammeus. In addition, we found features that have not been reported so
far, such as overlapping toes (in 4 members of our cohort) and bone anomalies characterized
by rhizomelic shortening of the arms and radial deviation of the right hand (patients D.II.1
and E.11.4) (Table 2). Interestingly, the volume reduction of mineralized matrix of long bones
has been observed in the Cdk10 knockout mouse model (Windpassinger et al., 2017). It is
obvious that the Al Kaissi syndrome is difficult to recognize clinically, without
pathognomonic signs. Almost all morphological features are not very specific and are

frequently found in other malformation syndromes with or without intellectual disability.



Only nevus flammeus of the glabella or vertebral segmentation defects seem to be more
specific, albeit not constant.

Of the 11 CDK10 variants previously described, only 3 have been subjected to functional
studies (Windpassinger et al., 2017) (Guen et al., 2018) (Robert et al., 2021). Here, we
undertook the functional characterization of 9 variants, 7 of which were considered as
variants of uncertain significance (VUS). These variants were identified by high-throughput
sequencing (gene/exome panel) and familial segregations were achieved by targeted
sequencing when the initial analysis did not include parents (singleton exome case). To
perform these functional studies, beside the classical gene and protein expression analysis
and examination of protein subcellular localization, we applied two sets of assays: one
focusing on cilia (ciliogenesis and ciliary length) (Karam et al., 2023) and one focusing on
CDK10/CycQ, which involves predictions of impact on protein structure, yeast two-hybrid
protein interaction profiling, and in vitro protein kinase assays (Robert et al., 2021). Using
these methods, we were able to modify the ACMG class of 6 of the 7 VUS studied to likely
pathogenic (class 4).

In patient (A.Il.2) carrying the p.Leul54Pro and p.Leu2lldel variants, the CDK10/CycQ
structural models predict that both variations likely cause important structural damages to
CDK10. These predictions were confirmed by all subsequent experiments. CDK10 expression
was reduced by 50% compared to controls, with a likely involvement of both mutated
alleles. In absence of a good, specific antibody targeting CDK10, we ectopically expressed
Myc-tagged missense variants in human hTERT-RPE1 cells and we observed a weak
expression for variants p.Leul54Pro and p.Leu2lldel, partially rescued by a proteasome
inhibitor. The p.Leu151Pro variation found in patient D.Il.1 (from whom no cells could be
obtained) is also predicted to compromise the protein structure and its ectopic expression in
human hTERT-RPE1 cells was also found reduced. These results, combined with the absence
of any Y2H interaction phenotype produced by these 3 variants (including against a LexA-
interacting peptide aptamer) and with their undetectable expression levels in insect cells,
indicate a failure to fold properly and a resulting proteasome-mediated degradation. As
expected from a loss-of-function of CDK10, cells from patient A.ll.2 presented an increased
ciliogenesis and longer primary cilia, as was observed upon RNAi-mediated silencing of
CDK10/CycQ in hTERT-RPE1 human cells (Guen et al., 2016). Those experiments led us to
reclassify those three variants to class 4. We also characterized two other missense variants,

p.Glu9GIn and p.Arg357His, found in one and two patients, respectively, from whom no cells



could be obtained. Since the structure of the carboxy-terminus of CDK10 cannot be
modeled, no structural prediction could be issued for the amino acid substitution at position
357. However, Arg357 contributes to the bipartite NLS that mediates the nuclear localization
of CDK10 and its substitution is not expected to cause a major impact on the three-
dimensional structure of the protein. In line with this prediction, the p.Arg357His variant was
expressed as much as wild type CDK10 in hTERT-RPE1 and in insect cells, it presented a
similar Y2H interaction profile by retaining interaction phenotypes with CycQ, ETS2 and
SALL1, and it showed a kinase activity in vitro comparable to that of wild type CDK10.
However, in contrast with CDK10.WT and the four other missense variants that were strictly
localized in nuclei, the p.Arg357His variant showed a partial nuclear translocation defect and
was detected in the cytoplasm when expressed in U20S cells. All together, these
observations strongly suggest that the pathogenicity of this variant lies in its mislocalization,
as seen with a number of other proteins (Hung & Link, 2011). Variant p.Glu9GIn behaved
similarly to CDK10.WT in our different assays, except for its decreased expression level in
hTERT-RPE1 cells. The pathogenicity of variant p.Glu9GIn may thus lie in the disruption of a
putative amino-terminal hairpin predicted by one model, which may cause its degradation in
human cells. However, bioinformatics predictions suggest a potential splicing effect, with the
addition of an enhancer sequence. So far, without further evidence, this variant remains of
uncertain significance.

Although these different functional assays generally produce congruent results, they also
show some discrepancies that can be explained. First, differences between expression levels
in human, insect and yeast cells can be caused by a variation in protein (mis)folding and
degradation between different species, which do not possess the same chaperone
complement and /or the same proteasome “sensitivity” (Robert et al., 2021). Second, the
fact that the immunofluorescence staining did not reveal decreased expression levels, in
contrast to the Western blots, can be readily explained by signal saturation due to the much
higher sensitivity of the former method over the latter.

Analysis of CDK10 gene expression in patients’ cells revealed different situations. Variants
€.792G>A; p.Pro264= and c.87+5G>A (carried by patients C.lI11 and J.1l.1, respectively) do not
impact the expression level of CDK10 mRNAs but affect splicing, in accordance with in silico
predictions. Several possible transcripts can be generated by these two variants, with exonic
deletions generating premature STOP codons. Because these putative deletions only

concern a few nucleotides, they cannot be visualized by electrophoresis and would require



RNA sequencing to be confirmed and precisely defined. Variation ¢.608+1G>A (carried by
patient K.I.1) decreases by more than half the expression level of CDK10 mRNAs and causes
a splicing defect, which differs from that reported in another patient carrying the same
variation (Windpassinger et al., 2017). No CDK10 mRNA expression could be detected in cells
from patient M.II.5, who carries a homozygous deletion of exons 2 and 3. This large deletion
generates an early premature termination codon (PTC) (p.(Leu30Alafs*24)) in exon 4 of this
13 exon gene, which is very likely to trigger non-sense mediated decay (NMD) of the
messengers (Hug, Longman, & Caceres, 2016) (Teran et al., 2021). Hence, the pathogenicity
of the variants carried by patients C.1I.1, J.ll.1, K.Il.1 is primarily caused by CDK10 splicing
defects, whereas that of the variant carried by patient M.IL.5 is caused by a total loss of
expression.

The ciliogenesis assessment and the measurement of cilia length performed on patient cell
lines confirmed the involvement of CDK10 in the growth control of the primary cilium.
Surprisingly, we observed 4 different kinds of anomalies: i) enhanced ciliogenesis and longer
cilia (patient A.Il.2); ii) enhanced ciliogenesis and normal cilia length (patient J.11.1); iii) similar
ciliogenesis and longer cilia (patients C.Il.1 and M.II.5); iv) decreased ciliogenesis and shorter
cilia (patient K.Il.1). The latter case is to be taken with caution, since cells grew very slowly
and seemed more fragile than the other lines. However, it is reminiscent to a previously
described patient carrying a CDK10 homozygous variant (c.870_871del) that may allow the
translation of a truncated CDK10 protein due to a resulting frameshift (p.Trp291Alafs*18),
and whose fibroblasts also showed decreased ciliogenesis and shorter cilia (Guen et al.,
2018). Overall, there seems to be no obvious correlation between variant type and
ciliogenesis / ciliary length anomaly. Thus, ciliary defects caused by CDK10 loss-of-function

may manifest themselves in ways that vary from one individual to another.

In conclusion, our work on 7 CDK10 VUS allowed the reclassification of 6 of them as
potentially pathogenic (class 4). We report different types of variations that cause CDK10
loss-of-function through abolished gene expression, defective mRNA splicing, protein
misfolding and protein mislocalization. We reveal different types of ciliary defects in all
patients’ cell lines that we could obtain. Thorough clinical examination of the patients
confirms some cardinal features, while further highlighting phenotypic variations. CDK10
was recently shown to phosphorylate the carboxy-terminal domain (CTD) of RNApol Il in

vitro (Duster, Ji, Pan, Urlaub, & Geyer, 2022), similarly to other so-called transcriptional



CDKs. It was also found among the 150 proteins forming the ribonucleoprotein (RNP) core of
the human spliceosomal C complex. (Bessonov, Anokhina, Will, Urlaub, & Luhrmann, 2008)
(Bessonov et al., 2010). Hence, beyond its involvement in the regulation of ciliogenesis,
CDK10 is strongly suspected to contribute to the regulation of gene transcription and mRNA
splicing. An exhaustive exploration of the transcriptomes of the patients’ cells by RNAseq

will further illuminate the molecular etiology of Al Kaissi syndrome.



MATERIAL AND METHODS

Affected individuals

We recruited the affected individuals through a worldwide call for collaboration via shared
geneticist tools (ANDDI-Rares, ERN-ITHACA, GeneMatcher (Sobreira, Schiettecatte, Valle, &
Hamosh, 2015), Achropuce network). We collected written informed consent for open-
access publication, sharing of photographs and images and functional analysis, from the
participants and/or their parents or legal guardians. We obtained 5 skin fibroblast lines for
molecular and cellular studies. Study protocols were approved by the local Institutional
Review Board: “Comité de Protection des Personnes” (EST IV, N_DC-20142222). Our

research complies with the Declaration of Helsinki.

Pathogenic variant identification and familial co-segregation analysis

We performed molecular diagnosis by high-throughput sequencing (multigene panels or
whole-exome sequencing) or by molecular cytogenetics (array-CGH). Technical details are
presented in Supplementary Methods. We performed family segregations by targeted
Sanger sequencing when the initial analysis did not include the parents (case of the solo
exome) or by quantitative PCR for large deletions. We ran bioinformatics analysis on all

variants (Supplementary Table 2).

Human cell culture and transfections

We cultured primary dermal fibroblasts (from five affected and two control individuals) in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with glutamax (Gibco, 21885-025)
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 1% penicillin—streptomycin (PS) (all from
Gibco). We induced ciliogenesis by starving the cells in serum free DMEM (0.1% FCS only)
with 1% PS for 48 h. We grew, transfected and collected hTERT-RPE1 or U20S cells as

previously described (Robert et al., 2021).

Quantitative gene expression analysis

We extracted RNA from fibroblasts using the QiaShredder (Qiagen, 79654) and the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, 74106). We reverse transcribed 160 pg of RNA using the iScript cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad, 170-889). We designed the different primer pairs using Ensembl-

Browser, Primers3 software, UCSC browser in silico PCR and NCBI primers. Sequences and



specificity / efficacy controls are presented in Supplementary Table 4 and Supplementary
Figure 3. We performed quantitative real-time PCR in triplicates or quadruplicates with 10x
diluted cDNAs and 10 uM CDK10 or GAPDH primers, using the iQTM SYBR Green Supermix
(Bio-Rad, 170-8886) and a Bio-Rad CFX96TM Real-Time System. We quantified CDK10
expression using the comparative cycle threshold (Ct) method (2-AACt method) by
normalizing against the GAPDH reference gene using the CFX Manager Software (v.1.5) and
Microsoft Excel. We ran statistical analysis using the GraphPad prism software (ANOVA

tests).

Qualitative gene expression analysis

We performed end-point PCR (35 cycles) on diluted cDNAs and visualized the amplicons by
electrophoresis on 2% agarose gels. We purified the amplicons and outsourced their Sanger
sequencing (GATC, Konstanz, Germany). PCR and sequencing primers are presented in

Supplementary Table 4 and Supplementary Figure 3.

Plasmid constructions

Human cell expression plasmids: We performed site-directed mutagenesis on pCMV-
Tag3B:CDK10.WT, a plasmid that directs the expression of Myc-tagged wild-type CDK10
(Guen et al.,, 2013), using a QuickChange Il XL kit (Agilent, 200521) and pairs of
oligonucleotides corresponding to the E9Q, L151P, L154P, L211del and R357H missense
variants (sequences are presented in Supplementary Table 4). We digested
pPEG202:CDK10.ANLS, a plasmid that directs the expression of LexA-CDK10.K356/R357A
(Robert et al., 2021), with EcoRI/Xhol and we ligated the insert into EcoRI/Xhol-cut pCMV-
Tag3B. We amplified the resulting plasmids using a Purelink Fast low-endotoxin midi
plasmid purification kit (Thermo Fisher, A35892).

Yeast expression plasmids: To construct CDK10 variant bait plasmids, we digested the pCMV-
Tag3B: CDK10 mutant plasmids with EcoRl and Xhol, and we ligated the inserts into
EcoRI/Xhol-cut pEG202. Constructions of CycM, ETS2, SALL1, RG22 prey plasmids and of
CDK10.WT and ANLS bait plasmids were described previously (Bickle, Dusserre, Moncorge,
Bottin, & Colas, 2006) (Guen et al., 2013) (Robert et al., 2021).

Insect cell expression plasmids: We amplified the coding sequences of all missense variants

using oligonucleotides that contain an EcoRl and a Nsil site, respectively (sequences



presented in Supplementary Table 4). We ligated the PCR products into EcoRI/Nsil-cut
pFast-BacDual:GST-CDK10.WT/Strep2-CycM.WT (Robert et al., 2020).

Immunodetection experiments on human cells and image acquisition

We performed Western blots on hTERT-RPE1 transfected cell extracts using anti-Myc and
anti-tubulin antibodies as previously described (Robert et al., 2021). To visualize the
subcellular localization of CDK10 variants, we grew human osteosarcoma-derived U20S cells
in 6 well plates containing microscope cover slips and we transfected them with pCMV-
Tag3B:CDK10 WT or mutant plasmids, using Lipofectamin 3000 (Thermo Fisher, L3000008).
We collected the cover slips 24 h after transfection, washed them in PBS, and fixed the cells
with PBS containing 4% paraformaldehyde for 15 min. We then incubated the slips in PBS
containing 0,15% Triton X-100 for 2 min, and blocked them in PBS containing 1% BSA for 1 h.
We diluted 4000x the anti-Myc Tag antibody (9B11, Cell Signaling 2276) in the same medium
and we added it onto the slips for 1 h. We washed them twice in PBS for 5 min, diluted
2000x the donkey anti-mouse antibody coupled to Alexa Fluor 488 (Invitrogen A432766) in
PBS and incubated the slips 1 h. We mounted them on cover glasses, using DAPI-containing
Vectashield (Vector Laboratories). We observed the cells using a Zeiss Observer Z1 inverted
fluorescence microscope and a 63 x objective, and we acquired image stacks using a charge-
coupled device camera controlled by Metamorph, which we also used to deconvolve the
images. We generated maximum intensity projections using Imagel (Schneider, Rasband, &
Eliceiri, 2012). We visualized primary cilia and measured their length as recently described
(Karam et al., 2023). To visualize primary cilia, we fixed serum-starved fibroblasts in ice-cold
methanol, permeabilized with 0.1% Triton X-100, and incubated in 10% FCS for 1 h, before
incubating with primary and then secondary antibodies (diluted in 1/500 PBS + FCS 2%) at
room temperature for 1 h. We performed biological duplicates (2 different cell passages) in
24-well plates, after induction of ciliogenesis for 48 h (- FCS). We acquired images with an
Incucyte S3 device (Sartorius) and we analyzed them with Imagel. We also visualized cilia
using a confocal oil immersion microscope (Inverted Microscope Zeiss LSM 800) and a 63x
objective, after fixation in 8-well labteks and addition of mounting medium (ProLong Gold,
Invitrogen, P36930). The primary antibodies used in this experiment are the anti-Arl13B
antibody (sc 515784, Santa Cruz) and the anti-gamma-tubulin antibody (PA5-34815,

Invitrogen). The secondary antibodies used in the experiment are the donkey anti-mouse



antibody coupled to Alexa Fluor 488 (Ab150105, Abcam) and the donkey anti-rabbit
antibody coupled to Alexa Fluor 594 (A21207, Abcam).

Image analysis

Quantification of CDK10 nuclear localization: To delineate the entire cells, we used a
CRISPR/Cas9-edited U20S cell line in which the RFP coding sequence was introduced
upstream the gene coding for Actin. We performed the above-described experiments on
cells expressing Myc-CDK10.WT, ANLS, or R357H, and we acquired images using a 20x
objective. We quantified whole-cell and nuclear areas and fluorescence intensities using Fiji
(Schindelin et al., 2012).

Ciliogenesis and cilia length measurements: We calculated cilia frequency by dividing
primary cilia counts per cellular counts (300 to 700 cells analyzed per fibroblast line, 2ways
ANOVA test). We measured cilia length using the Incucyte software independently of the
orientation angle (~200 cells analyzed per fibroblast line and per biological series: total n =

400). We ran statistical analysis using the GraphPad prism software (Kruskal-Wallis test).

Yeast-Two Hybrid assays
We performed yeast two-hybrid interaction trap mating assays as described previously

(Finley & Brent, 1994) (Robert et al., 2021), using pSH18-34 as a lacZ reporter plasmid.

Protein expression and purification; protein kinase assay

We co-expressed GST-CDK10 WT or variants and Strep2-CycQ in insect cells using a
bicistronic baculoviral system, and we verified expression by Western Blots as previously
described (Robert et al., 2020) (Robert et al., 2021). To purify the GST-CDK10/Strep2-CycQ
heterodimers, we resuspended the cells in lysis buffer (50 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 1% IGEPAL, 1 mM DTT, 1X Halt Proteases Phosphatases inhibitor cocktail (Thermo
Scientifc) pH 7.8) using 3 mL of lysis buffer for 150x 10° cells. We sonicated the cell
suspension 4 x 10 sec in an iced water bath using a Branson sonifier 150. We centrifuged the
lysate 50 min at 17,000g. We filtered the supernatant through a 0.45u cellulose acetate
membrane. We incubated the filtrate for 90 minutes with 2mL GSH Sepharose HP (Cytiva)
previously equilibrated in the binding buffer (same as lysis buffer except IGEPAL reduced to
0.1%). We then loaded the slurry into a column. After washing the gel with ~15 CV binding

buffer, we eluted the heterodimers using 10mM reduced glutathione in 50 mM TrisHCI; 400



mM NaCl, 0.1% NP40, 1mM DTT pH 8.2. We collected 0.5 ml fractions and added glycerol
(10% final concentration). We then flash-froze the samples before storing them at -80°C. We
analyzed the elution fractions on NUPAGE 12% gels (Thermofisher). We determined the total
protein concentration using a Bradford assay (Bio-Rad). We performed in vitro protein kinase

assays as previously described (Robert et al., 2020).



Table 1 : Demographic and genetic data on fifteen individuals with CDK10 variations (9 new individuals and 10 new variations).
Family A Family B Family C Family D Family E
Individual ID A.ll.2 B.Il.3 C.l.1 D.Il.1 E.lIl.4
Year of Birth 2018 2011 2000 Death at 3.5 months Fetus (MA at 19 + 3 WG)
Sex F M M M M
Ancestry Caucasian Maghreb Algerian Caucasian Caucasian
c.452T>C c.503del
SRS RO R Gl S P VRSB A arr1624.3(89644771_89869764)x1 arr16q24.3(89693099_89900237)x1
Protein level p.[(Leul54Pro)];[(Leu211del)] p.[(Cys8*)];[(Cys8%*)] p.[(Pro264=)];[(Pro264=)] p.[(Leul51Pro)];[(0?)] p.[(Asn168Thrfs*4)];[(07?)]
Inheritance [pat];[mat] [mat];[pat] NA [mat];[pat] [mat];[pat]
Variant type Inframe indel/Missense Nonsense Synonymous Missense/CNV Frameshift/CNV
Consanguinity - + + - -
Family F Family G Family H Family |
Individual ID F.ll.1 G.Il.3 G.ll.4 H.Il.3 L.IL.3
Year of Birth 2015 1991 2000 1978 2009
Sex F F F M M
Ancestry Moroccan Caucasian Caucasian Iranian Caucasian
cDNA level c.[226A>T];[226A>T] ¢.[1070G>A];[1070G>A] ¢.[161-1G>C];[161-1G>C] c.[664_665del];[664 665del]
Protein level p.[(Lys76*)];[(Lys76*)] p.[Arg357His];[Arg357His] p.? p.[(Met222Valfs*38)];[(Met222Valfs*38)]
Inheritance [mat];[pat] [mat];[pat] [mat];[pat] [mat];[pat]
Variant type Nonsense Missense Splice variant Frameshift
Consanguinity + + + + +
Family J Family K Family L Family M
Individual ID JL.1 K.1.1 L.IL1 M.Il.4 M.IL.5
Year of Birth 2019 2006 2019 2009 2011
Sex M M F M M
Ancestry South Asian Caucasian NA Algerian Algerian
cDNA level C.[87+5G>A];[87+5G>A] c.[608+1G>A];[608+1G>A] ¢.[25G>C];[25G>C] c.[(87+1_88-1)_(232+1_233-1)del];[(87+1_88-1)_(232+1_233-1)del]
Protein level p.? p.? p.[(GIu9GINn)];[(GIu9GIn)] p.[(Leu30Alafs*24)] ;[(Leu30Alafs*24)]
Inheritance [mat];[pat] [mat];[pat] NA [mat];[pat]
Variant type Splice variant Splice variant Missense Large deletion (exons 2-3)
Consanguinity - + + + +

CDK10 identifiers NM_052988.4 (RefSeq) and Q15131 (UniProtKB). Family previously reported: D [Darcha, 2021 #13], G [Karaca, 2015 #14], H [Kahrizi, 2019 #46], M [Windpassinger, 2017 #45]

Abbreviations: F: Female; ID: Identity; M: Male; MA: Medical Abortion; mat: maternal; Mo: NA: Not Available; pat: paternal; WG: Weeks of Gestation



Table 2 : Molecular data and main clinical features of the cohort in comparison with the

literature.

General information
Number of patients
Sex

Consanguinity

Distinctive CDK10 variations
Nonsense
Frameshift
Missense
Splice variant
Other type
Growth
IUGR
Postnatal growth retardation
Low weight
Microcephaly
Feeding issues/GR

Developmental, neurological and muscular

Hypotonia
Motor delay
Language delay/Learning difficulties/ID
Seizures
Muscular weakness
Wide-based gait/gait difficulties
Thin corpus callosum
Enlarged ventricles
Organ issues
ASD
Recurrent chest infections
Spine abnormalities
Vertebral fusion
Sacral dimple
Facial dysmorphism
Triangular face
High forehead
Hypertelorism
Telecanthus
Epicanthus
Downslanted palpebral fissures
Bilateral ptosis
Depressed nasal bridge
Broad nasal tip
Low set and/or posteriorly rotated ears
Abnormally shaped ears
Long philtrum
Thin upper lip
Small chin

Cohort
Total
15
5F/10M
9/12
families

2/15

2/15

4/15
*3/15
**4/15

8/13
9/14
8/13
3/12
5/14

10/14
11/13
12/13
4/12
3/12
5/10
8/15
6/15

6/13
1/13

4/9
6/12

4/15
8/14
3/15
6/14
4/14
5/15
3/15
8/15
9/14
15/15
8/14
4/14
9/15
8/14

Percentage (%)
WO
WO

75

133
133
26.6
20
26.6

61.5
64.3
61.5
25
35.7

71.4
84.6
92
33.3
25
50
53.3
40

46
7.7

44.4
50

26.6
57.1
20
42.8
28.6
33.3
20
53.3
64.3
100
57.1
28.6
60
57.1

Literature
Total
8
3F/5M

3/5 families

0/4
2/4
0/4
*2/4
0/4

4/8
6/8 (Av: -3.45 SD)
6/8 (Av: -3.55 SD)
5/8 (Av: -3.6 SD)
3/8

3/8
8/8
8/8
3/8
2/8
2/8
4/8
2/8

1/8
5/8

8/8
4/8

2/8
2/8
2/8
6/8
7/8
2/8
3/8
5/8
7/8
7/8
3/8
8/8
3/8
3/8

Percentage (%)
WO
WO

60

50

50

50

75

75
62.5
37.5

37.5
100
100
37.5
25
25
50
25

12.5
62.5

100
50

25
25
25
75
87.5
25
37.5
62.5
87.5
87.5
37.5
100
37.5
37.5



High-arched palate 5/13 38.5 4/8 50

Extremities
Small hands 6/13 46.1 6/8 75
Deep palmar creases 3/13 23 2/8 25
Bilateral clinodactyly of the 5t finger 4/13 30.7 3/8 37.5
Pes planus 3/11 27.2 2/8 25
Overlapping toes 4/13 30.8 0/8 0
Cutaneus/Phanerian
Nevus flammeus/glabella angioma 5/14 35.7 1/8 12.5
Malar rash 0/14 0 3/8 37.5
Hyperextensible skin 0/11 0 2/8 25
Other
Congenital hypothyroidism 0/10 0 4/8 50
Peripheral vasomotor disturbance 0/9 0 3/8 37.5
Hyperextensibility joints 2/11 18 3/8 37.5

* €.608+1G>A in common (3 different families)

** 1 inframe deletion; 3 large deletions (taking either the whole CDK10 gene or several exons); 1 synonymous

Some data are not available and the cohort includes a fetus and a patient who died at 3.5 months of life (some clinical
features are not evaluable)

Abbreviations: ASD: Atrial Septal Defect; Av: Average; F: Female; GR: Gastroesophageal Reflux; ID: Intellectual Disability;
IUGR: Intra Uterine Growth Retardation; M: Male; Nal: Normal; SD: Standard Deviation; WO: Without Object
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Figure 1. CDK10 families’ pedigree and clinical data.

A. Pedigrees of patients carrying biallelic variants in the CDK10 gene. Opens and filled
symbols represent unaffected and affected individuals, respectively. When available
cosegregation analysis is indicated. Families previously reported: Family D (Darcha et al.,
2021); Family G (Karaca et al., 2015); Family H (Kahrizi et al., 2019); Family M (Windpassinger
et al., 2017). B-D. Photographs of some patients of the cohort. B. Front faces C. Profile faces
D. Other parts of the body including hands and foot, back and limbs. E. Brain MRI. Black
arrows show abnormalities of the corpus callosum; white arrows show enlarged
ventricles/colpocephaly; white arrowhead shows mild cerebellar atrophy. F. Skeleton X-rays.
White arrowheads show fusion of cervical vertebrae.
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Figure 2. Exonic structure, protein domain organization and structural model of CDK10.

A. CDK10 variations are positioned on the cDNA (NM_052988.4) and labeled according to
their type. Novel variants are in bold. B. CDK10 protein domains and key residues. Novel
variants are in bold. C. CDK10 structural protein model. Superimposition of our structural
model (blue) and the Alphafold model (orange), showing no significant discrepancies except
for the carboxy- and amino-termini. Alphafold predicts a hairpin in the latter, potentially
stabilized by an interaction between Glu9 and Arg29 (black dashed circled, yellow dotted
line). D. Leul51 and 154 are shown at the core of the kinase domain (magenta, stick
representation). A molecule of ADP (yellow, from the crystal structure of the
CDK12/CycK/ADP complex) is shown to delineate the active site. E. The small helix
containing the 3 adjacent Leucines (among which is Leu210) and the WYR sequence that
participates to the groove that accommodates a peptide substrate in CDK2 are shown in
magenta and cyan, respectively.
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Figure 3. CDK10 gene expression analysis in patient skin fibroblasts.

uxn

Variations are indicated using a red and the new splice donor site is framed in a black
square. A. CDK10 expression quantification using biological triplicates. Values were
normalized to the reference gene GAPDH (p-values and significance were determined using
one-way ANOVA test, multiple comparison test). *** p < 0.001; **** p <0.0001. B. Agarose
gel electrophoresis and Sanger sequencing of the cDNA carrying the missense variant
¢.461T>C (a) and the inframe deletion variant c.628 630del (b) of patient A.ll.2. C. Agarose
gel electrophoresis of the PCR products of variant c.608+1G>A (patient K.II.1), revealing two
amplicons of ca. 750 and 450 bp. D. and E. Agarose gel electrophoresis and Sanger
sequencing of the PCR products of variants ¢.792G>A; p.Pro264= (C.lIl.1) and c.87+5G>A
(J.1.1). A second sequenced fragment reveals an abolished canonical donor site (GT) and a
novel donor site used upstream, resulting in a frameshift deletion.
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Figure 4. Expression, stability and subcellular localization of CDK10 missense variants in
hTERT-RPE1 and U20S cells.

A. Myc-tagged CDK10 missense variants were expressed in hTERT-RPE1 cells in the absence
(DMSO) or the presence of 10 uM MG132, and their level of expression was determined by
Western blotting using an anti-Myc antibody (upper panel). Lower panel: loading controls
using an anti-tubulin antibody. B. Representative staining of nuclei (DAPI) and
immunostaining of Myc-tagged CDK10 variants expressed in U20S cells, colored in blue and
green in the merged panels, respectively. C. Left: Quantification of Myc nuclear/whole cell
signal ratios in U20S:RFP-Actin cells expressing CDK10.WT, CDK10.Arg357His, and
CDK10. ANLS. Boxes represent the 25" to 75%™ percentiles, and they feature the median
values. Whiskers indicate the lowest and highest ratios. Statistical test: One-way ANOVA; N >
15 cells; p-values < 0.0001. Right: Quantification of nuclear / whole cell surface ratios of
these cells.
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Figure 5. Yeast two-hybrid protein interaction profiling, expression of GST-CDK10 /Strep2-CycQ heterodimers in insect cells and in vitro
kinase assays of CDK10 missense variants.

A. Bait proteins (horizontal lines) are expressed in fusion with the LexA DNA-binding domain and prey proteins (vertical lines) are expressed in
fusion with the B42 transcription activation domain, except for peptide aptamer RG22, whose C-terminus is fused to the B112 activation
domain. An interaction between a bait and a prey reconstitutes an active transcription factor that expresses the lacZ reporter gene, which
produces a blue color on an X-gal containing medium. B. Western blots on total extracts of insect cells infected with bacculoviruses directing
the co-expression of GST-CDK10 and Strep2-CycQ fusion proteins. Upper panel: blot probed with an anti-GST antibody; lower panel: blot
probed with an anti-Strep2 antibody. C. Gel electrophoresis of GST-CDK10/Strep2-CycQ heterodimers purified on a glutathione matrix, stained
with Coomassie blue. Lower, dominant protein species correspond to insect cell GST-like proteins that are also captured by the glutathione
matrix (Bichet, Mollat, Capdevila, & Sarubbi, 2000). D. In vitro kinase assays against a synthetic peptide substrate. 3 independent
measurements were performed for each heterodimer. Error bars indicate standard deviations.
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Figure 6. Assessment of ciliogenesis and characterization of ciliary phenotypes in patient
skin fibroblasts

A. Representative staining of DNA (Hoechst, blue) and immunostaining of primary cilia
(Arl13B, green) and basal bodies (y-tubulin, red) in control (Ctrl2) and patient fibroblasts,
observed with a confocal microscope (63x/1.4). B. Determination of percentage of ciliated
cells. > 300 cells were analyzed in each case. p-values and significance were determined
using ordinary one way ANOVA. * p < 0.05, **** p< 0.0001. C. Cilia length measurements.
400 cilia were measured in each case, in two independent experiments performed on
biological triplicates. p-values and significance were determined using Kruskal-Wallis test.
**%* p <0.0001).



AVAILABILITY OF DATA AND MATERIAL

Data generated or analyzed during this study are included in the published article and the
corresponding supplementary data. The raw sequencing data generated in the course of this
study are not publicly available due to the protocol and the corresponding consents used
that did not include such information. All variants have been submitted to ClinVar using the

following range of accessions numbers XXX to XXX (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).
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SUPPLEMENTARY DATA
SUPPLEMENTARY METHODS

MOLECULAR INVESTIGATION

Family A (A.Il.2) Capture of coding regions by hybridization (SureSelect QXT, Agilent). High-
throughput sequencing (NextSeq 550, Illumina, HUS Platform). « In-house » bioinformatics
pipeline STARK 0.9.17b Genome version : GRCh37/Hg 19. Detection sensitivity > 99% for
nucleotide substitutions, lower rate for indels. CANOE software allows the detection of CNVs,
but the detection sensitivity is not guaranteed. The detection of mosaic mutations is not
guaranteed. In the case of an incidental discovery in a patient with an impact on his/her
management or family, and in the case where a specific consent has been signed beforehand,
a separate report will be made in consultation with the prescribing clinician. Variants
identified were confirmed by Sanger sequencing in the proband and its parents.

Family B (B.I.3) Library preparation, exome capture, sequencing and primary data analysis
were performed by IntegraGen SA (Evry, France). Genomic DNA was captured using the Twist
Human Core Exome Enrichment System (Twist Bioscience) with the addition of a Custom part
from IntegraGen. Capture, enrichment and elution were performed according to the
manufacturer's protocol (Twist Bioscience), without modification except for the preparation
of the libraries, which was performed using the NEBNext® Ultra Il kit (New England Biolabs®).
Each sample is then sequenced in 100 bp pair-end reads on an Illlumina NovaSeq sequencer.
For a detailed description, see Gnirke et al, Nature Biotechnology 2009(Gnirke et al., 2009).
Image analysis and base calling are performed by lllumina Real Time Analysis software using
default settings. Reads are aligned to the reference sequence (GRCh38) by Burrows-Wheeler
Aligner (BWA). Duplicates were filtered out. Variant calling (substitutions and
insertions/deletions up to 20 nucleotides) was performed by Broad Institute GATK Haplotype
Caller GVCF (3.7) (quality limits : Q(SNPs)<10, Q(Indel)<20, QVCutoff<90). Variant annotation
and filtering was performed via Bench Lab NGS Cartagenia software (Agilent) using a trio
approach. The sequence of selected variants was visualized using Alamut Visual software
(Interactive Biosoftware). Variants identified as potentially deleterious were validated by
sequencing using the Sanger method (BDT v3.1 on ABI3500xL Dx).

Family C (C.1l.1) Technical details are not available.

Family D (D.Il.1)(Darcha et al., 2021) After obtaining parental consent, a genetic analysis was
performed on DNA extracted from a blood sample of both parents and a frozen lung tissue of
the infant. A targeted next generation sequencing on genes involved in brain anomalies and
ciliopathies was performed. Briefly a total of 660 genes were captured using a 1.8 Mb
customized Agilent SureSelect Target Enrichment library. Sequencing was carried out using a
NextSeq500 (lllumina) machine. After demultiplexing, paired-end sequences were aligned to
the reference human genome (NCBI build37/hg19 version) using Burrows-Wheeler Aligner.
The mean depth of coverage obtained for each sample was greater than 240X with more than
99,5% of the exome covered at least 30X. Downstream processing was carried out with the
Genome Analysis Toolkit (GATK, SAMtools, and Picard). Variant calls were made with the GATK
Unified Genotyper. An in-house software tool (PolyWeb) was used for annotation (based on
Ensembl release 71) and filtering. We excluded known variants listed in the gnomAD public



databases and variants previously identified in our previous “in-house” exomes. Then we
selected positively for variants affecting splice sites or coding regions (nonsynonymous
substitutions, insertions, or deletions). We performed a quantitative analysis by calculating
the coverage of each exon to the mean of its coverage in all individuals analysed in the same
run. Note the confirmation of the large deletion by retrospective analysis of the ACPA
(Chromosomal analysis on DNA chip).

Family E (E.Il.4) The purpose of exome sequencing is to sequence all the coding regions of the
genome. From 50 ng of fragmented DNA, indexed libraries are prepared and hybridized with
biotinylated Twist Human Core Exome probes (33 Mb) supplemented with probes (4 Mb) to
cover the RefSeq. The total target size covers 37 megabases. Samples are prepared according
to the manufacturer's recommendations (Twist Human Core Exome EF Multiplex Complete
kit). Library pools (multiplexed by 12 samples) are sequenced on the lllumina NextSeq 500
sequencer in pair-end mode (2x75 bp). Raw data (bcl file format) are converted to fastq format
using the bcl2fastq v1.8.4 software (lllumina). The sequences are analyzed following the good
practices recommended by the GATK Broad Institute, with two pipelines :

- Internal pipeline : BWA-MEM, GATK v3.6-44ge7d1cd2

- SeqOne pipeline : v.1.2, 2018

Family F (F.1l.1): Diagnostic trio exome sequencing was performed at the UMC Utrecht NGS
facility. Enrichment of the exome was performed using Agilent SureSelect v6 (elidS0760451)
and sequenced on the lllumina Nextseq 500 platform (2 x 150bp). Sequencing data was
processed with our inhouse developed pipeline, IAP v2.5.0 (Ernst et al., 2017). Briefly, read
pairs were mapped using BWA-MEM (v0.7.5a) (Li and Durbin, 2009) and variants were called
using GATK Haplotypecaller (v3.4-46) (Van der Auwera et al., 2013).

Family G (G.II.3 and G.ll.4)(Karaca et al., 2015) Genomic sequencing was performed by the
Baylor College of Medicine Human Genome Sequencing Center, (RRID: nif-0000-10162)
following previously reported protocols(Lupski et al., 2013) and at Columbia University and
the Regeneron Genetics Center (RGC). Briefly, samples underwent whole-exome capture
using Human Genome Sequencing Center core design (52 Mb, Roche NimbleGen, RRID: nif-
0000-31466), followed by sequencing on the HiSeq platform (lllumina) with approximately
150x depth of coverage. Sequence data were aligned and mapped to the human genome
reference sequence (hg19) using the Mercury in-house bioinformatics pipeline. Variants were
called using the ATLAS (an integrative variant analysis pipeline optimized for variant discovery)
and SAMTOOLS (RRID: nlx_154607, the Sequence Alignment/Map) suites and annotated with
an in-house-developed annotation pipeline that uses annotation of genetic variants and
additional tools and databases(Challis et al., 2012)(Li et al., 2009)(Wang et al., 2010). During
the analyses of candidate variants and mutations, we used external publicly available
databases such as the 1000 Genomes Project (RRID: nix_143819,
http://www.1000genomes.org) and other large-scale exome sequencing projects, including
the Exome variant server, the National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) Grand
Opportunity Exome Sequencing Project (RRID: OMICS_00277,http://evs.gs.
washington.edu/EVS/), our in-house-generated exome database (approximatively 5,000
individuals) at the Baylor College of Medicine Human Genome Sequencing Center, and the
Atherosclerosis Risk in Communities Study Database (http://drupal.cscc.unc.edu/aric/). The
EXAC (RRID: nlx_158505, http://exac.broadinstitute.org) was used to search for homozygous
LOF variants in specific candidate genes. All experiments and analyses were performed


http://drupal.cscc.unc.edu/aric/

according to previously described methods(Bainbridge et al., 2013). Exome sequencing at the
RGC used similar protocols. Exome capture was performed using the VCRome design (Roche
NimbleGen) and sequencing using the HiSeq platform (lllumina). Mapping and alignment of
sequence reads were performed through the RGC in-house-developed cloud-based American
Bobtail pipeline. Analysis of variants was performed using in-house-developed bioinformatics
pipelines.

Family H (H.II.3)(Kahrizi et al., 2019) We extracted genomic DNA from white blood cells of
patients and parents, enriched exomic sequences with the Agilent SureSelectXT Human All
Exon V5 enrichment kit, performed 100 bp paired-end sequencing on an Illumina HiSeq
sequencer and employed the MERAP pipeline for sequence analysis.

Family | (1.1l.3) We performed exome sequencing on the proband with the SeqCap EZ
MedExome (Roche) according to manufacturer’s instructions and we generated 75-bp paired-
end reads on an lllumina NextSeq550. Fastq files were aligned to human genome hgl9 with
bwa mem (v0.7.3). We then called SNVs and INDELs following GATKs best practices (v3.4). We
achieved an average mean target coverage of 222X. Variants were annotated using ANNOVAR
and filtered with in-house scripts to keep variants with at least 9 reads and with a variant read
frequency over 20 percent impacting exonic sequences or splice sites (+/- 10bp from the
junction) and with an allele frequency <0.5% in 1000 genomes, genome aggregation database
(gnomAD, 123,136 exomes and 15,496 whole genome sequences ; accessed on 11/10/2018)
and in a local database. The possible functional impact of amino-acid changes was predicted
by SIFT(Kumar et al., 2009) (Sorting Intolerant from Tolerant), PolyPhen-2 hvar and CADD
score (Combined Annotation Dependent Depletion). The Alamut software (Interactive
biosoftware) was used to study retained variant sites. Variants were confirmed by Sanger
sequencing in the proband and its parents.

Family J (J.1l.1) Genomic DNA is enzymatically fragmented, and target regions are enriched
using DNA capture probes. These regions include approximately 41 Mb of the human coding
exome (targeting > 98% of the coding RefSeq from the human genome build GRCh37/hg19),
as well as the mitochondrial genome. The generated library is sequenced on an lllumina
platform to obtain at least 20x coverage depth for > 98% of the targeted bases. An in-house
bioinformatics pipeline, including read alignment to GRCh37/hgl19 genome assembly and
revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) of the Human Mitochondrial DNA
(NC_012920), variant calling, annotation, and comprehensive variant filtering is applied. All
variants with minor allele frequency (MAF) of less than 1% in gnomAD database, and disease-
causing variants reported in HGMD®, in ClinVar or in CentoMD® are evaluated. The
investigation for relevant variants is focused on coding exons and flanking +/-10 intronic
nucleotides of genes with a clear gene-phenotype evidence (based on OMIM® information).
All potential patterns for mode of inheritance are considered. In addition, provided family
history and clinical information are used to evaluate identified variants with respect to their
pathogenicity and causality. Variants are categorized into five classes (pathogenic, likely
pathogenic, VUS, likely benign, and benign) along ACMG guidelines for classification of
variants. All relevant variants related to the phenotype of the patient are reported.
CENTOGENE has established stringent quality criteria and validation processes for variants
detected by NGS. Variants with low quality and/or unclear zygosity are confirmed by
orthogonal methods. Consequently, a specificity of > 99.9% for all reported variants is



warranted. Mitochondrial variants are reported for heteroplasmy levels of 15% or higher. The
copy number variation (CNV) detection software has a sensitivity of more than 95% for all
homozygous/hemizygous and mitochondrial deletions, as well as heterozygous
deletions/duplications and homozygous/hemizygous duplications spanning at least three
consecutive exons. For the uniparental disomy (UPD) screening, a specific algorithm is used to
assess the well-known clinically relevant chromosomal regions (624, 7, 11p15.5, 14932,
15g11q13, 2013 and 20).

Family K (K.ll.1) Whole-Exome Sequencing (WES) (Nextera Rapid Capture Exome, Illumina)
analysis. We analyzed variants affecting coding areas and 20 splicing regions. 95.41% of
target regions had a coverage depth of more than 20 fold.

Family L (L.I.1) SureSelect Human All Exon 60Mb V6 Kit (Agilent) was used for exome
enrichment. Libraries were sequenced on an lllumina NovaSeq6000 system (lllumina, San
Diego, California, USA) and reads were aligned to the UCSC human reference assembly (hg19)
with BWA v.0.7.5a. Single-nucleotide variants (SNVs) and small insertions and deletions were
detected using both SAMtools v.0.1.19 and GATK 4.1. Copy number variations (CNVs) were
detected using ExomeDepth and Pindel. Variant prioritization was performed based on an
autosomal recessive (minor allele frequency (MAF) <0.1%) and autosomal dominant (MAF
<0.01%) inheritance.

Family M (M.IL.5): (Windpassinger et al., 2017) for technical details.

EXTENSIVE CLINICAL DATA DESCRIPTION

Patient A.I.2 (Family A): Is the second child of an unrelated couple of Caucasian origin, with
no significant family history. The pregnancy was marked by moderate intrauterine growth
retardation and dilatation of the cerebral ventricles. She was born at 37 weeks of gestation
with a weight and height of -3 SDS (Standard Deviation) and a head circumference in the lower
limit of normal (Supplementary Table 3). Clinical examination at 26 months of age showed
increasing postnatal growth retardation, with weight and height at -5 SDS and head
circumference around -2.5 SDS. In addition, she presented feeding difficulties that required
the placement of a nasogastric tube. In addition, the 26-month developmental assessment
showed persistent hypotonia with psychomotor delay, without behavioral problems (acquired
standing, no walking; only a few words spoken). The clinical examination also revealed
morphological particularities of the face and extremities (clinodactyly and a single transverse
palmar crease), as well as particularly fine hair and a sacral dimple. The skin examination
revealed a nevus flammeus of the glabella as well as pinkish lumbar paravertebral macules
and eczema (Supplementary Table 3). Brain MRI at one year of age showed a thin but not
dysplastic corpus callosum and enlarged ventricles/colpocephaly. Cardiac ultrasound showed
an ASD (Atrial Septal Defect), type of ostium secundum, increasing with time. The spine
radiography showed segmentation defects with a fusion of the C2-C3 vertebrae. The
ophthalmological examination revealed strabismus and astigmatism. In view of an abnormal
distribution of fat on the thighs, persistent constipation, and a doubt about a delay in cerebral
myelination (initially, then refuted with a second imaging), a basic metabolic workup was
carried out and came back normal (plasma amino acid chromatography, urinary organic acids
and acylcarnitine profile analysis, search for CDG (Congenital Disorders of Glycosylation)
syndrome, determination of lysosomal acid lipase in blood tests, ...). Thyroid, digestive



(calprotectin and fecal elastase) and cerebrospinal fluid analysis were performed without any
particularity. The array-CGH (Microarray-based comparative genomic hybridization)
performed in the ante-natal period, with post-natal rereading, was also without particularity.
In a second step, the realization in trio of an " intellectual disability " multigene panels testing
from blood leukocytes highlighted two variants present in the composite heterozygous state
in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.[461T>C];[628_630del]; p.[(Leul54Pro)];[(Leu211del)]);
each one having been inherited from a healthy parent. Variants identified were confirmed by
Sanger sequencing in the proband and its parents. Bioinformatics analysis strongly suspected
the pathogenicity of both variants (Supplementary Table 2).

Patient B.Il.3 (Family B): Is the third child of a related couple of North African origin (two
healthy brothers). The pregnancy was unremarkable. He was born eutrophic, at 40 weeks of
gestation. A septal hypertrophy was noted in the neonatal period and then normalized
spontaneously after control. The clinical examination performed at the age of 9 years did not
reveal any growth retardation or microcephaly. He also showed hypotonia, some clinical
features including a supernumerary nipple and abnormalities of the extremities
(Supplementary Table 3), and myopia. His motor development was still within the norms with
a walking ability acquired at the age of 16 months. However, he presented a severe language
delay with intellectual disability and behavioral problems (few word associations at 7.5 years).
The brain MRI performed at that time showed a thin but not dysplastic corpus callosum,
without any other malformative abnormality and without any delay in myelination. The
abdominal ultrasound-doppler revealed a doubt on abnormal mesenteric and coeliac vessels.
The spine X-ray was unremarkable, except for the presence of pelvic asymmetry. In this
context, a solo whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed and revealed
a homozygous nonsense variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.24C>A; p.Cys8%*).
Segregation by SANGER sequencing in the parents showed that each of them was a healthy
carrier for one of the variants. Bioinformatics analysis strongly suspected the pathogenicity of
this variant (Supplementary Table 2).

Patient C.1.1 (Family C): Is the child of a related couple of Algerian origin (more details about
his family are not available). The pregnancy was unremarkable and he was born eutrophic at
41 weeks of gestation. His motor development was satisfactory with sitting at the age of 8.5
months and walking at the age of 16 months. He also presented difficulties in language
acquisition with first words spoken at the age of 3. Later on, the WISC-IV (Wechsler
Intelligence Scale for Children) assessment will show a mild intellectual disability. He did not
show any behavioral problems. In addition, clinical features of face and extremities were
noted on morphological examination (Supplementary Table 3) ; as well as the presence of a
marked macrocephaly at the 17 year old examination (+ 4.5 SDS), without any stature or
weight advance. He also presented severe bronchiolitis and recurrent viral infections, as well
as a rectal prolapse and an inguinal hernia. In this context, a brain MRI was performed and
was unremarkable. Cardiac ultrasound demonstrated ASD. The spine radiography showed a
defect of vertebral segmentation with a fusion of the C2-C3 vertebrae and an apical
intrathoracic rib. From an etiological point of view, a high throughput analysis (molecular
details are not available) revealed a homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.4:
€.792G>A; p.Pro264=) (familial segregation is not available). Bioinformatics analysis strongly
suspected the pathogenicity of this variant (Supplementary Table 2).

Patient D.II.1 (Family D): (Darcha et al., 2021) for clinical and molecular details.

Patient E.Il.4 (Family E): It is a male fetus from a non-consanguineous family of Caucasian
origin (3 other healthy children). Among the family history, there is the notion of a mild



intellectual disability without etiology found in a paternals first cousin and great-uncle. There
is also the notion of a deafness in another paternal cousin as well as a stillborn child (unknown
etiology) in the maternal grandmother. The pregnancy was marked by oligoamnios and fetal
hypokinesia. Ante-natal ultrasound scans also revealed a multicystic and dysplastic left kidney
and enlarged brain ventricles. In this polymalformative context, a medical abvortion was
performed at 19 + 3 weeks of gestation. Autopsy examination did not reveal any growth
retardation but some morphological features of the face and extremities (Supplementary
Table 3). Macroscopic examination of the brain tissue confirmed the presence of enlarged
brain ventricles from the frontal poles, in association with partial agenesis of the corpus
callosum (absent posterior part). The multicystic dysplastic left kidney was very increased in
weight (>95th percentile). The skeletal X-ray was unremarkable. In this context, a karyotype
on chorionic villi was performed and came back without any particularity (46, XY). An array-
CGH was also performed on a fetal skin sample, and was returned normal (Variants of
Uncertain Significance (VUS) of less than 1 Mb not being returned in ante-natal). Finally, in
2020, a trio whole-exome sequencing from muscle was performed and revealed a point
variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.503del; p.Asn168Thrfs*4), inherited from the
mother and associated with a large 207 kb deletion of the whole CDK10 gene
(arr16924.3(89693099_89900237)x1), inherited from the father. Bioinformatics analysis
strongly suspected the pathogenicity of these variants (Supplementary Table 2).

Patient F.1l.1 (Family F): The proband was first referred to the genetics clinic in infancy, due
to failure to thrive. No genetic diagnosis was established at the time and she reevaluated
referred at age 21 months. is a now 7 years old girl born to consanguineous parents of
Moroccan origin without a relevant familial history The pregnancy was established by in vitro
fertilization and marked by intrauterine growth retardation. On prenatal ultrasounds,
polyhydramnios, ventricular septal defect (VSD) and echogeneic bowels were noted. She was
born at term, at 38 weeks + 1 day, birth weight was 2635 grams (-2 SDS), Apgar 8/9/9.
Postnatally, the VSD was confirmed and in addition, absence of the gallbladder was noted.
Soon after birth she developed failure to thrive, with feeding difficulties and frequent
vomiting. At five months old she underwent surgery ; closure of the VSD and a patent Botalli
duct. Growth and feeding difficulties remain until present with a weight and height at -3 SDS
at the age of 21 months, without microcephaly. Neurological examination at 21 months was
for normal except for global delay and hypotonia. Bailey Scales of Infant Development-Ii|
(BSID-Ill) performed at the age of 21 months showed fine motor skills equivalent to age 10
months, gross motor skills equivalent to age 9 months, cognition equivalent to age 9 months
and language equivalent to age 13 months (No recognizable word). At 21 months, she can
stand with support and take a few supported steps and walk fully independent but still a bit
wobbly at age 3 years of age (Independent sitting at 14 months). On the other hand, she was
a friendly and cheerful girl. Morphological peculiarities of the face and extremities were
highlighted, as well as a sacral dimple and nevus flammeus in neck and lower back
(Supplementary Table 3). At last follow-up at 5 years of age, she was attending half days of
regular schooling with additional individual support. Language had improved and she spoke
several words but no full sentences. She was a sociable girl who despite her language delay
made friends at school. Due to recurrent lower airway infections, her paediatrician had
prescribed antibiotic prophylaxis. Her height was at -2 SDS. During the etiological work-up, the
brain MRI showed a thin corpus callosum with enlarged brain ventricles and mild hypoplasia
of the brainstem and cerebellum. A molecular cytogenetic examination (SNP array) was
performed and came back without any particularity. Metabolic examinations in plasma and



urine were normal too. Finally, a whole-exome sequencing from blood leukocytes revealed a
homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.226A>T; p.Lys76*). The trio analysis
showed that each of them was a healthy carrier for one of the variants. Bioinformatics analysis
strongly suspected the pathogenicity of this variant (Supplementary Table 2).

Patients G.II.3 and G.11.4 (Family G)(Karaca et al., 2015): They are two sisters from a related
couple of Caucasian origin (6 other siblings in good health). In the family history, we note the
death of 2 other siblings, of unknown sex and etiology. Pregnancies and deliveries were not
followed up, so antenatal data and birth parameters are not available (at first sight, birth
weight normal according to the mother). Patient G.Il.4 would have presented with neonatal
respiratory distress. Concerning patient G.11.3, the clinical examination performed at the age
of 22 years showed a growth retardation at -3 SDS for height and -1.5 SDS for weight, with a
microcephaly at -2.5 SDS. This patient presented a severe psychomotor developmental delay
with walking acquired at the age of 7 years, in a context of generalized hypotonia with
muscular weakness and wide-based gait. From a cognitive point of view, an intellectual
disability was evaluated as being at least severe (no recognizable words at the age of 22 years),
in a context of behavioral disorders with agitation and self-mutilation. In addition, she
presented with epilepsy (details of type and frequency not available). The clinical examination
also revealed morphological abnormalities of the face and extremities (Supplementary Table
3) as well as marked hirsutism with patch of hypertrichosis. Patient G.II.4 also had postnatal
growth retardation with, at age 13 years, a height of -4 SDS, a weight of -2.7 SDS and
microcephaly of -4 SDS. Patient G.Il.4 also presented a delay in motor acquisitions with
autonomous walking obtained at the age of 2 years, also in a context of hypotonia with muscle
weakness and wide-based gait. She also had a severe intellectual disability with self-
mutilations (absence of recognizable words at the age of 13 years). There were also facial and
extremity features, broadly similar to her sister (patient G.I.3), as well as a glabellar angioma
(Supplementary Table 3). Patient G.II.3 also presented with epilepsy (unspecified). Brain MRI
in each sister showed hypoplasia of corpus callosum with mild cerebellar atrophy. From an
etiological point of view, a whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed
and revealed a homozygous variant in the CDKI10 gene (NM_052988.4: c. 1070G>A;
p.Arg357His). Segregation by SANGER sequencing in the parents showed that each of them
was a healthy carrier for one of the variants. Bioinformatics analysis strongly suspected the
pathogenicity of this variant (Supplementary Table 2).

Patient H.II.3 (Family H)(Kahrizi et al., 2019): Is the child of a related couple of Iranian origin.
He has a healthy brother and sister. The rest of the family history is not available. Born at term
with a weight of 3200 grams (0 SDS) and normocephaly. Clinical examination at age 36 did not
reveal any growth abnormality. He presented a slight delay in motor acquisitions with walking
acquired at the age of 20 months. The first words were pronounced in time, around 15
months, with however the development of learning difficulties leading to the diagnosis of mild
intellectual disability (IQ at 65). He also presented a single epileptic seizure, of the tonic-clonic
type at the age of 20 months. Some morphological features of the face and extremities were
also noted (Supplementary Table 3). However, the patient did not benefit from any imaging
exploration (brain MRI, X-ray of the spine, cardiac ultrasound...). From an etiological point of
view, a whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed and revealed a
homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.161-1G>C; p.?). The trio analysis



showed that each of them was a healthy carrier for one of the variants. Bioinformatics analysis
strongly suspected the pathogenicity of this variant (Supplementary Table 2).

Patient L.I1.3 (Family I): Is the third child of a related couple of Caucasian origin. He has a
healthy brother and sister. The rest of the family history is not available. The pregnancy was
marked by intrauterine growth retardation and enlarged lateral ventricles. He was born at
term (38 weeks of gestation) with a height and weight around -3 SDS and a head
circumference in the lower limit of normal. He also rapidly presented feeding difficulties with
the need for a nasogastric tube. Clinical examination at the age of 8.5 years showed a stable
growth delay, around -2.5 SDS for weight and height, without microcephaly. He also presented
a marked delay in psychomotor development with a sitting posture acquired at the age of 2
years, and the absence of autonomous walking at the age of 8 years (important hypotonia). A
few syllables pronounced only at the age of 8 years (most likely severe intellectual disability)
; no behavioral disorder. In addition, he had cryptorchidism, recurrent episodes of
pyelonephritis and scoliosis. Some morphological abnormalities of the face and extremities
were also found (Supplementary Table 3). Brain MRI confirmed the presence of enlarged
lateral ventricles. Cardiac echocardiography showed an ASD. From an etiological point of view,
a solo whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed and revealed a
homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.664_665del; p.Met222Valfs*38).
Segregation by SANGER sequencing in the parents showed that each of them was a healthy
carrier for one of the variants. Bioinformatics analysis strongly suspected the pathogenicity of
this variant (Supplementary Table 2).

Patient J.Il.1 (Family J): Is the only child of non-consanguineous Nepali parents. The pregnancy
was marked by intrauterine growth retardation. He was born at term (39 weeks + 6 days), by
cesarean section in the setting of a nuchal cord circular with abnormal fetal heart rate. His
birth parameters were -3 SDS for height and -2.5 SDS for weight, with a head circumference
in the lower limit of normal. Clinical examination at the age of 2.5 years showed a height of -
2.5 SDS with a normalized weight around -1.2 SDS, without microcephaly. Frequent vomiting
with feeding difficulties justified the placement of a nasogastric tube. He evolved with a
marked delay in psychomotor development with sitting at the age of 2 years and walking not
acquired at the age of 29 months, in a context of hypotonia. At the age of 2.5 years, he
pronounced only a few syllables. No behavioral problems. Morphological particularities of the
face and extremities were also demonstrated as well as a sacral dimple and a strabismus
(Supplementary Table 3). Cerebral-medullary MRI revealed enlarged brain ventricles and a
spinal intradural cyst (L5-S1 level). Clinical examination and cardiac ultrasounds revealed a
patent ductus arteriosus and a physiological pulmonary branch stenosis. From an etiological
point of view, a solo whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed and
revealed a homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.87+5G>A; p.?).
Segregation by SANGER sequencing in the parents showed that each of them was a healthy
carrier for one of the variants. Bioinformatics analysis strongly suspected the pathogenicity of
this variant (Supplementary Table 2).

Patient K.Il.1 (Family K): Is the first child of consanguineous Turkish parents. He has a little
sister with a very similar phenotype, but she could never be examined. The third child of the
siblings is healthy. The pregnancy was marked by an intrauterine growth retardation. He was
born prematurely at 34 weeks of gestation (neonatal respiratory distress) with a weight of



1200 grams, below the 3rd percentile. He subsequently showed good growth gain, without
feeding difficulties. However, he presented a delay in psychomotor acquisitions with an
autonomous walk obtained after the age of 5 years in a context of persistent hypotonia with
wide-based gait and muscular weakness. There were only a few words spoken at the age of
11 years (severe intellectual disability), in a context of behavioral disorders with stereotypies
and self-mutilation. Morphological particularities of the face and extremities were also
demonstrated (Supplementary Table 3). In addition, the skin examination revealed
palmoplantar hyperkeratosis like mild form of lamellar ichthyosis. During the etiological work-
up, the brain MRI showed a thin corpus callosum and the cardiac ultrasounds revealed an ASD
with a bicuspid aortic valve/aortic dilatation and a dilated cardiomyopathy. In addition, he had
grade 1 nephropathy (unspecified) and suffered from osteopenia and scoliosis. From an
etiological point of view, a postnatal karyotype was performed and came back without any
particularity (46, XY). An array-CGH was also performed and was returned normal too. Finally,
a solo whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed and revealed a
homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.4: c.608+1G>A; p.?). Segregation by
Sanger sequencing in the parents showed that each of them was a healthy carrier for one of
the variants. The younger sister with the same difficulties as him is also a carrier for both
variants in the homozygous state. The last child of the siblings was tested and is not a carrier
for either of the variants (wild-type status). Bioinformatics analysis strongly suspected the
pathogenicity of this variant (Supplementary Table 2).

Patient L.Il.1 (Family L): Is the child of a very distantly related couple (family history not
available). The pregnancy was marked by intrauterine growth retardation in a context of
placental insufficiency with suspected pulmonary stenosis. She was born prematurely at 35
weeks + 4 days with a weight of 1558 grams (-3 SDS), a height of -4 SDS and a head
circumference of -3 SDS. Examination at 23 months of age showed postnatal growth
retardation with weight and height below -3 SDS, in a context of feeding issues. She also
presented a delay in psychomotor development with a turn in prone position acquired only at
the age of 14 months and some vocalizations emitted at the age of 18 months. It should also
be noted that this patient had a stroke at the age of 18 months (occluded right internal carotid
artery and M1 segment), resulting in a subsequent left-sided hemiplegia. Morphological
features of the face were also noted (Supplementary Table 3). She also presented a torticollis
with a right convex thoracic scoliosis (30° Cobb) and a strabismus. The cardiac ultrasound
showed an ASD with a double outlet right ventricle/VSD (Ventricular Septal Defect) with
pulmonary stenosis and coronary anomaly. Brain MRI was unremarkable. In this context, a
single whole-exome sequencing from blood leukocytes was performed and revealed a
homozygous variant in the CDK10 gene (NM_052988.5: ¢.25G>C; p.Glu9GIn). The familial
segregation is still in progress. Bioinformatics analysis suspected a potential pathogenicity of
this variant (Supplementary Table 2).

Patient M.II.5 (Family M): (Windpassinger et al., 2017) for clinical and molecular details.



Windpassinger et al,. 2017
Demographic data

Years of Birth 2 individuals : 1997 and 2022

Sex M
Ancestry Tunisian
Consanguinity +

Genetic data of the CDK10 variations
Genomic position (hg19) Chr16:g.[89760580G>A];[89760580G>A]
cDNA level (NM_052988.4) c.[609-1G>A];[609-1G>A]
According to the functional analyses, no
protein
Splicing variant

Protein level

Variations type

Windpassinger et al., 2017
Demographic data

Years of Birth 2008
Sex M
Ancestry Turkish

Consanguinity -
Genetic data of the CDK10 variations

Genomic position (hg19) Chr16:2.[89759876G>A];[89759876G>A]

c.[608+1G>A];[608+1G>A]
According to the functional analyses, no
protein
Splicing variant

cDNA level (NM_052988.4)
Protein level

Variations type
F: Female ; M : Male ; NA : Not Available

Windpassinger et al., 2017

2013
F
Saudi Arabian
+

Chr16:g.[89755711delG];[89755711delG]
c.[139delG];[139delG]
p.[(Glud7Argfs*21)];[(Glud7Argfs*21)]

Frameshift

Guen et al., 2017

NA
F
Shkenazi-Jewish

Chr16:.[89761416_89761417del];[89761416_89761417del]
c.[870_871del];[870_871del]

p.[(Trp291Alafs*18)];[(Trp291Alafs*18)]

Frameshift

Windpassinger et al., 2017

2008, 2010 and 2013
3individuals: 1 Fand 2 M
Kurdish (from Turkey)

+

Chr16:g.[89759876G>A];[89759876G>A]
c.[608+1G>A];[608+1G>A]
According to the functional analyses, no
protein
Splicing variant

Supplementary Table 1: Review of the literature. Demographic and genetic data of eight individuals from five distinct families previously reported with
biallelic variations in the CDK10 gene. Please note : Individuals from the papers (Darcha et al., 2021) (Karaca et al., 2015) (Kahrizi et al., 2019) (Windpassinger

et al., 2017) are included in our cohort



cDNA (c.) Protein (p.) Type Segregation gnomAD PPH2 SIFT MT SSF MES NSS Clinvar/HGMD Reference
c.24C>A p.Cys8* Nonsense Y 0 R,CV001281658'.1 This study
Likely pathogenic
¢.25G>C p.Glu9GIn Missense NA 0.0000579 B T B ND ND ND This study
c.87+5G>A p.? Splice Y 0 ND -100% DS ND This study
c.(87+1_88-1) (232+1_233-1)del 0.? CNV v RCV0005090_00.3 (Windpassinger et al., 2017)
(Exons 2-3) Pathogenic
c.139delG p.Glud7Argfs*21  Frameshift 0 RCV0005090.02.1 (Windpassinger et al., 2017)
Pathogenic
c.161-1G>C p.? Splice Y 0 -100% AS -100% AS -100% AS (Kahrizi et al., 2019)
€.226A>T p.Lys76* Nonsense NA 0 This study
c.452T7>C p.Leul51Pro Missense Y 0 B D D -100% NCAS +60% NCAS ND (Darcha et al., 2021)
c.461T>C p.Leul54Pro Missense Y 0 PD D D ND ND ND This study
c.503del p.Asn168Thrfs*4  Frameshift Y 0 This study
C.608+1G>A p.0 Splice Y  0.00000398 -100% DS~ -100%DS  -100% DS (W'“dpafu‘ifesij;y‘j‘"' 2017),
-100% AS
-100% AS -100% AS
. - . i . 9 Wind i t al., 2017
¢.609-1G>A p.0 Splice Y 0.0000283 +100% NCAS +100% NCAS  +100% NCDS (Windpassinger et a )
+100% NCDS
c.628_630del p.Leu21idel Indel Y 0.0000159 NA D(SCO0.894) NA ND ND ND This study
c.664_665del p.Met222Valfs*38 Frameshift Y 0.0000279 This study
c.792G>A p.Pro264= Synonymous NA 0 ND ND ND -100% DS -100% DS ND This study
RCV001658236.2
c.870_871del p.Trp291Alafs*18  Frameshift Y 0.000128 RCV001526542.1 (Guen et al., 2018)
Pathogenic
c.1070G>A p.Arg357His Missense Y 0.0000091 PD D D ND ND ND R,CVOOO454330',1 (Karaca et al., 2015)
Likely pathogenic
1624.3 (89644771_89869764)x1 p.0? CNV y (Darcha et al.,, 2021)
(Entire gene)
16924.3 (89693099_89900237)x1 p.0? CNV v This study

(Entire gene)

Supplementary Table 2: Bioinformatics predictions of the variants of CDK10 (NM_052988.4). Novel variations are indicated in bold. All variants (previously reported
and those of this study) were (re)evaluated from a bioinformatics point of view including their presence or not in general population databases (e.g. gnomAD, 1000
Genomes) and in known pathogenic variant databases (HGMD(Stenson et al., 2003) ; ClinVar(Landrum et al., 2018)) ; The gnomAD frequency reported is the highest
in any population in this database ; For missenses the evaluation of conservation during evolution (multiple alignment, PolyPhen-2, SIFT, Mutation Taster(Kumar et
al., 2009; Schwarz et al., 2010) and physicochemical changes); The evaluation for effects on splicing was performed for synonymous, missense and intronic variants
(MaxEntScan, NNSplice and Splice Site Finder(Shapiro and Senapathy, 1987; Yeo and Burge, 2004)) ; Non frameshifting indel has been assessed by the specific module
from SIFT(Kumar et al., 2009). AS: Acceptor Site, B: Benign, D: deleterious or affects protein function, DS : Donor Site, MES: MaxEntScan, MT: Mutation Tester, N: Not,



NA: Not Available, NCAS: Non Consensus Acceptor Site, NCDS: Non Consensus Donnor Site, NSS: NNSplice, ND: No Difference, PD: Probably Damaging, PPH2: PolyPhen-
2, SC: Score Confidence, SSF: Splice Site Finder, T: Tolerated, Y: Yes



. . . Family D . . Family G Family H . . . . Family M

Family A Family 8 Family ¢ (Darcha et al, 2021) Family € Family F (Karaca et ol 2015) (Kahri et aly 2015) Family | Family ! Famly K Famly L (Windpssinger et o, 2017)

Individual ID AllL2 B.L3 cul DLl ElL4 FlL1 G.L.3 G.L.4 H.I.3 L3 L K1 L1 ML M.ILS
Demographic and genetic data

Year of Birth 2018 2011 2000 Death at 3.5 months Fetus (MA at 19 + 3 WG) NA 1991 2000 1978 2009 2019 2006 2019 2009 2011

Sex F M M M M F F F ™M M M M F M M
Ancestry Caucasian Maghreb Algerian Caucasian Caucasian Moroccan Caucasian Caucasian Iranian Caucasian South Asian Caucasian NA Algerian Algerian
€.452T>C

CcDNA level (NM_052988.4)

Protein level

Inheritance
Mutation type

Consanguinity

Pregnancy
1UGR

Prenatal Features

Other

Birth Parameters/Growth
Parameters
**Term at delivery

Birth Weight (SD)

Birth Height (SD)
Birth OFC (SD)
***physical Examination
Age
Height (SD)
Weight (SD)
OFC (SD)
Feeding issues
Nasogastric tube/Gastrostomy
Gastroesophageal reflux
Constipation
Developpemental Stages

Delayed motor
developpement/Age of sitting-
walking (months)

Delayed speech
developpement/Langage skills

Learning disorders/ID

Behavioural
abnormality/hyperactivity
Dysmorphic Features
Brachycephaly
Triangular face
High forehead
Downslanted palpebral fissures
Telecanthus
Hypertelorism
Bilateral epicanthus
Bilateral ptosis
Synophrys
Depressed nasal bridge
Broad nasal tip
Congenital nasal pyriform,
aperture stenosis
Malar hypoplasia
Long philtrum
Thin upper lip
Microstomia
Small/pointed chin
Low-set ears
Posteriorly rotated ears
Abnormally shaped ears
Macrodontia
Solitary median maxillary
central incisor
High arched palate

Other/Free description

Limb/Extremities
Rhizomelic shortening of the
arms

€.[461T>CJ;(628_630del]

p.[(Leu154Pro)J;[(Leu211del)]

[pat];[mat]
Inframe indel, Missense

Moderate IUGR

Enlarged lateral ventricles

37+3
2110 kg (-3)

44cm (-3)
33cm (2)

26 Mo
72.5 cm (-5)
7.375kg (-5)

455 cm (:2.5)

+
+

+

+
No walking (26 Mo)

+
Some words (26 Mo)

ND

.
+(Mild)
+

+

c.[24C>A];[24C>A)

p.[(Cys8*)};[(Cys8*)]

[mat];[pat]
Nonsense

40
3.690 kg (+0.5)
53cm (+1.5)
37cm (+1)

9Yo 1Mo
134.5 cm (0)
29kg (+0.5)
52.5cm (-0.5)

Walking : 16 Mo

+
Association words (7.5
Yo)

Retrognathia,
Supernumary nipple,
Dolicocephaly

[792G>Al;[792G>A]

p(Pro264=)];{(Pro264=
)

NA
Synonymous

41
3.060 kg (-0.8)
47.5 cm (-1.5)

34.cm (1)

17Yo
172cm (0.5)
58.5kg (-1)
56 cm (+4.5)

Sitting : 8.5 Mo
Walking : 16 Mo

+
First words : 3 Yo

+(mild)

arr16q24.3(89644771_8986976

p.[(Leu151Pro)};[(0?)]

[mat];[pat]
Missense, 225kb deletion

+ (Sth centile)
Multicystic dysplastic left
kidney, Partial corpus callosum
agenesis, Enlarged left lateral
brain ventricle, Colpocephaly

Delivery: Abnormal fetal heart
rate

38+6

2590 kg (-2)
45 cm (-2.5)
34.cm (1)

3.5Mo
56 cm (+1)
4363 kg (+0.2)
385cm (-2)

+

NA

NA

NA

NA

Bulging forehead, Hypotelorism,
Retrognathia

arr16624.3(89693099_89900237)x1

p.[(Asn168Thrfs*a)};[(0?)]

[mat];[pat]
Frameshift, 207kb deletion

Multicystic dysplastic left kidney,
Enlarged brain ventricles

Oligoamnios, Fetal hypokinesia

19+3 WG
247 g (50%percentile)

23.5cm (5-50% percentile)
16.5 cm (50 percentile)

wo

wo

wo

wo

Short nose with anteverted nares,
Prominent nasolabial fold, Retrognathia

c[226A>T);[226A>T]

P.l(Lys76%));[(Lys76%)]
[mat];[pat]
Nonsense

NA

Polyhydramnios, VSD, Echogenic bowels

MAP (IVF)

38+1
2635 kg (-2)

NA
NA

21 Mo
747 cm (3.2)
8.800 kg (-3)
46.5cm (-1)
+

Frequent vomiting
NA

.
Sitting at 14 Mo
No independent walking (21 Mo)

+
No words (21 Mo)

NA
+ (Overfolding helices)

NA
Round face, Broad and highly arched
eyebrows, Shallow orbital ridges,
Uplsanted palpebral fissures, Long
eyelashed, Upper eyelids eversion, Low
nasal bridge, Widely spaced small teeth

NA

€[1070G>AJ;[1070G>A]

p.[(Arg357His)]; (Arg357His)]

[mat];[pat]

Missense
+ +
NA NA
NA NA

NA (at term)
Normal (according to

NA (at term)
Normal (according

mother) to mother)
NA
NA NA
2Yo 13Yo
145 cm (3) 125 cm (4)
40kg (-2.5) 28kg (-2.7)
52 cm (-2.5) 49 cm (4)
oral oral
NA NA
+ +
Walking : 7 Yo Walking : 2 Yo
+ +
No words No words
+(severe) +(severe)

+ (Agitation/self- + (Self-mutilation)

mutilation)
+ +
+ +
+ +
+ +
.
+ +
+ +
+ +
Hirsutism

.[161-1G>C);[161-1G>C]

2

[mat];[pat]
Splicing variant

NA

NA (at term)
3.200kg (0)
NA

NA (normocephalic)

36Yo
176 cm
NA
57.2cm (+1.8)

+
Walking : 20 Mo

First words : 15 Mo

+(mild)

Thick eyebrows, Large ears,
Prognathism, Thin lower lip,
Temporal narrowness

c.[664_665del1;[664_665del]
p.[(Met222Valfs*38)];{(Met222Valfs*3
8)]

[mat];[pat]
Frameshift

Enlarged lateral ventricles

38
2.300 kg (3)

46 cm (-2.5)
325cm (-1.5)

8Yo5Mo
113 cm (-2.5)
19.3kg(-2.5)
52 cm (1)
+
+

+
Sitting : 2 Yo
No walking

+
Few syllabes

Posterior plagiocephaly, Almond-
shaped palpebral fissure, Short and
flattened nose

.[87+5G>A];[87+5G>A]

p?

[mat];[pat]
Splicing variant

Delivery (C-section at term),
Abnormal fetal heart rate (nuchal
cord)

39+6
2315kg(3)

44.cm (-2.5)
32cm (-1.5)

2Y05Mo
79 ¢cm (-2.5)
11.4kg (-1.2)
47.5cm (-1)
+
+

+
Sitting : 2 Yo
No independent walking (29 Mo)

+
Few syllabes

NA

+ 4

-

Posterior plagiocephaly, Almond-
shaped palpebral fissure,
Esodeviation

.[608+1G>A;[608+1G>A]

p?
[mat];[pat]
Splicing variant

+ (1 degree)

34

1.200 kg (<3percentile)
NA
NA

11Yo
149 cm (+0.5)
30kg (-1.2)
NA

+
Walking : After 5 Yo

+
Some words

+(severe)

+(tereotypy/self-mutilation)

.

+

+ (Pointed)
+

+
+
+

€[256>C];[256>C)
P.(GIu9GIn);{(Glu
9Gln)]

NA
Missense
+ (very distantly
related ; AOH : 25
Mb)

+

Suspected
pulmonary
stenosis

Placental
insufficiency

35+4
1.558 kg (3)

40.5 cm (-4)
31cm (3)

23Mo
76 cm (-3.2)
7.5kg(<-3)
NA
+

+
(Turning in prone
position at the age
of 14 Mo)
+
Some vocalizes
(18 Mo)

ND

Unilateral ptosis

C[(87+1_88-1)_(232+1_233-1)del];{(87+1_88-

1)_(232+1_233-1)del]

p.[(Leu30Alafs*24)] [(Leu30Alafs*24)}

[mat];[pat]
Exons 2-3 deletion

+ +
+
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
7 Yo 8Mo 4Yo 4Mo
111.8cm (-2.5) 96 cm (-3)
16.2kg (-2.9) 123kg(-3.2)
51.5cm (-0.8) 49cm (-2)
+
Sitting : 18 Mo
Walking : 30 Mo Walking : 48 Mo
+
7 Yo : Two words +
combinaison, no No words
sentence
Fmoderateto | 1oderate to severe)
severe)
NA NA
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
* +
+ +
+ +
+ +



Small hands + - + - - NA + + - - - -

H

s

Single transverse palmar crease + - - - - NA - - - B - -

Pes planus + - - ND wo NA + - - - - + NA - -

Overlapping toes - + - + - NA - - +(4th and 5th toes) - + - NA - -

Right hand radial deviation,Fingers

o - " Dimples shoulders and elbows,
unilateral flexion contracture (right ples shou

' . Supernumerary flexion creases on the Abnormal metatarsal )
Other Unitateral 2.3 oe ndend), (l:;‘::::::‘:ussr;::‘;:ﬁalus fingers, Thumbs limited movement, morphology (shortening Tapered fingers Supernumerary flexion creases on
syndactyly yndactyly A Abnormality of the palmar reases metatarsal) &

feet, Equinovarus deformity of left foot I palm
sketch) ("Hockey stick")

. +(one tonic-clonic seizure at +(2 seizures at day
Seizure ND wo NA + + 20 Mo) P
Wide based gait/gait difficulties - - - ND wo NA + + - - NA + NA + +

18 Mo : stroke
(occluded right
internal carotid

Other arteryand M1

segment;

subsequent left-
sided hemiplegia)

MR
NA

Enlarged cerebral ventricles/
colpocephaly

Thin corpus callosum

Corpus callosum Corpus callosum
hypoplasia, Mild hypoplasia, Mild
cerebellar atrophy cerebellar atroph

Agenesis of CC (rudimentary
anterior part, no posterior)

Hypoplasia of the brainstem and

Other
cerebellum

Partial agenesis of CC (no posterior part)

ASD NA

Patent ductus arteriosus NA

Pulmonary

g
2
g
z
5
i

er respirator
infections/Reactive airway

atory distress (milk

g wo NA - - - - -
aspiration)

- - +(Severe bronchiolitis)

Multicystic/dysplastic kidney + + (Left multicystic) NA

Possible abnormal,
Other mesenteric+coeliac
vessels

Inguinal hernia, Rectal

prolapse Absence of gallbladder Recurrent pyelonephritis One episode of pyelonephritis Grade 1 nephopathy

Type of radiology exam Spinal X-rays Spinal X-rays Spinal X-rays Spinal X-rays Spinal X-rays NA NA NA NA NA Spinal X-rays Spinal X-rays Spinal X-rays 30 reconstruction NA

Clanterior clefting NA

Sacral clefting NA

Underdeveloped vertebral
bodies

sacral dimple

Sensorineuronal

Recurrent infections

Strabismus

Cutaneous

Malar rash

Palmoplantar hyperkeratosis +(mild lamellar ichthyosis)




Peripheral vasomotor

ND wo NA NA NA - - - - NA
disturbance
Other skin tag e OS] Perianal skin tag wo Nevus flammeus (neck +lower back)
Paravertebral macules
Other Eczema
Other Features
Diastasis with prominent
umbilicus - - NA

Cryptorchidism wo - = - - wo wo wo B 5 > > wo

Shawl scrotum wo - - - - wo wo wo - - - - wo -
Congenital hypothyroidism - - wo NA - - NA - - - - ND
Abnormal hair patterning +(Thin hair) - - ND wo NA Hirsutism - - - -

Supplementary Table 3: Phenotype and genotype data of fifteen individuals with CDK10 variations

** Term at delivery, ***At last examination, Abbreviations : ASD: Atrial Septal Defect; CC: Corpus Callosum; F: Female; ID: Intellectual Disability; IUGR: Intra Uterine
Growth Retardation; IVF: In Vitro Fertilization; M: Male; MA: Medical Abortion; MAP: Medically Assisted Procreation; mat: maternal; Mo: Months old; NA: Not
Available; ND: Not Determined; OFC: Occipito-Frontal Circumference; pat: paternal; SD: Standard Deviations; VSD: Ventricular Septal defect; WG: Weeks of Gestation;
WO: Without Object; Yo: Years old

ND



RT-qPCR primers

Name Forward (5’-3’) Name Reverse (5’-3’) Size (pb)
hCDK10e4F GCCTGCGTCATCCGAACAT hCDK10e5R AGGGTGTTGGCATATTCTCCAG |[129
hGAPDHe4-5F GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT hGAPDHe6R GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG (197

RT-PCR primers

Name Forward (5’-3’) Name Reverse (5’-3’) Size (pb)
hCDK10e7F CCAACTTGCTCATGACCGAC hCDK10e12-13R TCACAGGGTAGGGGCTTCT 493
hCDK10elF ATCTGGAGTGCGAGCAGATC hCDK10e5bisR GCTCACAGTAACCCATCACC 351
hCDK10e4bisF AACATCGTGGAGCTGAAGGA hCDK10e13R TCAGGGTTTACAGCGCTTG 795
hCDK10e5F GGTGATGGGTTACTGTGAGC hCDK10e7-8R CGAAATCCGCTGTCTTCACA 203

Mutagenesis oligonucleotides
Name Forward (5’-3’) Name Reverse (5’-3’)

CDK10.Glu9GIn_fwd

CAGATCTGGAGTGCCAGCAGATCCGTCTG

CDK10.Glu9GIn_rev

CAGACGGATCTGCTGGCACTCCAGATCTG

CDK10.Leu151Pro_fwd

GTGCTCCGGGGCCCCCAGTATCTGCAC

CDK10.Leul51Pro_rev

GTGCAGATACTGGGGGCCCCGGAGCAC

CDK10.Leu154Pro_fwd

GGGGCCTCCAGTATCCGCACAGGAACTTCAT

CDK10.Leu154Pro_rev

ATGAAGTTCCTGTGCGGATACTGGAGGCCCC

CDK10.Leu211del_fwd

GAGCCCCTGAACTGTTGGGAACCACCAC

CDK10.Leu211del_rev

GTGGTGGTTCCCAACAGTTCAGGGGCTC

CDK10.Arg357His_fwd

GGGCCAGAGCAAGCACTGTAAACCCTGAC

CDK10.Arg357His_rev

GTCAGGGTTTACAGTGCTTGCTCTGGCCC

Cloning oligonucleotides

Name

Sequence

CDK10.N (EcoRl)

ATATGAATTCATGGCGGAGCCAGATCTGGAG

CDK10.C (Nsil) ATATATGCATTCAGGGTTTACAGCGCTTGC
CDK10.Arg357His.C (Nsil) ATATATGCATTCAGGGTTTACAGTGCTTGC
Plasmids

Name Nucleotide substitution Amino acid change
eGFP / /
pCMV.Tag3B * / /
Myc-CDK10.WT * / /
E9Q * €.25G>C p.Glu9GIn
L151P * c.452T7>C p.Leul51P
L154P * c.461T>C p.Leul54P
L211del * €.628_630del p.Leu21ldel
R357H * c.1070G>A p.Arg357His
ANLS * c.[(1066A>G);(1067A>C)];[(1069C>G);(1070G>C)] |p.[(Lys356Ala)];[(Arg357Ala)]

* tag Myc ; CMV promotor

Supplementary Table 4 : List of primers and plasmids used in this study.
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Supplementary Figure 1: CDK10 Protein’s domains and alternative transcripts

A. CDK10'’s protein domains B. cDNA of the CDK10 gene C. Other possible transcripts of CDK10 from
alternative splicing (NM_052988.4 (hg19))
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Supplementary Figure 2: Sequence alignment of transcriptional CDKs with CDK13 secondary
structure annotations

Sequences were aligned using Multalin v.5.4.1(Corpet, 1988). Experimentally-determined CDK13
secondary structural elements (UniProt: Q14004) were added using Espript v.3.0(Robert and Gouet,
2014). The aminoacids substituted in the missense variations are highlighted in green (Glu9, Arg357)
orin blue (Leu151, Leu154, Leu210).
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Supplementary Figure 3: Primers position relative to the CDK10 cDNA
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La recherche permet la production de nouvelles connaissances afin d’améliorer notre
compréhension du monde et des phénomenes naturels. La recherche en sciences de la vie et
en santé a pour but de mieux comprendre les mécanismes biologiques des organismes vivants
et leurs interactions dans leur environnement et bien entendu en particulier celui de 'Homme
(Inserm). La recherche en santé est précisément I'un des champs qui éveille le plus d’intérét
de la part du grand public : en effet, chacun est conscient des applications de ces recherches a
savoir améliorer la qualité de vie et proposer des traitements aux patients concernés. La
recherche en santé s’exerce a plusieurs niveaux dans le cadre d’une recherche fondamentale,
translationnelle ou clinique.

Le travail réalisé au laboratoire s’inscrit dans la recherche translationnelle appliquées aux
maladies génétiques rares et plus particulierement aux ciliopathies dont le syndrome de
Bardet-Bied| qui a constitué une grande partie de mon sujet de these. Le terme « maladie
rare » est utilisé pour décrire les affections qui touchent une trés faible proportion de la
population. Néanmoins, les maladies rares constituent un important probléme de santé
publique. En effet, il existe plus de 7000 maladies rares qui touchent au total plus de 3 millions
de frangais soit 4,5% de la population (68 millions d’habitants en France en 2023) et sont
responsables de 10% des déces entre 1 et 5 ans (DGOS, 2023). Parmi ces maladies rares, il
existe un large groupe de plus de 35 maladies génétiques humaines, connues sous le nom de
ciliopathies, qui sont liées a plus de 150 génes (Focsa et al., 2021) codant pour des protéines
qui participent a la formation et la fonction du cil primaire (Reiter and Leroux, 2017; Wheway
et al., 2015).

A ce jour, seule une personne atteinte de maladie rare sur 2 dispose d’un diagnostic précis,
c’est-a-dire que 50% des patients ne connaissent ni le nom exact de leur maladie ni le géne et
donc la mutation génétique associée. Ce diagnostic n’est souvent obtenu qu’auprées des
examens longs et couteux responsables d’'une errance diagnostique. Concernant le BBS en
particulier, 80% des patients examinés cliniquement ont été résolu, c’est I'une des ciliopathies
pour laquelle il y a le plus de patients résolus. Cependant, malgré ce fort pourcentage de
diagnostics positifs, 20% des patients sont encore concerné par l'errance diagnostic. Lerrance
diagnostic est définie par la période allant de I'apparition des premiers symptémes a la date a
laguelle un diagnostic précis est posé. Dans le cadre des ciliopathies qui sont des maladies
hétérogenes cliniqguement et génétiquement, il est fréquent que les patients atteints soient
confrontés a cette situation d’errance avant que le diagnostic ne soit posé. Ceci peut étre
sources de difficultés et est une véritable souffrance pour les malades et les familles. L'alliance
Maladies rares a réalisé une enquéte publiée en 2016 qui démontre que plus d’un quart des
malades atteints de maladies rares attendent prés de quatre ans pour que la recherche de leur
diagnostic débute. Une fois dans le circuit du parcours diagnostic, cette recherche dure au
moins un an et demi pour une grande majorité des malades et dépasse 5 ans pour plus d’'un
qguart d’entre eux. Face a ces informations, de nombreuses questions se posent : quelles sont
les causes de ces errances ? pourquoi le diagnostic prend autant de temps ? que faudrait-il
améliorer ? comment peut-ont faire pour parvenir a résoudre les familles concernées par cette
errance ? Nombreuses sont les questions et nombreux sont les projets développés dans le but
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d’y répondre. Pour y répondre et trouver des solutions il faut d’abord bien comprendre le
probléme. Il faut déterminer les points faibles du diagnostic, et la maniére dont nous pouvons
améliorer les stratégies qui sont d’ores et déja mises en place a I'heure actuelle pour
poursuivre les efforts.

. Diagnostic clinique

Le diagnostic clinique est la premiére étape du parcours du patient atteint d’'une maladie
génétique rare. Cette étape nécessite la collecte des signes cliniques pertinents par
I'interrogatoire et I'examen du patient et leur synthése afin d’évoquer une ou des hypothéses
ciblant une pathologie ou un groupe de pathologies. D’un point de vue clinique, I'errance est
responsable d’un gaspillage de ressources médicales. Un quart des malades ont consulté au
moins cing médecins avant d’obtenir un diagnostic. Pour autant il est important de préciser
qgue I'errance diagnostique n’est pas présente pour toutes les maladies rares. Par exemple,
certaines maladies rares sont présentes en période anténatale ou néonatale et peuvent étre
dépistées rapidement grace a l'existence de programmes de dépistage spécifique (ex :
hypothyroidie congénitale, phénylcétonurie, drépanocytose...) (Cherella and Wassner, 2020;
Pogue et al., 2018) ou a I'échographie. D’autres maladies rares ont une clinique évocatrice qui
déclenchera un diagnostic rapide (ex : trisomie 21, syndrome de Prader-Willi, amyotrophie
spinale infantile) (Antonarakis et al., 2020; Butler et al., 2019). Pour d’autres maladies rares,
I’errance diagnostique est malheureusement inévitable lorsque les symptomes sont moins
spécifiques et/ou évolutifs.

Pour les ciliopathies primaires, l'importante hétérogénéité clinique et génétique et le
chevauchement marqué entre les différents syndromes représentent un défi majeur pour les
cliniciens et les biologistes qui sont confrontés a ces pathologies. Il n'est pas rare qu'un patient
recoive des diagnostics différents de la part de cliniciens spécialisés dans des organes
différents. Le scénario complexe des ciliopathies rappelle I'ancienne anecdote de "I'éléphant
et les aveugles " : six aveugles ont rencontré un éléphant pour la premiére fois et chacun a
touché une partie différente de son corps, tirant des conclusions différentes sur sa nature (un
pilier, une corde, une branche d'arbre, un ventilateur, un mur, un tuyau) en fonction de la
partie qu'ils avaient touchée (la jambe, la queue, le tronc, I'oreille, le ventre, la défense). Bien
sir, méme si chacun avait fait une analyse précise, tous étaient parvenus a de fausses
conclusions car ils n'avaient pas la "vue d'ensemble". De méme, lorsqu’un patient atteint
d'une ciliopathie se présente en clinique, une difficulté majeure consiste a s'en tenir a un
diagnostic spécifique basé sur la présence de certaines caractéristiques liées a un seul organe
compliquées par des apparitions différées dans le temps et évolutives. La disponibilité
croissante de tests génétiques a grande échelle, y compris des approches telles que le
séquencage de I'exome ou du génome entier, constitue un outil de diagnostic tres utile et de
plus en plus efficace. Dans certain cas, les tests génétiques permettent d’identifier des génes
inattendus au regard du phénotype du patient permettant une extension des phénotypes
associés aux patients et selon les cas de prévoir les signes cliniques futurs de ces derniers.
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Un diagnostic clinique solide est important pour le patient afin d'obtenir la certitude de la
cause de sa maladie. Il permet au clinicien de fournir une prise en charge médicale optimale
au patient et le cas échéant de prédire I'évolution de la maladie en anticipant le
développement de signes cliniques plus tardifs. Face a un diagnostic sir, le généticien peut
conseiller le patient et les membres de sa famille par la mise en ceuvre d’un conseil génétique
fiable. Un diagnostic clinique concluant est aussi important pour les chercheurs afin
d’approfondir les connaissances portant sur I'objet biologique étudié. Pour les cas non résolus,
ceci permettra d’améliorer la découverte de nouvelles causes génétiques de la maladie et
d’étudier les mécanismes physiologiques sous-jacents.

Il Diagnostic moléculaire/génétique

L'un des principaux défis de la génétique moléculaire humaine de ces 20 dernieres années
était I'identification de nouveaux genes impliqués dans des pathologies d’origine génétique.
L'identification des génes et des variants n’a eu cesse de s’améliorer avec I'évolution des
technologies, du séquencage du génome et des progrés des logiciels d'analyse prédictive
permettent de recueillir une quantité énorme d'informations sur notre patrimoine génétique
et notre environnement. Malgré toutes les techniques utilisées et ses succés (Bick et al., 2017;
Hayeems et al., 2020), jusqu’a présent 50% des patients atteints de maladies génétiques rares
et 20% de patients atteints du BBS n’ont pas de diagnostic de certitude. Ceci nous ameéne a
I'un des défis actuels des maladies rares a savoir |'identification des causes moléculaires des
familles encore non résolues a ce jour. Pour expliquer ce pourcentage élevé, il faut distinguer
plusieurs cas : pour certain des patients une ou des variations de signification incertaines (VSI,
classe 3) ont été découvertes dans un géne déja connu pour étre impliqué dans la pathologie
(ex : BBS5, IFT172 ou PIK3C2A) ou bien dans un géne dont I'implication reste encore a étre
démontrée. Dans d’autres cas, aucune piste n’a été identifiée et des explorations moléculaires
supplémentaires sont nécessaires. Ces problématiques nous poussent a réfléchir a la stratégie
actuelle du diagnostic moléculaire, les techniques de séquencage disponibles et les tests de
validation fonctionnelle permettant de prouver la pathogénicité des VSI.

Pour réaliser le diagnostic moléculaire des ciliopathies, le laboratoire de génétique médicale

suit une stratégie caractérisée par un pipeline progressif (
Figure 20). La premiere étape passe par la recherche de génes majeurs du BBS (BBS1 et BBS10)

par un séquencage Sanger ciblé des variations fréquentes (~20% des patients BBS). Si aucun
variant n’est mis en évidence, un séquencage d’un panel des génes de ciliopathies et de
rétinopathies pigmentaires (~270 genes) sera réalisé. Ces 2 premiéres étapes sont réalisées
par le laboratoire de diagnostic hospitalier de Strasbourg. Le séquencage de ce panel permet
de chercher des variants dans des genes connus. Si le séquencage du panel ne donne aucun
résultat ou partiel, la prochaine étape est le séquencage complet de I'exome (WES) ou du
génome (WGS). Le WES et WGS permettent de rechercher des variants dans des génes et des
régions non ciblées par le TES et en particulier des génes qui n‘ont pas encore été associés aux

112



V. Discussion générale

ciliopathies. Ces techniques présentent des avantages et des limites que je vais discuter ci-
dessous.

A. Séquencage a haut débit (panel et WES)

Depuis 2010, le nombre de genes et de mutations découverts chaque année a augmenté
rapidement, grace notamment aux améliorations des technologies de séquencage de I'ADN et
a l'analyse des données massives (big data) (Choi et al., 2009; Costa, 2014). Les techniques de
séquencage a haut débit ou de nouvelle génération (NGS) ont également révolutionné le
diagnostic génétique en permettant de séquencer simultanément, rapidement et a moindre
colt des centaines de genes (séquencage ciblé dans un panel de genes) dans de vastes
cohortes de patients et notamment dans les ciliopathies (Bachmann-Gagescu, 2014;
Hammarsjo et al., 2021; Knopp et al., 2015). Par exemple, Orphanet répertorie jusqu’en ao(t
2023, 5835 genes associés a des maladies rares et de nombreux tests génétiques incluant des
panels de séquencage issus de laboratoires hospitaliers ou privés pour une analyse
relativement peu coliteuse de genes liés a des troubles spécifiques ou a des groupes de
maladies (Pogue et al., 2018). Pour une analyse plus complete, le séquencage complet de
I'exome (WES) est utilisé car il permet d’avoir acces a I'ensemble des génes humains (Polla et
al., 2015). Méme si le WES a permis de résoudre le cas d’'un grand nombre de patient, il est
limité principalement au séquencage des régions du génome humain codant pour les
protéines. Un total de 180 000 exons représentent ~2 % de I'ensemble du génome et contient
environ 85 % des mutations héréditaires responsables des maladies mendéliennes (Choi et al.,
2009). Des études font état d'une sensibilité de 98,3 % pour la détection de variants
pathogenes précédemment identifiées par le WES (Boycott et al., 2013). Toutefois, il ne faut
pas oublier que les variants affectant les régions régulatrices et non codantes (comme les
régions du type splice enhancers, silencers, insulators et les régions introniques profondes) de
I'ADN peuvent étre a I'origine de certains cas de maladies rares (Sirmaci et al., 2012) et ne sont
pas accessibles par le WES.

Pour dépasser les limitations de ces techniques, une stratégie qui combine le WGS et de
nouvelles techniques telle que la cartographie optique apparait comme une des solutions a
envisager.

B. Le génome complet (WGS)

Le séquencage du génome complet (WGS) permet de déterminer a priori l'intégralité de
I'information génétique d’un individu y compris les régions promotrices, non codantes, les
régions intergéniques et les régions régulatrices. Cette technique ne nécessite pas de passer
par une étape de capture contrairement au panel de génes ou au WES ce qui devrait limiter
ses biais. Effectivement, cette technique permet d’obtenir une couverture plus homogéne du
génome permettant ainsi de détecter les variants de structures plus facilement (Belkadi et al.,
2015; Geoffroy et al., 2018). C’est le cas par exemple, de la premiéere patiente BBS5 que j'ai
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analysée pour laquelle la mutation sur le 1°" allele avait été détecté par le panel et les WES
mais aucun variant en trans n’avait pu étre identifié. |l n’a été détecté que suite au séquencage
complet du génome. En effet, la large délétion des exons 1 et 2 englobant le promoteur du
geéne BBS5 est présente dans une région riche en GC difficilement séquencée par I'exome et le
panel. Comme le WGS ne nécessite pas une étape de capture, cette zone a été séquencée de
maniere homogene (Karam et al., 2023). Cet exemple montre le grand intérét du WGS dans
I'identification des variants permettant de compléter les diagnostics moléculaires des patients.
L'utilisation de cette technique apparait comme une potentielle solution pour régler « I'errance
diagnostic ». Effectivement, le plan « France Médecine Génomique 2025 » développe au
niveau national sur une période de 10 ans la mise en place de la médecine génomique avec la
mise en place de laboratoires de biologie médicale équipés de séquenceurs capables de faire
du WGS en routine. Deux laboratoires sont déja opérationnels a Paris et Lyon (SEQOIA et
AURAGEN). Ces plateformes permettent déja dans le cadre du soin de séquencer le génome
complet avec en 2022 plus de 4200 WGS rendus (https://pfmg2025.aviesan.fr). L'objectif final
est d'arriver a séquencer I'équivalent de 18 000 génomes entiers par an. Le séquencage sera

suivi par une interprétation de I'information biologique, pour la comprendre et la rendre utile
a tous les patients concernés (plan « Médecine France génomique 2025 », 3°™¢ plan national
maladies rares (2018-2025)).

C. La cartographie optique

Parmi les variations identifiées a ce jour, on peut citer les variations de petite taille comme les
variants nucléotidiques simples (SNV, single nucléotide variants) et les petites
insertions/délétions ou indels (<50 bases) qui sont facilement reconnues a l'aide des
technologies NGS permettant de faire de courte lecture (short reads) y compris le WGS.
Cependant, les variations structurales (SV), qui sont des anomalies dans |'organisation du
génome humain d'une taille supérieure a 50 bases restent difficiles a détecter. Elles
comprennent des changements structuraux équilibrés (les inversions et les translocations) ou
déséquilibrés, ces derniers entrainant un gain ou une perte de matériel génétique (appelé
variation du nombre de copies ou CNV). Leur nombre est estimé entre 2500 et 20000 dans
chaque génome couvrant jusqu'a 20 millions de bases (Sudmant et al., 2015) (comparé aux 4-
5 millions de SNV et petits indels). Les explorations réalisées avec les technologies actuelles (le
caryotype et les analyses chromosomiques sur puces a ADN (ACPA) présentent des limites en
termes de taille et de type d'événements a détecter. En effet, 'ACPA ne peut détecter que des
événements déséquilibrés a une résolution comprise entre 50 et 300 kilobases. Le caryotype
ne peut détecter que des événements équilibrés et déséquilibrés mais a une résolution trés
faible (5 méga bases). Les techniques NGS sont capables dans une certaine mesure de détecter
les CNV mais nous avons pu observer au cours de cette thése (cf Projet BBS5) qu’il y a
néanmoins certaines limites et leur détection reste un challenge (Kosugi et al., 2019). Le WGS
permet dans certains des cas de passer outre ces limitations mais combien d’évenements sont
ratés par cette technique ?
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Hors, les CNV ont un réle important en pathologie (Boyling et al., 2022; Collins et al., 2020;
Wang et al., 2023) sont de plus en plus décrits comme une cause génétique de plusieurs
maladies mendéliennes comme les dystrophies rétiennes syndromiques (DRS) dont les
ciliopathies font parties (Carss et al., 2017; Hammarsjo et al., 2021). Il est donc intéressant
d’utiliser d’autres approches plus fiables pour les détecter.

Les techniques de séquencgage du génome avec des molécules longues (LRS : long read
sequencing) sont des approches possibles (Pacific Biocsience ou Oxford Nanopore) mais leur
taux d’erreur sur les détections des SNV/indel et leur co(t est resté longtemps trés importants.
Cette situation s'Taméliore rapidement et de nouvelles machines sont mise a disposition dans
les laboratoires (Oehler et al., 2023; van Dijk et al., 2023) .

Néanmoins, une autre technologie intéressante a commencé a étre appliquée en pathologie
humaine, a savoir la cartographie optique du génome. La cartographie optique du génome
(OGM, optical genome mapping) est une technique qui a été développée dans les années 90
(Schwartz et al., 1993) et qui a été utilisée pour I'assemblage de génomes complexes. Cette
technologie a récemment gagné en débit et peut étre utilisée chez 'Homme afin d’explorer
des cas non résolus en maladies rares (Rogac et al., 2023). Cette technique s’appuie sur le
systéeme Saphyr de Bionano Genomics pour obtenir une carte physique, appelée « carte
optiqgue d’'un génome » (“Gentyane,” n.d.). Ces étapes principales consistent d’abord a
I'extraction d’ADN de haut poids moléculaire. Ces longues molécules d’ADN sont ensuite
marquées spécifiquement et de maniére reproductible avec de la fluorescence (par une
endonucléase simple brin). Ces coupures et réparations sont hautement spécifiques et
reproductibles dans un génome et permettent avec les logiciels adaptés de construire une
carte optique du génome. La comparaison de plusieurs cartes optiques individuelles (par
exemple la carte obtenue a partir de I'ADN d’un patient vs la carte de référence du génome
d’un contréle) permettra de mettre en évidence tous les types de variations structurales
équilibrées et non équilibrées. Elle permet la détection des événements génomiques jusqu'a
une résolution de 1000 bases pour les points de cassure et une précision inférieure a 100 bases
pour la taille des événements. Son application rencontre un grand succeés et elle commence a
remplacer plusieurs techniques de soins standards (caryotype, hybridation in situ par
fluorescence (FISH) et les puce chromosomique (CMA)) (Mantere et al., 2021; Neveling et al.,
2021; Smith et al., 2022).

Cependant 'OGM comporte quelques limites, les marqueurs ne sont pas répartis
uniformément sur le génome, ce qui conduit a des zones avec moins de marqueurs, diminuant
la résolution. Les triploidies et les translocations Robertsoniennes (fusion de deux
chromosomes acrocentriques) font également parties des limitations de la technique
(Dremsek et al., 2021). Cette technologie est utilisée au laboratoire et des résultats
prometteurs indiquent déja 'identification d’événements génomiques d’intérét.

En conclusion, la détermination du répertoire complet des variations du génome humain en
utilisant les techniques disponibles (WGS, OGM...) permettra a long terme de viser une
médecine intégrée en tenant compte des spécificités de chacun. L'analyse et I'interprétation
des résultats permet de déterminer les risques de développer certaines maladies a déclaration
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tardive par exemple, d’adapter les traitements en fonction du patient et d’anticiper ses effets
secondaires éventuels face aux médicaments administrés (pharmacogénétique).

Néanmoins, la mise a disposition massive de variations du génome humain (4 et 5 millions de
SNV/indels et entre 2500 et 20000 SV) se heurtera a l'interprétation et a la validation des
nombreux candidats parmi lesquels les variants de signification incertaine (VSI) seront les plus
difficiles a réaliser.

D. Les génes modificateurs

Les progrés du séquengage a haut débit ont fait progresser de maniere significative la
découverte des variants génétiques dans les maladies génétiques rares. Cependant, il existe
encore des lacunes dans I'évaluation de l'effet d’un variant pathologique individuel sur le
phénotype observé chez le patient. Les approches génomiques ne cessent d’étre améliorer
afin d'identifier les variants a l'origine des maladies, il semble important de souligner
I'importance des génes modificateurs pouvant expliquer les variabilités phénotypiques. Il s’agit
de variants du génome qui peuvent atténuer ou renforcer la gravité de la maladie, ce qui
entraine la variabilité des résultats phénotypiques (Rahit and Tarailo-Graovac, 2020). Dans les
cas ou le géne responsable de la maladie est connu, des phénotypes variables peuvent étre
observés. En effet, des patients présentant le méme variant dans le méme géne présentent
parfois des symptomes cliniques de sévérité variable , ce qui pose des problemes de diagnostic
et de prise en charge des patients (Davidson et al., 2018; Kose et al., 2019; Silva et al., 2004).
A l'inverse, des chercheurs ont analysé de multiples données des génomes/exomes humains
et ont trouvé des preuves de |'existence de génotypes responsables de maladies chez des
individus non malades (R. Chen et al., 2016; Tarailo-Graovac et al., 2017). Ces études de
séquencage du génome a grande échelle fournissent des informations supplémentaires sur la
pénétrance et |'expressivité des maladies rares et confirme l'effet potentiel des modificateurs
génétiques. L'identification de la cause génétique d'un phénotype spécifique n'est pas si
simple, car les génotypes et les phénotypes n‘ont pas forcément une relation linéaire. Cela est
di en partie aux interactions génétiques qui jouent un role crucial dans le controle de la
dépendance fonctionnelle entre les genes (Costanzo et al., 2019) et peuvent entrainer une
variabilité phénotypique. Les variants modificateurs peuvent modifier le phénotype d'un géne
cible en ayant une interaction génétique, biochimique ou fonctionnelle avec un ou plusieurs
génes cibles ou produits de genes (Domingo et al., 2019). Le degré d'effet des modificateurs
peut varier, entrainant ainsi une grande variabilité phénotypique et des changements dans la
pénétrance. A I'heure actuelle, les connaissances au sujet des modificateurs mendéliens des
maladies rares sont tres limitées mais il semble évident que la variabilité phénotypique
résultant des modificateurs est un aspect important a prendre en compte et a étudier
(Holmans et al., 2017; Maroilley and Tarailo-Graovac, 2019; Veitia et al., 2018) surtout dans le
cadre des ciliopathies pour lesquelles la variabilité phénotypique intra et inter sous-groupes
ne doit pas étre négligée. L'étude comparative du phénotype ciliaire que jai réalisé pendant
ma these sur plusieurs patients BBS m’a permis d’observer plusieurs exemples de la variabilité

116



V. Discussion générale

phénotypique ciliaire observables chez des patients porteurs du méme variant dans le méme
géne. C’est le cas du patient BBS1(3) qui comme le patient BBS1(2) est porteur de la mutation
récurrente M390R a I'état homozygote par contre son phénotype ciliaire est totalement
différent. Il en est de méme pour les 2 patients IFT172 qui présentent une importante
variabilité du phénotype ciliaire malgré le fait qu’ils sont mutés pour le méme géne.
Lhypothése de la présence de génes modificateurs responsables de ces variabilités
phénotypiques observés n’est pas négligeable dans ces cas d’ou I'intérét et le besoin d’avoir
des investigations supplémentaires permettant de les étudier. De facon intéressante, la
présence de génes modificateurs a été décrite dans le syndrome BBS. Le syndrome BBS
présente une hétérogénéité génétique avec 26 genes ayant été identifiés comme responsable
de 80% des cas de la maladie. Les genes BBS1 et BBS10 sont les deux genes majeurs du BBS et
sont chacun responsables de 20% des cas. L'implication des autres genes BBS va d'une seule
famille a un faible pourcentage de familles mutées. Une étude réalisée en 2001 a évoqué I'idée
du tri-allélisme chez un patient BBS. Cette étude a démontré qu’un individu porteur de deux
variants faux-sens hétérozygote du géne BBS2 ne développait pas la maladie alors que son
fréere porteur des mémes variants et d’'un troisieme variant tronquant du géne BBS6
développait le syndrome (Katsanis et al., 2001). Néanmoins, cette hypothese reste largement
discutée dans la communauté et dans notre équipe. Deux papiers publiés par le laboratoire
(Hichri et al., 2005; Laurier et al., 2006) n’ont pas rapporté de preuve de triallélisme chez des
patients BBS. Récemment, une étude publiée en 2020 rapporte un enrichissement significatif
(>2 fois) d’alleles porteurs de variants non synonymes ultra-rares (MAF<0.001%) pour des
patients BBS résolus (Kousi et al., 2020). En regroupant les genes par complexes protéiques,
ils ont montré que la distribution de ces seconds variants hétérozygotes n’était pas aléatoire
et dépendante du locus des deux premiers variants. Plus particulierement, quand le premier
locus est présent dans un des génes du complexe chaperonin-like, le second locus
hétérozygote est majoritairement présent dans un géne du BBSome. Leurs conclusions
confirment I’hypothése d’une interaction épistatique, déja proposée en 2006, par laquelle un
géne modifie I'expression d’un autre gene impliqué dans le méme processus cellulaire (le
fonctionnement du cil en I'occurrence) (Badano et al., 2006).

Pour bien comprendre cette variabilité dans I'expression phénotypique des maladies rares, il
est essentiel d'examiner le génome de chacun par WGS. Le colt du séquengage du génome
entier (WGS) a largement baissé ces derniéres années, ce qui permet d'obtenir une vue
presque compléte (~98-99%) du génome d'un individu. Grace aux progrés des méthodes bio-
informatiques, il est désormais possible d'identifier les variants causales d'un phénotype avec
plus de précision et d'exactitude que jamais auparavant (Boycott et al., 2017; Lappalainen et
al., 2019), ce qui ouvre la possibilité d'étudier les variants modificateurs au niveau individuel.
La littérature indique également que les études sur les génes modificateurs des maladies rares
ont augmenté de maniére significative au cours des cing derniéres années grace a
I'accessibilité des techniques. Parmi les 418 études totales réalisées entre 2015 et 2019, 42 %
ont utilisé I'analyse de données de séquencage de nouvelle génération (NGS). La plupart de
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ces approches ont effectué un filtrage paramétré des variants, une hiérarchisation basée sur
le score de pathogénicité (les scores des outils de prédiction de la pathogénicité) et une
association fonctionnelle pour identifier les variants modificateurs (basée sur I'ontologies et
des bases d’annotation des fonctions). Ces approches reposent souvent sur une
hiérarchisation manuelle des variants candidats. Dans ce processus, les experts humains
déduisent la similarité fonctionnelle entre les variants candidats et le variant causal cible en
examinant les bases de connaissances pertinentes (Abu-Duhier et al., 2018; Cavaillé et al.,
2018). L'intégration d'une méthode bio-informatique capable d'analyser et de filtrer de
maniere exhaustive les modificateurs des variants modificateurs candidats restent un domaine
de recherche ouvert a I'exploration.

Pour terminer sur cette partie, le WGS permet d’identifier des variants dans des régions non
accessibles par les autres techniques de NGS mais il reste cependant des cas pour lesquels les
causes génétiques ne sont pas identifiées. Certaines régions régulatrices (enhancer, silencer)
et introniques profondes reste encore mal étudier, le manque d’informations sur ces régions
rend les annotations, I'établissement des scores de fonctions et les prédictions de
pathogénicité d’autant plus difficile. De ce fait, pour certains variants identifiés, il n’existe pas
assez d’informations et d’argument in silico pour savoir s’ils ont un effet pathogene ou pas. Il
s'agit de variant classer 3: variants de signification incertaine VS| car la preuve de
pathogénicité ne peut étre réalisée que par I'application de tests fonctionnels en utilisant des
modeles de recherche in vitro et/ou in vivo. La résolution des VSI ainsi que le développement
des tests fonctionnels était parmi mes principaux objectifs pendant ma thése, et ferons I'objet
de la deuxiéme partie de la discussion.

1. Les Tests fonctionnels pour valider les VSI

Comme nous l'avons déja discuté le diagnostic moléculaire permet d’identifier de nombreux
variants et dans une certaine proportion de ces variants une validation de la pathogénicité est
nécessaire pour conclure (variant de signification incertaine). Lobjectif principal de ma thése
était donc de résoudre ces cas de patients atteints de ciliopathies primaires (comme le
syndrome de Bardet-Biedl) et d’autres syndromes ayant des effets secondaires sur le cil
primaire. Par la suite, le laboratoire de recherche met en place des analyses moléculaires
poussées et des expériences sur des modeéles d’études (cellulaire, animaux) afin de
comprendre la fonction et valider I'implication du nouveau gene, de détermine l'effet des VSI
pour le reclasser et étudier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents.

Pour cela, jai développé une « boite a outils ciliopathie » dans le but de faciliter la
caractérisation du phénotype ciliaire des cellules de nos patients. Lobservation et
I'interprétation des résultats montre que cette « boite a outils ciliopathie » est fonctionnelle.
Il s’agit d’'une base de travail solide qui sera systématiqguement appliquée au laboratoire de
recherche sur toutes les cellules de patients atteints de ciliopathies et qui pourra étre étoffée
par la suite. Elle nécessite des améliorations a plusieurs niveaux afin de la rendre encore plus
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accessible et rapide dans son application. A terme, un transfert vers le laboratoire de
diagnostic génétique de I’'Hopitaux Universitaires de Strasbourg serait un but évident. Je vais
discuter, par la suite, les différentes expériences réalisées au cours des 3 années, le choix du
modele cellulaire, les améliorations possibles et les manques a combler.

A. Modeéles d’étude cellulaire

Au laboratoire de génétique Médicale nous avons la possibilité de générer des fibroblastes
issus de la mise en culture de biopsies de peau de patients atteints de ciliopathies et d’autres
maladies génétiques rares. Ces cellules portent et expriment les variants pathogénes
responsables de la pathologie, ce qui nous permet de nous affranchir d’une expérience
d’édition du génome de cellule témoins et permet d’avoir acceés au contexte génétique du
patient. J'ai réalisé toutes les expériences de mon projet de thése sur ce modeéle cellulaire en
étudiant le phénotype ciliaire pour valider les VSI des différents patients. Les fibroblastes sont
des cultures primaires obtenues a partir d’explants de biopsies de peau aprés environ 3
semaines de culture, elles sont facilement cultivées et amplifiables avant d’entrer en
senescence (aprés 15 passages) nous permettant d’obtenir tout le matériel biologique
nécessaire pour les expériences (ADN, ARN et protéine). Les fibroblastes peuvent étre soumis
a différentes conditions de culture pour répondre aux questions biologiques soulevées. Par
exemple en réduisent la teneur en sérum (SVF) pendant 48H, il est possible d’étudier la
ciliogénese et la longueur du cil. Lajout du SAG et du rhSHH au milieu de culture avec et sans
déprivation en sérum permet d’étudier le niveau d’activation de la voie SHH. Certes, les
fibroblastes cutanés sont des cellules pourvues d’un cil primaire nous permettant d’étudier le
phénotype ciliaire des patients atteints de ciliopathies. Cependant, comme n’importe quel
modele, les fibroblastes cutanés montrent leur limite notamment pour l'application de
certaines expériences de biologie moléculaire. Ce type cellulaire n’est pas représentatif du
tissu atteint dans le cadre des ciliopathies qui nous intéressent. Le phénotype de nos patients
est lié a des atteintes rétiniennes (RP), rénales, squelettiques (polydactylie), génitale
(hypogonadisme) et d’autres signes cliniques mais aucune atteinte cutanée n’est
habituellement rapportée. Il serait donc plus intéressant de travailler sur des lignées cellulaires
provenant des organes touchés plus directement par le syndrome.

1. Les iPSC et les organoides

Les organes touchés par le syndrome sont tres difficilement accessibles. Pour remédier a ce
probléme, nous pourrions recourir a la technologie des iPSC (induced Pluripotente Stem Cells)
suivit par la génération d’organoides pour étudier I'atteinte de différents organes et pouvoir
progresser dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques. La technologie des
iPSC consiste a la génération de cellules souches pluripotentes induites obtenues par
dédifférenciation de cellules somatiques telles que les fibroblastes de peau ou les cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC) en surexprimant un ensemble de facteurs de
transcription (OCT4, SOX2, KLF4, MYC, appelé cocktail de Yamanaka) (Takahashi et al., 2007).
Les iPSC humaines ont un potentiel de prolifération illimité et la capacité de se différencier en

119



V. Discussion générale

n'importe quel type de cellule du corps humain (issues des 3 feuillets embryonnaires). Ainsi, Il
est possible, en utilisant des milieux spécifiques de différencier les iPSC en précurseurs (culture
cellulaire monocouche, par exemple de photorécepteurs de cellules rénales etc) ou en
organoides (culture cellulaire 3D pour obtenir des mini organes : rétine, rein, cerveau). Pour
étudier les phénotypes des patients, les iPSC et les organoides peuvent étre générer a partir
de leur propre cellule. Ces modeéles d’étude in vitro permettront de récapituler les phénotypes
propres a un patient (. Y. Chen et al., 2016). Concernant les VSI, il existe des stratégies pour
montrer I'implication des variants génétiques en utilisant des iPSC modifiées par CRISPR/Cas9.
Une étude réalisée en 2021 a utilisé la technologie des iPSC modifiés par la technologie CRISPR
pour prouver la pathogénicité des VSI dans le cadre des maladies cardiovasculaires (Guo et al.,
2021). lls ont généré des iPSC a partir des cellules de contrbles et de patients atteints de
maladies cardiovasculaire. Ces cellules ont été par la suite éditées par la technique du CRISPR-
KI pour soit introduire les variants identifiés dans les iPSC contrbles ou soit pour corriger les
iPSC des patients pour rétablir la séquence normale. La technologie CRISPR/Cas9 permet de
s’affranchir de la variabilité liée au fond génétique (Cong et al., 2013; Hendriks et al., 2016). De
la méme maniére, la génération de lignées iPSC isogéniques modifiées élimine les biais liés a
des fonds génétiques différents, ce qui permet d'étudier la relation génotype-phénotype de
maniére plus fine (Paquet et al., 2016; Richardson et al., 2016). Ces technologies sont d’ores
et déja appliquées pour étudier les ciliopathies. Une étude réalisée en 2018 a validé de
nouveaux variants identifiés dans le géne IFT140 chez un patient atteint de nephronophtisis
(NPHP) par la génération d’organoides rénaux dérivés des iPSC du cas index et des iPSC
isogéniques corrigées. Les résultats de ces études ont montré que les tubules organoides du
patient présentaient des cils primaires plus courts avec une morphologie anormale. La
correction génétique des iPSC a permis de corriger ce phénotype (Forbes et al., 2018). D’autres
types d’organoides ont été également réalisés tels que les organoides rétiniens qui constituent
un modéle humain unique pour I'étude des mécanismes de pathogénicité des maladies
rétiniennes et pour le développement de thérapies (Kruczek and Swaroop, 2020). Par exemple,
une mutation intronique profonde identifiée dans le gene CEP290 (¢.2991+1665A>G) chez la
plupart des patients atteints de LCA (Leber congenital amaurosis) est I'une des premiéres
causes de dégénérescence rétinienne a étre modélisée a l'aide d'organoides rétiniens
tridimensionnels (den Hollander et al., 2006). Dans ce cas les photorécepteurs dérivés d'iPSC
de patients présentaient des cils plus courts et une mauvaise localisation des protéines ciliaires
(Parfitt et al., 2016). Il existe plusieurs exemples qui utilisent le modele des iPSC et des
organoides. Il s'agit d’'un modéle d’étude in vitro qui se rapproche le plus des modeles in vivo
et se présente comme une vraie solution a envisager pour étudier les cellules composant les
organes d’intérét (rétine, rein, cerveau et d’autres) méme si elles sont difficilement
accessibles.

En effet, cette technologie demande une certaine expertise et sa mise en place est longue,
couteuse et ne peut pas étre prise en charge par tous les laboratoires de recherche. Il faut
prendre en compte des temps de différenciation entre le stade iPSC et le stade organoide
mature trés longs (par exemple, il faut au moins 220 jours pour avoir des organoides de rétines
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matures) pour avoir des résultats. Les modeles cellulaires de cellules primaires restent donc
une solution pour une génération de résultats généralement plus rapidement par rapport aux
modeéles d’étude in vivo comme les organoides. |l est possible d’avoir recours a des modeles
cellulaires primaires autre que les fibroblastes cutanés humaines obtenus par biopsie. La
biopsie de peau est une technique qui est plus ou moins invasive et qui peut étre refusée par
les patients. Devant cette problématique, on peut se demander quelles sont les autres types
cellulaires qui peuvent étre facilement accessible et qui permettent de réaliser une étude du
phénotype ciliaire ?

Pour répondre a cette question, le laboratoire a investigué deux types cellulaires plus
facilement accessibles pour déterminer s'ils pourraient effectivement remplacer ou
complémenter les fibroblastes cutanés humains comme modeéles cellulaires: les PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) obtenues par prise de sang ou les UREC (urine-derived
renal tubular epithelial cells) contenues dans 'urine.

2. Les PBMC
Les PBMC sont les cellules mononucléaires du sang périphérique et sont isolées a partir du
sang total par I'application d’un protocole d’extraction spécifique a ce type de cellules (par
exemple extraction par gradient de ficoll ou avec la lymphoprep). Elles sont donc obtenues par
une prise de sang qui est une technique beaucoup moins invasive que la biopsie et plus
facilement toléré par les patients. Bien que ces cellules soient plus facilement accessibles étant
donné que l'objectif est de les utiliser pour étudier les ciliopathies, il est nécessaire de
répondre a la question suivante : est ce que les PBMC sont des cellules ciliées ? Une recherche
bibliographique a identifié une premiere étude publiée en 2016 présentant les PBMC comme
étant des cellules ciliées (Singh et al., 2016). Nous avons donc décidé d’étudier le caractere
ciliaire des PBMC au laboratoire dans le cadre des projets Neurogenycs et CilRet-Pass en
collaboration avec I'équipe du Dr. Jean-Michel Rozet et notamment Ema Cano
(postdoctorante) a I'institut Imagine de Paris. Pendant ma theése, j’ai participé a ce projet en
appliquant certaines expériences de la « boite a outils ciliopathies » aux PBMC cette fois ci. Les
PBMC sont des cellules fragiles, non adhérentes qui ne proliferent pas en culture. Leur
manipulation a donc nécessité une adaptation de tous les protocoles que jutilisais pour les
fibroblastes cutanés. Des mises au point des protocoles d’extraction, des tests de congélation-
décongélation ont été réalisées afin de trouver les meilleures conditions pour obtenir les
meilleures quantités et qualités de cellules. Plusieurs tests d’IF ont été réalisés pour marquer
le cil soit sur des cellules fraichement extraites d’une prise de sang sans déprivation de sérum
car il est rapportés qu’elles sont ciliées in vivo (Singh et al., 2016), soit en les déprivant en
sérum pendant 24H et 48H pour induire la ciliogénése. Afin de résoudre le probleme
d’adhérence, nous avons testé des techniques d’IF sur les cellules en suspension en utilisant
des lames coatées avec de la cytosine ou de la lysine ou encore des IF aprées le traitement des
cellules avec de la poly I-C : cette activation immunitaire conduit a faire adhérer les monocytes
en suspension (ce sont les plus grandes cellules constituant une population de leucocyte qui
font partie des PBMC). Finalement, les résultats préliminaires montrent que les PBMC
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présentent un cil primaire mais beaucoup plus petit que celui présent chez les fibroblastes de
peau. Ces observations soulévent un défi dans I'étude du phénotype ciliaire de ces cellules
(notamment mesurer la longueur du cil et le nombre des cellules ciliées). Ce projet nécessite
des investigations supplémentaires. Il faudrait avoir recours a des techniques plus précises
nous permettant d’étudier le phénotype ciliaire des PBMC avec plus de précision et une
résolution suffisante pour comparer les phénotypes des patients et des contréles. Récemment,
une étude a utilisé les PBMCs pour étudier les anomalies ciliaires chez des patients atteints
d’une ciliopathie squelettique, 'EVC (Ellis-van Creveld syndrome, OMIM #225500). Ils ont
observé que les PBMC des patients présentaient des cils plus longs que ceux des controles
démontrant ainsi un défaut structurel des cils chez les ces derniers. Cette étude publiée en
Juin 2023 est la deuxieme étude qui caractérise le phénotype ciliaire des PBMC (Zhang et al.,
2023). Les PBMC apparaissent comme une solution trés prometteuse et pourraient a long
terme remplacer les fibroblastes cutanés dans les projets de diagnostic et de recherche.

3. Les UREC
Les fibroblastes dérivés de biopsies cutanées conservent des informations génétiques
spécifiques au patient, mais la dissection des mécanismes pathologiques moléculaires est
limitée par les différences d'expression génique entre ces cellules et le tissu affecté. Le matériel
primaire du patient provenant du tissu affecté n'est souvent pas disponible, en particulier dans
le cas des maladies rénales, ou la biopsie rénale est une procédure extrémement invasive.
L'utilisation des UREC (urine derived renal epithélium cells) permet de surmonter ces limites
en fournissant un modéle cellulaire pour les maladies rénales a partir de cellules directement
issues du tissu humain et spécifique de chaque patient. Les épithéliums tubulaires rénaux sont
exposés a un passage continu de filtrat, et des cellules tubulaires rénales viables (UREC) sont
excrétées quotidiennement dans l'urine, représentant une source non invasive de matériel
primaire pour les patients. Ces cellules peuvent étre isolées, cultivées et utilisées pour toute
une série d'applications allant de la modélisation des maladies aux tests de médicaments ex
vivo. En effet, les UREC se sont révélés étre des modeles cellulaires précieux pour disséquer
les mécanismes moléculaires des maladies rénales notamment dans le cadre des ciliopathies
(Molinari and Sayer, 2019). Elles peuvent étre utilisées pour identifier des isoformes
spécifiques a un tissu et évaluer les niveaux d'expression de protéines dans le rein, ce qui
représente un grand potentiel de diagnostic et de pronostic pour les maladies rénales. Les
URECs sont des cellules ciliées (Molinari and Sayer, 2019; Yealland et al., 2023) qui présentent
de nombreux avantages dans I'études des maladies rénales. Cependant, des limitations
existent : il n’existe pas encore d’informations a propos de leur transformation progressive au
fur et a mesure de leur maintien en culture. Il est nécessaire d’avoir une caractérisation
compléete de I'hétérogénéité de leur population et des variations du profil d’expression
génique au cours du temps afin d’éviter toute interprétation erronée des artefacts liés a la
culture cellulaire. En plus, elles ne peuvent étre obtenues qu'a partir d'échantillons d'urine
fraiche, ce qui nécessite une organisation spécifique de gestion du prélevement. Des projets
en cours avec |I'équipe de Sophie Saunier a l'institut Imagine dans le cadre des projets du RHU
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CIL-L'ICO et européen TheRaCil devraient permettre de compléter nos connaissances et valider
I'utilisation de ce modele cellulaire.

B. Etude du phénotype ciliaire

1. Ciliogénese et longueur du cil
Lun des principaux objectifs de ma thése était de comparer le phénotype ciliaire des
fibroblastes dérivés des patients a celui des contrdles. Pour faciliter cette caractérisation, jai
mis en place la « boite a outil ciliopathie » qui permet d’étudier la formation (ciliogénése et

longueur du cil) et la fonction (voie SHH) du cil primaire. Pour étudier le cil primaire, les
fibroblastes cutanés sont mis en culture dans un milieu déprivé en sérum (0.1% SVF) pendant
48H. Les sérums d’origine animale sont traditionnellement utilisés a titre de suppléments des
milieux de base pour la culture des cellules de mammiferes. En effet, si le milieu de base
(DMEM 1g/L glc) assure la survie des cellules, celles-ci ne peuvent se diviser que sous
I'influence de facteurs mitogénes apportés par le sérum. Ainsi la déprivation en sérum
empéche les cellules de se diviser, elles entrent alors en quiescence, phase GO du cycle
cellulaire, pendant laquelle les cellules générent leur cil primaire, cette condition est donc
indispensable pour induire la ciliogénése. Mais pourquoi étudier la ciliogéneése et la longueur
du cil apres une durée de 48H de déprivation ? Une étude réalisée en 2016 a quantifier la
ciliogénese et la longueur du cil des cellules htert-RPE1 a différents temps apres déprivation
en sérum (apres 24, 48, 72 et 96H de déprivation en sérum). Les auteurs ont démontré que le
nombre de cellules ciliées augmentent progressivement pour atteindre un taux maximal apres
48H, il en est de méme pour la longueur du cil qui est la plus importante a ce temps (Kukic et
al., 2016). Au-dela des 48H, le risque de mort cellulaire augmente et risque de compromettre
les expériences. Nous pouvons donc conclure que pour faire une étude statique en « end
point » point final de la ciliogénése et de la longueur du cil, 48H post traitement est le temps
optimal. L'étude statique peut étre suffisante pour détecter une anomalie ciliaire chez un
patient en le comparant a un contrble, mais elle ne permet pas de suivre le processus dans le
temps (étude cinétique dans ce cas) et de détecter a quel niveau la biogénése du cil primaire
dysfonctionne. De plus, il est important de mentionner que méme si le phénotype ciliaire d’un
patient apres 48H de déprivation est semblable au controle, I’évolution de la ciliogénése au
cours du temps chez ce dernier peut se révéler différente du contréle: des mécanismes
compensatoires peuvent intervenir. Pour étudier ce phénomeéne avec plus de précision, il
serait intéressant de s’intéresser a la cinétique de la ciliogénése c’est-a-dire a I'évolution de la
formation du cil au cours du temps et en fonction du cycle cellulaire. Ceci peut étre possible
grace aux techniques d’imageries automatisée en temps réel de cellules vivantes comme par
exemple le systeme IncuCyte Sartorius S3 que nous utilisons au laboratoire. Le systéme
IncuCyte Sartorius S3 propose un protocole permettant de marquer le cycle cellulaire afin de
générer des mesures cinétiques (basées sur I'image) de la progression de ce dernier au fur et
a mesure des divisions cellules. Le protocole consiste a transduire les cellules avec des
lentivirus qui fournissent une expression homogene de deux protéines fluorescentes pour
distinguer les cellules en interphase ou en phase mitotique afin de permettre la visualisation
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de la progression du cycle cellulaire. Ce protocole devrait étre testé au sein du laboratoire trés
prochainement, il permettra d’apporter de nouvelles informations et possiblement intégrer la
liste des expériences de la « boite a outils ciliopathies ».

2. Automatisation de I'analyse des résultats

La fréquence des cellules ciliées et la longueur du cil primaire sont des paramétres clés dans
les études de la ciliogénese. Pendant ma these jai étudié ces deux parametres chez un grand
nombre de patients (13) et de controles (5) et donc sur un nombre conséquent de cellules
(~8000). Voici un rappel des principales étapes de mon protocole : aprés avoir réalisé le
marquage des cils par IF, je prenais les images avec le systeme IncuCyte qui permet d’acquérir
un grand nombre d’images automatiquement en trés peu de temps (il peut générer 16
images/puit d’une plaque 24 puits en 30mins) pour finalement aboutir a 384 images par
expériences. Ce systeme m’a permis de gagner beaucoup de temps sur I'acquisition des images
en comparaison avec un microscope confocal a fluorescence avec lequel jaurais fait
I'acquisition des images manuellement en passant les lames une a une. En revanche, jai
effectué I'analyse de toutes les images manuellement, c’est a dire le comptage du nombre de
cellules ciliées et la mesure de la longueur du cil grace a des logiciel comme Imagel) ou bien
celui de I'lncucyte. Pour avoir des résultats fiables, j'analysais plus de 400 cils par patient ou
par contrble (en réalisant des triplicats biologiques et techniques). Toutes ces étapes de
traitement manuel ont été tres chronophage. L'idée a long terme est d’appliquer ces
expériences en routine dans le laboratoire, nous avons donc envisagé un systeme
d’automatisation de I'analyse des images afin de faciliter 'analyse des résultats, de la rendre
plus rapide et de s’affranchir du risque du biais dépendant de I'expérimentateur.

Des études ont publié des résultats basés sur I'analyse automatisée de la ciliogénése et de la
longueur du cil. Par exemple en 2019, Lauring et al présente un nouveau logiciel nommé ACDC
(Automated Cilia Detection in Cells) qui permet une détection automatique des cils et des
noyaux dans différents types de cellules (NIH3T3, RPE1) en utilisant différents marqueurs du
cil (tubuline alpha acétylée, SMO-GFP, ARL13B) a partir d’images avec un grossissement 40X
et 60X. Les taux de faux positifs et faux négatifs pour les cils marqués avec ARL13B sontde 1 a
6%. Le logiciel est méme capable de détecter des différences significatives dans la longueur
moyenne des cils entre les populations de cellules témoins et les populations de cellules
traitées a la cytochalasine D (une toxine qui inhibe la polymérisation des filaments d’actine et
perturbe l'organisation du cytosquelette) et a pu suivre les changements dynamiques de la
longueur des cils a partir d'enregistrements vidéo. L'analyse automatisée a permis de
multiplier la vitesse par 96 par rapport a l'analyse manuelle, ce qui a nécessité environ 5
s/image, soit pres de 18 000 cils analysés/heure (Lauring et al., 2019). Une autre étude publiée
en 2021 présente le logiciel ALPACA (Accumulation and Length Phenotype Automated Cilia
Analysis) qui a été développé pour lI'analyse des tests cellulaires des patients atteints de
ciliopathies afin d’améliorer la précision de leur diagnostic (Doornbos et al., 2021). lls ont
développé une méthode de culture cellulaire et d’'imagerie standardisée pour les fibroblastes
dérivés de patients, avec une analyse automatisée des images de microscopes. L'avantage de
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I'automatisation dans I'analyse d'images est d'augmenter la reproductibilité, tandis que la
normalisation fournit un cadre pour une interprétation précise des données. En utilisant cette
méthode standardisée, ils ont pu établir des normes d'analyse pour les parameétres des cils
sains, notamment la longueur des cils, la ciliogénese et le fonctionnement du transport IFT
dans les cils (par I'étude de I'accumulation d’IFT88 a I'extrémité du cil). Sur la base de ces
parameétres, ils ont pu faire une distinction fiable entre les cils des patients et ceux des
contrlles et identifier des groupes distincts de patients atteints de deux sous-groupes de
ciliopathies, le syndrome de Jeune ou I'ATD (Asphyxiating Thoracic Dystrophy) et le CED
(Sensenbrenner syndrome) (Doornbos et al., 2021).

Avec les moyens que nous disposons au laboratoire et avec l'aide de la plateforme d’imagerie
du CBRS (PICSTRA), j'ai réalisé des optimisations des protocoles d’IF et d’acquisition d’images
pour pouvoir automatiser I'analyse. L'IncuCyte permet une acquisition automatique des
images et nous a permis de gagner du temps sur cette partie, mais ce systéeme ne dispose que
de deux objectifs avec grossissement seulement de 10X et 20X. La résolution des images
obtenues permet de réaliser des analyses manuelles mais cette résolution n’était pas
suffisante pour des analyses automatiques avec des macros développées sur Images) ou
d’autres logiciels comme Imaris (logiciel d’analyse et de visualisation d’images microscopiques
3D). Pour solutionner ce probléme, il a fallu, d’'une part, travailler sur le développement d’un
programme d’acquisition automatique des images sur microscope confocal comme par
exemple le spinning-disk ou le scanner de lame qui, grace a des objectifs 40X et 60X,
permettent d’acquérir des images de haute qualité (résolution et contraste). D’autres parts,
j’ai travaillé, en collaboration directe avec la plateforme, sur le développement d’une macro
afin de reconnaitre les noyaux cellulaires et les cils, de les compter et de mesurer leur longueur
de maniére automatique. Ainsi, en améliorant la qualité de nos images nous allons obtenir une
représentation plus précise de nos échantillons et minimiser le risque d’erreur lors de la phase
de quantification automatisées. J'ai réalisé toutes les optimisations de protocole afin de mettre
en place cette automatisation qui sera possible a court/moyen terme.

3. Etude de la voie SHH
Pour étudier le fonctionnement du cil primaire, je me suis intéressée a la voie SHH qui est

essentiellement activée a travers le cil. Pour stimuler l'activation de la voie SHH, j'ai traité les
cellules avec le SAG (Smo Agoniste) ou le rhSHH, avec et sans induction de la ciliogénése (+ ou
- SVF). Jai ensuite quantifié le niveau d’expression de deux génes cibles de la voie GL/1 et
PTCH1. Des variations d’expression (sur ou sous expression) chez les patients par rapport aux
contrOles indiquent respectivement une sur ou sous-activation de la voie. Avant de
sélectionner ces deux génes, j'ai également quantifié le niveau d’expression des génes GL/2,
GLI3, SMO et SUFU qui codent pour des protéines régulatrices de la cascade de signalisation
de la voie. Mais ces 4 génes ne sont pas des cibles de la voie et leur niveau d’expression ne
varie pas lorsque la voie SHH est activée contrairement a GLI1 et PTCH1. Mais pourquoi se
limiter seulement a deux genes alors qu’il explique plus d’une centaine de génes cibles de la
voie SHH ? Il serait tres intéressant de réaliser un séquencage complet de I’ARN par des
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techniques telles que le RNA-Seq, une méthode trés puissante pour caractériser le
transcriptome dans un échantillon donné (Wang et al., 2009). Nous pourrions envisager de
comparer des cellules de patients et de contrdles cultivées dans les 4 conditions suivantes
(+SVF/+SAG, +SVF/-SAG ; -SVF/+SAG, et -SVF- SAG) pour déterminer les genes sur et sous-
exprimés en fonction des conditions dans des cellules contréles d’une part et ensuite pouvoir
comparer leurs niveaux d’expression dans les cellules de patients atteints de ciliopathies. Une
étude réalisée en 2018 a identifié les génes régulés par la voie SHH et des processus
biologiques dans le mésenchyme de la créte neurale cranienne (cranial neural crest cell
(cNCC)-derived mesenchyme) par une étude transcriptomique comparative. lls ont défini le
transcriptome régulé par SHH du mésenchyme dérivé du cNCC en comparant les signatures
d'expression des cNCC activés par SHH in vitro aux tissus faciaux primordiaux exposés a
I'inhibiteur de la SHH in vivo. Cette étude a permis d’améliorer la compréhension de la biologie
des cNCC en déterminant l'identité et les roles possibles des genes cibles de la voie SHH
spécifiques des cNCC. Cette étude présente de nouveaux genes candidats dont I'examen dans
le contexte de I'étiologie des fentes oro-faciales humaines est justifié (Everson et al., 2018).
Cette étude confirme l'utilité du RNA-Seq applicable dans le cadre des ciliopathies sur les
modeéles cellulaires qui nous intéressent, les fibroblastes d’abord et les iPSCs éditées et les
organoides dans le futur.

En plus du RNA-Seq, nous pourrions aussi réaliser du ChIP-Seq Chromatin
ImmunoPrecipitation Sequencing) a partir des cellules des patients. Il s'agit d’'une technique
permettant d’étudier les interactions ADN/protéine a I’échelle du génome. Cette technologie
combine I'immunoprécipitation de la chromatine (ChlIP), en utilisant des anticorps spécifiques
d’une protéine d’intérét et le séquencage haut débit pour déterminer les séquences du
génome en interaction avec cette protéine (Park, 2009). Le but de son application dans 'étude
de la voie SHH est de pouvoir cartographier tous les sites de liaisons sur I'ADN du facteur de
transcription activateur GLI2-A et du facteur de transcription répresseur GLI3-R. Par
I'identification de leurs sites d’interactions sur I’ADN, nous pouvons ainsi déterminer les génes
cibles de la voie par interactions directes.

Une étude réalisée en 2022 a identifié 21 genes cibles des trois facteurs de transcriptions GLI
(GLI1, GLI2 et GLI3) dans les lignées cellulaires de mélanome grace a la combinaison du RNA-
Seq et du CHIP-Seq. Cette étude donne un apergu de la production transcriptionnelle unique
et chevauchante des protéines GLI dans le mélanome. Ces résultats pourraient fournir de
nouvelles cibles potentielles a prendre en compte lors de la conception de thérapies ciblées
sur le mélanome (Kurtovi¢ et al., 2022). La combinaison des deux techniques précédemment
citées devrait permettre d’élargir nos connaissances sur les cibles de la voie SHH et de leurs
différences d’expression entre les contrbles et les patients atteint de ciliopathie. Nous
pourrions ainsi comprendre et expliquer certains phénotypes causés par la dérégulation de la
voie chez ces patients.

En plus de I'étude approfondie de la voie SHH d’un point de vue transcriptomique, il semble
trés important d’étudier la voie SHH au niveau protéique. En effet, I'information entre le
transcriptome et le protéome n’est pas toujours redondante a cause de I'épissage alternatif
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possible et des modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles. Dans le projet
2, j'ai présenté les mises au point que j’ai réalisé sur les fibroblastes cutanés dérivés du patient
BBS5 pour étudier la translocation de SMO dans le cil par IF d’'une part et pour quantifier PTCH1
et GLI2 dans différents compartiments cellulaires par WB aprés une extraction protéique
différentielle d’autre part. Comme je I'ai mentionné dans la conclusion de la partie 2, ces
expériences nécessitent encore des mises au point avant de pouvoir étre ajoutées a la « boite
a outils ciliopathies ». Leur application pourrait apporter des informations tres intéressantes
sur la régulation de la voie SHH, nous permettant de déterminer plus précisément a quel
niveau la voie SHH est dérégulée chez les patients. Une étude réalisée en 2022 a démontré
gue l'altération de la voie SHH dans les cellules de patients atteints de ciliopathies est due a
I'absence de la translocation de SMO dans les cils de ces derniers. L'activité des facteurs de
transcription GLI2 et GLI3 est dépendante de la translation de SMO dans le cil, les auteurs ont
voulu étudier l'effet de I'absence de translocation de SMO sur ces derniers. GLI3 agit
majoritairement comme facteur de transcription répresseur quand la voie SHH est « OFF »,
donc la fraction de GLI3R est supérieure a celle de GLI3A (GLI3R>GLI3A) dans des cellules
contréles quand la voie SHH est « OFF ». La quantification de ce rapport par WB dans les
cellules des patients non stimulées pour la voie SHH montre que le ratio GLI3A/GLI3R ne
change pas chez les patients comme chez les contrdles. Quand la voie est « ON », GLI2A joue
le role du facteur de transcription activateur et le role de GLI3R est inhibé donc la quantité de
ce dernier est supposé diminuer. La quantification du rapport GLI3A/GLI3R cette fois en
condition d’activation de la voie SHH a montré qu’il n’existait toujours aucune différence dans
les rapports chez les patients (la quantité de GLI3R ne diminue pas). Ces résultats suggérent
une inhibition anormale réalisée par les GLI3R méme quand la voie SHH est « ON » (Le et al.,
2020). Cette étude est un bon exemple du grand intérét de I'étude de la voie SHH afin de mieux
comprendre les étapes clés de la cascade de signalisation chez les contréles dans un premier
temps et comment elle est dérégulée chez les patients.

Dans le projet 2, I'étude de la voie SHH et de la longueur du cil que j'ai réalisé sur les 12 patients
BBS a permis de mettre en évidence une potentielle corrélation entre la longueur du cil et la
voie SHH. L'analyse des résultats a montré que lorsque le cil est plus long en condition -SVF, la
voie SHH est moins active en condition -SVF+SAG et vice versa quand le cil est plus court en
condition -SVF, la voie SHH est plus active en condition -SVF+SAG. Ces observations suggerent
la présence de mécanismes de compensations qui visent a assurer une homéostasie cellulaire
suite au déséquilibre causé par les altérations structurale et fonctionnelle du cil. Jusqu’a
présent, j'ai toujours étudié la longueur du cil en condition -SVF seulement, pour comprendre
et confirmer cette tendance, il faudrait mesurer la longueur du cil en condition -SVF/+SAG.
Mais comment savoir si I'anomalie ciliaire affecte le fonctionnement de la voie SHH ou vice
versa ? et a quelle étape de la cascade la voie SHH se dérégule ? Encore une fois, une étude
cinétique pourrait permettre de répondre a ces questions. Nous pourrions suivre I'évolution
de la formation du cil et de I'activation de la voie SHH en fonction du temps.

Comme vous avez pu le constater, les expériences que j'ai réalisées depuis mon M2 jusqu’a
présent m’'ont permis d’obtenir des résultats préliminaires permettant dans le cadre d’une
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étude comparative entre les controéles et les patients de détecter des anomalies du phénotype
ciliaire chez ce derniers. Une meilleure compréhension de la régulation de la voie SHH, de ces
cibles et des conséquences de son altération nécessite de mettre en place des investigations
supplémentaires comme celles que j’ai proposé ci-dessus.

4, Les tests de complémentation (sauvetage du phénotype)

Au cours de ce travail de these, jai observé des anomalies du phénotype ciliaire chez 12
patients avec des variations dans des génes impliqués dans des pathologies du cil. Néanmoins,
les expériences menées ne m’ont pas permis de faire toujours la démonstration du lien direct
entre I'anomalie génétique et ce phénotype cellulaire. La meilleure facon pour faire ce lien est
de réaliser des tests de complémentation (sauvetage/rescue) qui consistent a soit utiliser une
version sauvage du gene ou bien corriger les variants pathogénes dans les cellules de patients
(Crispr/Cas9) et observer un retour a la normale du phénotype. Pour confirmer ces résultats,
I'expérience peut également étre réalisée dans le sens inverse en introduisant les variants
pathogenes dans des cellules contrdles et voir si leurs expressions vont causer une altération
du phénotype ciliaire et reproduire le phénotype observé chez le patient. Cette deuxiéme
expérience peut étre utilisée pour valider I'effet d’un VSI lorsque les cellules des patients ne
sont pas disponibles. Lorsqu’il s’agit de variants perte de fonction ou de gain de fonction, il est
possible d’éditer des cellules en générant un knock-out et knock-in (par les techniques de
CRISPR/CAS9, par exemples) pour étudier I'effet de I'absence ou de la surexpression du gene
et comprendre ainsi sa fonction au niveau cellulaire. Il est également possible d’avoir recours
a la technique de « silencing » via des siARN dirigés contre le gene d’intérét dans des cellules
contrdles ou bien des surexpressions du plasmide contenant 'ADNc WT pour le gene dans les
cellules du patient. Toutes ces expériences nécessitent de réaliser les techniques de clonages
moléculaire et de transfection cellulaire d’ou I'intérét de mettre au point ces techniques sur
les modeles cellulaires disponibles au laboratoire. Dans le projet 2, j'ai présenté les différentes
mises au point de transfection que j’ai testé sur les fibroblastes cutanés humains qui sont des
cellules primaires plus difficiles a transfecter par rapport aux lignées de cellules immortalisées
comme les HEK par exemple. Jai testé les transfections a la lipofectamine et d’autres agents
de transfection ainsi que la magnétofection. Aucune des techniques n’a permis d’obtenir un
pourcentage de fibroblastes transfectés suffisant pour étre en capacité d’étudier leur
phénotype ciliaire. La transfection par électroporation pourrait donc étre une solution
permettant d’'améliorer le taux de transfection des fibroblastes cutanées. C’est une technique
qui consiste a appliquer un champ électrique sur les membranes cellulaires qui sont ainsi
déstabilisées ce qui crée des pores dans la membrane et augmente sa perméabilité permettant
ainsi I'entrée des acides nucléiques dans les cellules. Cette expérience devrait étre testée
prochainement au laboratoire grace a I'acquisition d’'un Nucleofector (Lonza) qui propose deux
unités pour transfecter soit les cellules adhérentes soit les cellules en suspensions. D'autres
alternatives sont également envisageables, nous pourrions tester de faire des transductions
en utilisant des vecteurs viraux comme les lentivirus a la place des plasmides. Les lentivirus
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assurent une transduction des génes d’intérét plus efficacement via leur intégration dans le
génome de la cellule. Leur transcription continue permet de réaliser une transfection dite
stable (I'expression du géne d’intérét ne disparait pas aprés plusieurs divisions cellulaires)
contrairement aux expériences de transfection testées jusqu’a présent. Cette technique est
déja utilisée dans d’autres laboratoire et plusieurs études sont réalisées dans le but d’optimiser
la transfection des fibroblastes primaires par les lentivirus (He et al., 2021). Au laboratoire, un
systeme de lentivirus est en cours de développement par deux chercheurs de I'axe des
maladies de la réparation, Nicolas Le May et Eleonor Real. Ce systeme sera testé sur différents
types de cellules dont les fibroblastes humains dérivés de biopsies de peau. Les tests sont déja
en cours et nous espérons aboutir a un bon pourcentage de cellules transduites afin de pouvoir
appliquer cette expérience dans tous les projets et pouvoir ainsi la rajouter a la « boite a outils
ciliopathies ».

V. Peut-on considérer que toutes les pathologies qui présentent des anomalies
ciliaires sont des ciliopathies ? Finalement, qu’est-ce qu’une ciliopathie ?

Au cours de ma thése j’ai caractérisé le phénotype ciliaire de patients atteints de ciliopathies
notamment du syndrome de Bardet-Biedl. Les génes BBS1, BBS5, BBS10 et IFT172/BBS20 sur
lesquels jai travaillé sont des génes connus du BBS qui font déja partie du panel des génes de
ciliopathies appliqué par le laboratoire de diagnostic. lls codent tous pour des protéines qui
font parties de complexes ciliaire : BBS1 et BBS5 sont 2 des 8 sous-unités du BBSome, IFT172
appartient au complexe IFT et BBS10 fait partie du complexe chaperonine-like localisés a la
base ou dans l'axonéme ciliaire. Bien que l'activité précise de chaque membre de ces
complexes ne soit pas encore compléetement déterminée, ils sont tous essentiellement
impliqués dans la formation et la fonction ciliaire. La fonction de ces protéines est donc
essentielle au bon fonctionnement ciliaire et il est évident que leur dysfonctionnement
provoque des altérations du cil primaire comme observé chez les patients BBS que j'ai étudiés.
Jai également résolu le cas d'un patient non BBS atteint du syndrome OCSKD
(Oculoskeletodental Syndrome) causé par des variants pathogenes du géne PIK3C2A et jai
participé a la résolution de 5 patients atteints du syndrome d’Al Kaissi causé par des variants
pathogenes du gene CDK10. Ces deux syndromes sont des maladies génétiques rares
récemment décrites dont les quelques patients présentent un phénotype clinique comparable
a celui des patients atteint de ciliopathies.

Le géne PIK3C2A code pour une enzyme qui fait partie de la classe Il des PI3K, dont le réle
primordial est de catalyser la phosphorylation du phosphatidylinositol (Pl) et du PI(4)P en
PI(3)P et PI(3,4)P2. Par son activité métabolique des (Pl) et des produits qu’elle géneére, cette
enzyme est impliguée dans divers processus cellulaires, notamment le trafic vésiculaire,
I'endocytose, I'exocytose, I'angiogenése, le réarrangement du cytosquelette et I'autophagie.
En plus de ses rdles, il a été démontré que le PI3P (I'un de ces produits) participe a une cascade
de signalisation (Rab11/Rab8) impliquée dans I'élongation et la fonction du cil.
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Le gene CDK10 code pour une protéine qui appartient a la famille des kinases dépendantes
des cyclines. Cette protéine joue un réle fondamental dans la régulation de la progression du
cycle cellulaire et participe activement a dautres fonctions comme la régulation
transcriptionnelle au cours de la prolifération cellulaire et du développement embryonnaire.
En plus de ces réles, CDK10 forme un hétérodimeére avec la cycline Q. Le couple CDK10/Cycline
Q est localisé a la base du cil primaire, surtout concentré au niveau du centriole mere et joue
le role d’un répresseur de la ciliogénese.

Il me semble important de rappeler les fonctions connues de ces deux protéines car, dans les
deux cas, il s'agit de protéines impliquées dans de nombreux processus cellulaires. Ces
protéines ont été d’abord connues pour leur réle fondamental (métabolique pour PIK3C2A et
cycline pour CDK10) et ont été nommé en conséquence. Evidemment, parmi leurs nombreuses
implications, ces deux protéines jouent un réle au niveau du cil primaire. Nous avons démontré
par la caractérisation du phénotype ciliaire des patients que l'altération de la fonction
protéique de PIK3C2A et de CDK10 provoque des altérations ciliaires. Ces cas sont comparables
a un cas qui a été résolu au laboratoire en 2016, il s'agissait d’'une patiente présentant un
phénotype typique de ciliopathie avec des variants pathogenes dans le géene PIK3R4/VPS15.
La protéine VPS15 également appelé PIK3R4 est la sous unité régulatrice de VPS34 qui est une
PI3K de classe lll. Le complexe VSP15-VPS34 permet la formation de PI3P a partir de PIP et est
essentiellement connu pour son role dans l'autophagie et dans le transport des vacuoles
cytoplasmique. Le role de VPS15 (qui est une protéine multifonctions) dans le cil ainsi que son
implication dans une ciliopathie n’a été évoqué qu’en 2016 (Stoetzel et al., 2016).

Cependant, I'observation de ces cas nous poussent a poser une question primordiale qui reste
en suspens : s'agit-il d’'un réle primaire (direct) ou secondaire (indirect) au cil primaire ? Cette
guestion ouvre la porte a plusieurs autres interrogations concernant les causes des syndromes
et leur classification. Est-ce que le syndrome OCSKD est causé par un probléme métabolique
ou finalement par l'altération du cil ? De la méme maniere, est ce que le syndrome d’Al Kaissi
est causé par les problemes du cycle cellulaire ou finalement par l'altération du cil ? Dans
d’autres termes, plus généralement, pourrions-nous considérer ces syndromes comme des
ciliopathies ? Dans le cas contraire, ne devraient-ils pas étre considérés comme des syndromes
distincts aux ciliopathies avec des effets secondaires sur le cil ? D’un point de vue trés pratique
pour les diagnostics moléculaires : les génes PIK3C2A et CDK10 devraient-ils faire partie des
panels des génes de ciliopathies ?

Ces questions ont été soulevées par d’autres chercheurs, une étude réalisée par Reiter et al en
2017 a discuté le fait que des protéines non ciliaires influencent les fonctions du cil causent
des ciliopathies et que certaines protéines ciliaires peuvent avoir des réles non ciliaires (Reiter
and Leroux, 2017). lls ont donc proposé de classer les ciliopathies en ciliopathies de premier
ordre et ciliopathies de second ordre (Figure 45). Ils ont considéré que les ciliopathies de
premier ordre sont les maladies causées par le dysfonctionnement d'une protéine qui se
localise et fonctionne principalement dans le corps basal et/ou le compartiment ciliaire
(comme les protéines du IFT). Alors que les ciliopathies de second ordre sont des maladies
causées par des variations pathogenes dans des protéines qui ne sont pas localisées dans les
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cils mais qui jouent un réle dans la formation ou la fonction des cils (comme les facteurs
d’assemblage cytoplasmique des bras de dynéines impliqués dans la dyskinésie ciliaire
primaire (PCD)). Leur proposition de classification des ciliopathies permet de répondre
simplement mais pas forcément de maniere satisfaisante a cette question surtout dans le cas
des protéines multifonctionnelles pour lesquelles il est difficile de discriminer entre leur réle
primaire et leur role secondaire.

e = = N
| Non-ciliary disease |

L phenotypes _
Extraciliary
disorder
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Figure 45 : Proposition de classification des ciliopathies. Les ciliopathies sont classées en ciliopathies
du premier ordre et ciliopathies du second ordre en fonction de la localisation et de la fonction
principale des protéines qui les causent (Reiter and Leroux, 2017).
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Le Laboratoire de Génétique Médicale (LGM, U1112) cherche a identifier les mécanismes
moléculaires (génes et variants) responsables des dystrophies rétiniennes syndromiques (DRS)
et plus précisément des ciliopathies. Mon travail de thése s’inscrit totalement dans une
recherche translationnelle avec un aller et un retour entre le patient, le corps médical et les
chercheurs afin d’apporter des réponses aux questions posées. Ces questions peuvent étre
médicales (quel est le diagnostic du patient ?) ou scientifiques (quel est le mécanisme
biologique perturbé dans la pathologie liée au géne BBS5 ?).

Au cours de ma these jai pu développer 3 axes de travails pour atteindre mes 2objectifs
principaux.

Premierement, j'ai pu mettre au point les tests fonctionnels dédiés au cil (« boite a outils
ciliopathie ») sur les fibroblastes cutanés dérivés de cinq controles. Ces validations de base
sont un prérequis pour obtenir les conditions initiales de ces tests et elles ont permis de
déterminer le phénotype ciliaire dans des fibroblastes controles.

Deuxiemement j'ai pu appliquer cette boite a outils pour reclasser 10 variations de signification
incertaine (classe 3) en variants probablement pathogénes (classe 4) ou pathogénes (classe 5)
et de confirmer le diagnostic moléculaire de 8 familles (1 pour BBS5, 1 pour PIK3C2A, 1 pour
IFT172 et 5 pour CDK10). Mes travaux de validation de variants ont eu un impact direct pour
ces familles qui ont bénéficiées d’un diagnostic moléculaire de certitude et leur permettra
d’avoir acces a un conseil génétique fiable. Selon les cas ceci permettra de proposer une prise
en charge adaptée comme par exemple lors d’'un projet parental avec un diagnostic prénatal
(DPN) et/ou un diagnostic préimplantatoire (DPI). Cette boite a outils ciliopathie est donc un
support précieux et complémentaire aux tests fonctionnels classiques (mesure de I'expression
du gene muté et I'étude de la protéine) permettant de valider et de reclasser les VSI.

Troisiemement, j'ai déterminé systématiquement le phénotype cellulaire et ciliaire des
fibroblastes de peau de patients avec un diagnostic moléculaire déja établi, ceci afin de mieux
comprendre la contribution des variations et/ou des génes BBS dans la variabilité de ce
phénotype ciliaire. La recherche bibliographique sur les 24 génes BBS a permis de conclure
gue le phénotype ciliaire varie en fonction de I'espéce, du type cellulaire considéré et de la
technique utilisée pour induire la mutation si nécessaire. Cela m’a permis de réaliser
également le peu d’information et de tests systématiques réalisés pour ces génes. L'étude
pilote comparative des phénotypes ciliaires chez 10 patients atteints du BBS réalisée dans les
mémes conditions et sur le méme type cellulaire (les fibroblastes cutanées) m’a permis
d’obtenir des résultats reproductibles et significatifs. La sélection des patients incluant des
variants pathogenes différents dans 3 genes distincts (BBS1, BBS10, et IFT172) a permis d’avoir
acces aux trois compartiments fonctionnels du syndrome (BBSome, complexe chaperonin-like
et complexe IFT,). Pour les deux genes BBS1 et BBS10, le phénotype ciliaire est gene-dépendant
ce qui veut dire quel que soit le type de variant, le phénotype ciliaire est le méme pour le géne.
Pour IFT172, le phénotype ciliaire est variable en fonction des variants, les conclusions sont
beaucoup moins solides et devront étre reproduites avec d’autres variations. Laltération
ciliaire causée par BBS1 est différente de celle causée par BBS10 et par IFT172, suggérant que
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cette différence est due aux différentes fonctions de ces protéines et aux implications des
complexes auxquelles elles appartiennent dans la formation et la fonction ciliaire. Néanmoins,
cette étude correspond a une étude pilote permettant d’avoir un premier apercu des
variabilités phénotypiques ciliaires. Cette étude devra étre étendue afin de caractériser un plus
grand nombre de patients porteurs de mutations dans les méme geénes BBS et dans d’autres
geénes BBS voir d’autres ciliopathies afin de continuer a compléter la carte des informations :
qguel géne cause quel phénotype, comment et pourquoi ?
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l. Les méthodes

A. Culture cellulaire

Le laboratoire dispose des fibroblastes dérivés de patients obtenues par explants a partir d’'une
biopsie de peau mise en culture selon le protocole publié par Scheidecker et al (Scheidecker
et al., 2015a). Les cultures primaires de fibroblastes humains cutanés et les lignées cellulaires
de HEK293T sont cultivées dans un incubateur maintenu a 37°C et dans une atmosphére tres
humide (98%) a teneur de CO2 contrdlée (5%). Le milieu de culture utilisé pour les fibroblastes
est le DMEM-Glutamax a 1g/L de glucose (21885-025, Gibco), et celui utilisé pour les HEK293T
est le DMEM-Glutamax a 4.5g/L de glucose (10569010, Gibco), ils sont supplémentés en sérum
de veau feetal SVF (10%) et en antibiotiques Pénicilline-Streptomycine PS (1%).

1. Induction de la ciliogénése

Pour induire la ciliogénése (la formation du cil primaire), les cellules sont cultivées dans un
milieu DMEM déprivé en sérum (0,1% SVF +1% de PS), pendant 48H.

2. Stimulation de la voie SHH
Pour permettre I'activation de la voie SHH, les fibroblastes cutanés sont cultivés dans le milieu
DMEM, +1% de PS contenant 10% de SVF (+SVF) ou 0.1% de SVF (-SVF) supplémenté avec le
SAG ou pas (Smo AGonist) (ab145866 Abcam, Cambridge, Royaume-Uni) a cf=100 nM pendant
48H. Le SAG est obtenu sous forme d’une poudre qui est resuspendue dans du DMSO et

stockée a ci=4mM a -20°C. Selon la question biologique, la voie SHH peut aussi étre stimulée
avec le ligand rhSHH (recombinant human Sonic Hedgehog, Biotechne, 8908-SH-005) qui est
aussi ajouté au milieu de culture a cf=80nM pendant 48H.

B. Validation des variants génétiques

1. Extraction d’ARN et synthése d’ADNc

L'extraction d’ARN s’effectue a partir de culots de fibroblastes cutanées, en suivant les
instructions des 2 kits QUIAshredder (Qiagen, ref 79654) et RNeasy Minikit (Qiagen, ref
74104). La quantification de I'ARN est réalisée par spectrophotometre (Eppendorf Bio
Photometer Plus) a 260nm. L'ADNc est produit par reverse transcription en utilisant le kit
"iScript ™ c Synthesis Kit" (170-889, Bio-Rad, USA) selon les instructions du fournisseur a partir
de 500ng d’ARN. LARN est stocké a -20°C et '’ADNc a 4°C.

2. Design des amorces

Les amorces sont générées au laboratoire grace aux logiciels Ensembl-Browser (Martin et al.,
2023), Primer3 (https://github.com/primer3-org), UCSC browser « in silico PCR » (Nassar et
al.,, 2023) et NCBI primers (Sayers et al., 2022). Le choix des couples d’amorces est fait en
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respectant certains criteres : les séquences font 25pb, ont une température d’hybridation Tm
aux alentours de 60°C et une proportion en GC entre 40 et 60%. Pour les couples générés dans
le but d’amplifier de 'ADNg ou de 'ADNc par PCR ou RT-PCR, les couples d’amorces sont choisis
pour cibler des séquences d’exons ou d’introns en fonctions de la localisation du variants de
sorte a étre de part et d’autre de ce dernier avec une taille maximale de 1000pb. Pour les
couples d’amorces utilisés dans les qRT-PCR, les couples sont choisis pour cibler les exons
uniguement, de préférence a cheval entre deux exons et espacé d’un grand intron pour étre
sre d’amplifier FARN et pas d’ADNg. Les couples sont choisis pour avoir un fragment de moins
de 200pb. Les amorces que j’ai utilisées pour tous les projets de ma these sont référencés dans
le (Tableau 4).

3. PCR et RT-PCR
L"amplification des ADNg et ADNc est réalisée par PCR et RT-PCR respectivement. Pour une
PCR classique, la réaction est réalisée avec 10ng d’ADNs par réaction, le couple d’amorces
approprié est dilué a cf=0,5uM, la Taq polymérase (2U/réaction) et le mix PCR 5X dilué a 1X.
Dans le thermocycleur, la dénaturation est effectuée a 95°C, I’hybridation a 60° et I'élongation
a 72°C. Le protocole de PCR classique peut étre adapté en fonction de la question biologique
et des caractéristiques des séquences a amplifier. Par exemple, la PCR « Touch down » est une
méthode particuliere de réaction en chaine par polymérase, ce protocole est utilisé pour
amplifier des fragments d’ADN faiblement représentés grace a I'application d’une température
d’hybridation inférieure de plusieurs degrés a la Tm estimée des amorces lors des premiers
cycles afin d’assurer une forte stringence et donc une amplification spécifique de la séquence
d’intérét, qui devient alors majoritaire vis-a-vis de ses compétiteurs. Le protocole est réalisé
avec 10ng d’ADN par réaction. Dans le thermocycleur, la dénaturation est effectuée a 95°C et
est suivie de 14 cycles a 61,5°C puis une amplification durant 35 cycles a une de température
de 63,5°C.
Dans d’autres conditions une PCR duplex peut aussi étre réalisée, elle consiste a utiliser 2
couples d’amorces un 1¢" couple spécifique du géne d’intérét et un 26 couple spécifique d’un
géne de référence (dont l'amplification est sure, contrOle positif). Les conditions
expérimentales sont les méme que ceux pour la PCR « Touch down ».
Si les amorces ou les séquences a amplifier sont riches en GC, I'ajout du DMSO en quantité
variable (3, 5, 10%) au milieu réactionnel peut augmenter la stringence de I'amplification.
L'autre alternative est de réaliser la PCR avec le kit « Phusion High-Fidelity DNA polymerase »
(Thermofisher, F-530L) selon les instructions du fournisseur.
Jai réalisé les différents types de PCR en m’adaptant aux différentes conditions en fonction des
projets.
La visualisation des fragments amplifiés se fait par électrophorese sur gel d’agarose 2%. Un
volume du produit de PCR est alourdi avec un bleu de charge et 'ensemble est déposé sur le
gel d’agarose en paralléle du dép6t d’un marqueur de taille. Si la bande amplifiée est spécifique
et unique, le reste du volume sera purifié sur membrane et envoyé au séquencage Sanger via
la compagnie eurofins.
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4, Séquencage Sanger
Pour obtenir la séquence exacte des fragments amplifiés, le produit PCR est toujours purifié
pour éliminer les résidus de Taq, d’amorces et de dNTP non incorporés et cela en le déposant
sur une membrane placée sous vide pendant 10 min. Seuls les fragments PCR persistent sur la
membrane, et seront resuspendus dans I'eau pendant 15min sous une légere agitation. La
solution récupérée est ensuite envoyée avec I'amorce a utiliser pour le séquengage. Le
laboratoire sous-traite I'étape de séquencage par Eurofins. Nous observons les séquences
grace a des logiciels comme Bioedit (https://bioedit.software.informer.com/) et ApE (A

plasmid Editor) et nous alignons les séquences grace a des logiciel comme multAlin
(https://multalin.toulouse.inra.fr).

C. Etude de I'expression génétique

1. RT-gPCR, PCR quantitative en temps réel

Pour quantifier I'expression d’un géne, j'utilise 'ADNc obtenus a partir de 'ARN extrait a partir
des culots de fibroblastes dérivés des patients en triplicats biologiques (issu de trois cultures
différentes), et ceux de trois controles différents pour comparer les résultats. LADNc est dilué
au 5°™e ou 10°™e dans chaque puit (dans les plaques 384 puits). L'iQTM SYBR Green Supermix
Biorad (170-8886) est mélangé avec les amorces (ci=100 uM) diluées pour avoir cf=0,75 uM.
La gPCR est réalisée selon le protocole suivant : premiére dénaturation a 95°C (5 min) suivie
de 39 cycles a 95°C (10 s), 60°C (30 s) suivie d’'une augmentation de 0,5°C (5 s/étape) de 65°C
a 95°C pour générer les courbes de fusion ou « melting curves ». Le niveau d’expression des
geénes a été calculé a I'aide la méthode de quantification relative basée sur la comparaison des
(Ct) des cycles (2°22%). Les (Ct) de I'ARN messager (ARNm) cible ont été normalisé par rapport
a ceux du gene de référence GAPDH a |'aide du logiciel CFX Manager version 1.5 et des calculs
sur Microsoft Excel. Les données sont présentées sous forme d'expressions relatives + SEM
(standard error of mean). Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel
GraphPad Prism. Les valeurs p ont été déterminées a |'aide d'un test ANOVA a deux voies (test
de comparaison multiple de Tukey). ns : non significatif; * p<0,1; ** p<0,01; **** p <0,0001.

D. Etude de I'expression protéique

1. Extraction de protéines totales

L'extraction de protéines totales est réalisée avec le RIPA, c’est un tampon de lyse obtenu
constitué de NA3VO4 (1M), de NaF (1M), et du cocktail anti-protéase 25X (Complete EDTA
free, 05056489001, Roche). Selon la taille du culot cellulaire, un volume de RIPA lui est ajouté
(normalement 3X le volume du culot), et les cellules sont lysés par une lyse mécanique avec
des mouvement d’aspiration-reflux a la pipette. La lyse est suivie d’'une centrifugation a
15000rpm pendant 20min a 4°C permettant de séparer les protéines libérer dans le surnageant
des débris membranaires qui forme un culot. Le surnageant est récupéré et les protéines sont
guantifiées par le test de Bradford qui consiste a mélanger 200ul du réactif de Bradford (Bio-
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rad protein assay, cat.#500-0006, Bio-rad laboratories GmbH, M{nchen) avec 800uL d’eau
distillée et 1uL de I'échantillon. La concentration protéique des échantillons est obtenue en se
référant a une gamme de concentration de BSA.

2. Extraction différentielle de protéine

Le culot cellulaire est d’abord lysé par des mouvements d’aspiration-reflux dans un 1ml du
tampon (1) contenant du PBS1X supplémenté avec du cocktail anti-protéase 25X dilué au 1X
(Complete EDTA free, 05056489001, Roche). Le lysat est ensuite congelé a -80°C pendant 1H
puis décongelé, le cycle de congélation/décongélation est réalisé 3 fois. Un volume du lysat est
prélevé dans un tube a part et correspond a la fraction de protéine totale (Input, 1). Le reste
du lysat est centrifugé a 13000g pendant 25min a 4°C. Le surnageant est récupéré dans un
nouveau tube et correspond a la fraction de protéine cytoplasmique (C). Le culot restant est
resuspendu dans 500ul du tampon (2) contenant du Tris HCl (cf=20mM, PH=7,5) du NaCl
cf=150mM, de I'EDTA (cf=1mM), du triton 100X a 1% et de I'antiprotéase a 1X. Une sonication
de I'échantillon est par la suite réalisée (2 cycles de pulse pendant 30s) pour bien libérer les
protéines membranaires. L'échantillon est par la suite centrifugé a 13000g pendant 25min a
4°C. Le surnageant est récupéré et correspond a la fraction des protéines membranaires
solubilisées (M). Enfin le culot restant est resuspendu dans le tampon (2) pour obtenir la
fraction de protéines nucléaires (N). Ainsi toutes les fractions protéiques sont obtenues
séparément.

3. Western blot
Le Western blot (WB) est une technique semi-quantitative qui permet la détection et
I'identification de protéines. 30 a 40 ug d’extrait total de protéines sont mélangés avec du
Laemmli 4X (dilué au 1/4) (Laemmli Sample buffer, cat.#161-0747, Bio-Rad laboratories)
contenant du B-mercapto-éthanol (un agent réducteur) et chauffée a 95°C pendant 15 min
afin d’éliminer les complexes protéiques résiduels. Les échantillons sont déposés dans les puits
d’un gel de polyacrylamide SDS-page 10% Mini PROTEAN TGX, Bio-RAD (456-1034), ou un gel
de polyacrylamide de 8 ou 10%. La migration est lancée dans un tampon TGS1X (préparé a partir
de 10X, 25mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% (w/v) SDS, 161-0772, Biorad). Un marqueur de taille est
systématiquement ajouté en paralléle (Precision plus proteintm all blue, cat.#161-0373, Biorad).
Une fois cette migration terminée, I’électrotransfert du gel est réalisée sur une membrane de PVDF
(0.2 uM) Trans-Blot Turbo, Transfer Pack, Bio-RaD (1704156) au moyen d’un Transblot® Turbo™
transfer system (Biorad). Pour saturer les sites aspécifiques la membrane est bloqué avec du lait
5% TBS1X-Tween 0.1% pendant 1H a température ambiante (RT). La membrane est par la suite
incubée avec un anticorps primaire pendant 2H a RT ou pendant la nuit a 4°C selon les conditions
de chaque anticorps, lavée au TBS1X-T 0.1% puis incubée avec I'anticorps secondaire (pendant 1H
a RT). Par la suite la membrane est lavée TBS1X-T 0,1% puis au TBS1X pour étre finalement révélée
par chimiluminescence avec un Chemidoctm MP imaging System (biorad) en utilisant les solutions
Super signal R West femto Maximum Sensitivity substrate (prod#34095, thermoscientific) ou
PierceTM ECL Western (ref 32209, Thermoscientific). La quantification des bandes est réalisée
avec le logiciel Image Lab software 6.0.1 (Bio-Rad). Les WB sont réalisés en triplicat (n=3) et la
guantité des protéines d’intérét est normalisée par rapport aux protéines de références

171



VIIl. Annexes : Matériels et Méthodes

cytoplasmiques la B-Tubuline (50KDa) ou la GAPDH (37KDa), nucléaire : I'histone H3 (20KDa),
membranaire : la sodium potassium ATPase (112KDa) et la protéine disulfure isomérase (PDI,
57KDa) situé dans le cytoplasme et la lumiére du réticulum endoplasmique. Les anticorps
utilisés dans ces expériences sont disponibles dans le (Tableau 5)

E. Etude de la fonction enzymatique (kinase)

1. Extraction lipidique et ELISA

J'ai réalisé I'ELISA dans le projet portant sur PIK3C2A (dans le projet 2) dans le but de
déterminer son activité kinase en quantifiant un de ses produits qui est la phosphoinositide
PI3P et en comparant sa quantité dans les fibroblastes cutanés des patients et des contréles.
L'ELISA et I’extraction de lipides ont été réalisés en suivant les instructions du fabricant du kit
(Echelon Biosciences Inc, K-3300). Aprés avoir suivi un protocole d'extraction de lipides, les
échantillons de PI3P obtenus a partir de millions de cellules sont détectés par un ELISA
compétitif. Les échantillons lipidiques sont mélangés et incubés avec une protéine détectrice
de PI3P, puis ajoutés a une microplaque recouverte de PI3P pour une liaison compétitive. Un
détecteur secondaire lié a la peroxydase et une révélation colorimétrique sont utilisés pour
détecter la liaison de la protéine PI3P a la plaque. L'absorbance est détectée a 450 nm sur un
lecteur de plaque. Le signal colorimétrique est inversement proportionnel a la quantité de
PI3P obtenue. Le test est sensible a 1,0 pmol de PI3P. Les quantités de PI3P ont été estimées
en comparant les valeurs des puits contenant les échantillons d'extraction de PI3P aux valeurs
de la courbe standard. L'expérience a été réalisée sur des échantillons biologiques en trois
exemplaires et les extraits de PI3P ont été déposés en quatre exemplaires sur la plaque ELISA.
L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel GraphPad Prism. Les valeurs p ont été
déterminées a I'aide du test ANOVA ordinaire a sens unique (test de comparaison multiple de
Tukey). ns : non significatif, **** : p < 0,0001

F. Immunofluorescence

Pour les analyses de la ciliogéneése et la longueur du cil réalisées avec le systéme d’imagerie
IncuCyte S3-Sartorius, les fibroblastes cutanés dérivés de patients et de contréles sont cultivés
dans des plaques 24 puits (Falcon, 3226). Pour I'acquisition d’'images plus précises avec un
microscope a objectif de plus grand grossissement (Thermo Scientific Nunc 15411), les
fibroblastes sont cultivés dans des Lab-Tek8 a 8 chambres. Aprés I'induction de la ciliogénese
pendant 48H, les cellules sont fixées dans du méthanol glacé pendant 10 minutes a -20 °C, ou
dans du paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 10min a RT. Elles sont ensuite perméabilisées
avec du 0,1 %TritonX-100-PBS1X a, et bloquées dans du 10 % SVF-PBS1X pendant 1H a RT.
L'incubation avec les anticorps primaires dilués dans 2 % SVF-PBS1X est réalisée pendant 1H a
RT ou sur la nuit a 4 °C. L'incubation des anticorps secondaires est effectuée pendant 1H a RT,
ils sont dilués dans la méme solution.

Pour les cellules cultivées dans les Lab-Tek8, les noyaux sont marqués avec du Hoechst dilué
au 1/1000%™¢ dans du PBS1X. Le montage des lames/lamelles est réalisé avec le milieu de
montage ProLong Gold Antifade (Thermofisher, P36930). Les images sont acquises avec un
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microscope confocal a fluorescence inversé (Zeiss LSM 800, objectif a I'huile d’'immersion 63x),
ou avec un microscope Spinning disk a fluorescence inversé (Olympus spinning disk, objectif a
eau, 60x).

Pour celles réalisées dans des plaques 24 puits, les images sont obtenues a I'aide du systeme
d’imageries automatique d’IncuCyte S3-Sartorius.

e Pour I'étude de la ciliogénése, les images sont traitées avec Imagel pour le comptage
des cellules et des cils. La fréquence des cils est calculée par la division du nombre de
cellules ciliées par le nombre total de cellules (n = 400 cellules analysées par
échantillon). Les valeurs p sont déterminées a I'aide d'une ANOVA ordinaire a sens
unique **** . p < 0,0001.

e La longueur du cil est mesurée avec le logiciel IncuCyte, quel que soit I'angle
d'orientation du cil (n = 400 cils sont mesurés). Les valeurs p sont calculées par le test
de Kruskal-Wallis **** : p < 0,0001.

Les données sont collectées a partir de deux expériences distinctes réalisées sur des triplicats
biologiques de chaque échantillon dans chaque expérience. Les analyses statistiques et les
graphiques sont générés a l'aide du logiciel GraphPad Prism. Les anticorps utilisés dans ces
expériences sont disponibles dans le (Tableau 5).

G. Test de prolifération cellulaire

Pour mesurer la prolifération cellulaire, les cellules sont détachées de leur support de culture
a l'aide de la trypsine et comptées avec un compteur de cellules automatique (LUNA-FL™).
Elles sont ensuite ensemencées dans des plaques 24 puits avec une méme quantité de 10*
cellules/puits (faire des triplicats de puits par lignée). Le réactif IncuCyte® NucLight Rapid Red
(Sartorius Cat# 4717) qui marque par fluorescence le noyau des cellules vivantes est ensuite
dilué au 1/50%™¢ et rajouté directement dans chaque puit. La viabilité des cellules est mesurée
grace a I'IncuCyte S3-Sartorius qui est un systeme d’imagerie des cellules vivantes en temps
réel. Un programme d’imagerie automatique est régulé pour acquérir des images toutes les
2h sur une durée de 10 jours. Pour analyser les résultats, chague mesure est normalisée par
rapport au jour O (le lendemain de I'ensemencement apres adhérence des cellules) et exprime
I’évolution de la prolifération sur le temps (fold increase). Trois expériences indépendantes
sont réalisées a chaque fois (n=3). Les graphiques et les tests statistiques sont réalisés a l'aide
du logiciel GraphPad Prism. Les valeurs p sont déterminées a l'aide du test ANOVA a deux
voies. ns : non significatif, ** p < 0,01

H. Expériences de complémentation

1. La lipofection

J'ai réalisé les mises au point des expériences de transfection dans le cadre du projet BBS5
dans le but de compenser la mutation dans les fibroblastes cutanés dérivés du patient et voir
si le phénotype ciliaire pouvait étre corrigé ou pas. Les mises au point de transfection ont été

173



VIIl. Annexes : Matériels et Méthodes

réalisées sur deux types cellulaires, sur des cellules HEK 293T (Human Embryonic Kidney) et
sur les fibroblastes cutanées (des cellules primaires) issues du patient BBS5 et de contrdles.
Les HEK 293T sont des lignées cellulaires immortalisés qui ont été générées dans le laboratoire
de Frank Graham en utilisant la technique de transfection par phosphate de calcium dans des
cellules eucaryotes (incorporation de I'antigéne grand T SV40 du virus dans le génome des
HEK293). Ces lignées cellulaires sont connues pour leur grande capacité de prolifération
permettant de générer une quantité importante de matériel biologique rapidement. Elles sont
normalement facilement transfectable. Je les utilise donc comme des contréles positifs pour
les réactions de transfection.

> Lipofectamine 3000

C'est le systeme de transfection avec des nanoparticules lipidiques permettant I'intégration
du géne d’intérét dans les cellules. Les cellules sont détachées de leur support de culture avec
la trypsine et comptées avec le compteur automatique LUNA. Elles sont ensemencées dans
les plaques 24 puits, 2.10° cellules/puits pour les HEK et 8.10* cellules/puits pour les
fibroblastes du patient BBS5. Le milieu de culture utilisé pour les HEK est le DMEM 4.5g/I de
glc (10%SVF, 1%PS) alors que celui utilisé pour les fibroblastes est le DMEM 1g/I de glc (10%
SVF, 1%PS). Les plaques de cellules sont ensemencées la veille et transfectés le lendemain le
milieu de culture DMEM est alors remplacé par I'optimem (500ul/puit) (ThermoFischer
Scientific, 31985062), et les différents mélanges d’optimem, lipofectamine 3000 (Invitrogen,
L3000-008) et plasmides sont préparés selon les instructions du fournisseur. Deux types de
plasmides sont utilisés, un plasmide GFP vide comme contrdles positif, et le plasmide BBS5-
WT-GFP (ORIGENE, RG208464). Trois mélanges différents sont préparés : mélange (1) avec de
I’'optimem et la lipofectamine 3000, mélange (2) correspond au mélange (1) avec le plasmide
GFP-vide a 100ng/ul et le mélange (3) correspond au mélange 1 avec en plus le plasmide
BBS5WT-GFP-tagged testé pour 3 concentrations 100, 250 et 500ng/ul, le ratio 1 :1 de ’ADN
dilué et de la lipofectamine 3000 doit étre respecté. Les mélanges sont ensuite vortexés et
laissés a RT pendant 20min. Ensuite les mélanges sont distribués dans une plaque 24 puits
selon le plan correspondant, 50ul/puit ajouté goute a goute. La plaque est placée dans
I'IncuCyte S3 (Sartorius) qui par un systéme automatique d’acquisition d’images (toutes les 2H
sur 48H) nous permet de suivre la transfection cellulaire (apparition de la fluorescence verte
de la GFP dans les cellules est un contréle de bonne transfection).

> Lipofectamine LTX and PLUS™ Reagent

Les fibroblastes du patient BBS5 et ceux d’un contréle sont ensemencées dans une plaque 24
puits (2.10° cellules/puit) et laisser a I'incubateur pour adhérer sur la nuit. Le lendemain le
milieu de culture DMEM 1g/I (10%SVF, 1%PS) est renouvelé (500ul/puit) et les mélanges sont
préparés a partir de I'optimem, la lipofectamine LTX (1.5ul/puit) (Invitrogen, 15338-030), le
PLUS™ Reagent (0.5ul/puit) et les deux plasmides GFP-vide (contrdle positif) et le BBSSWT-
GFP (500ng/puit) séparément. Apres incubation des mélanges 5min a RT ils sont distribués
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selon le plan de plague dans les puits goutte a goutte (50ul/puit). Le milieu DMEM 1g/I
(10%SVF) est changé en milieu DMEM 1g/I (0.1%SVF) aprés 24H pour certains puits et aprés
48H pour d’autres afin de déterminer les conditions pour lesquelles la transfection et
I’expression de BBS5-WT est optimale et le plus stable dans les cellules ciliées. La transfection
est suivie dans Incucyte pendant 72H.

» X-tremeGENE 9 DNA

Les cellules sont détachées de leur support de culture avec la trypsine et comptées avec le
compteur automatique LUNA. Elles sont ensemencées dans les plaques 24 puits, 2.10°
cellules/puits pour les HEK et 8.10* cellules/puits pour les fibroblastes du patient BBS5. Les
cellules adherent sur la nuit a 4°C. Le lendemain un changement des milieux de culture (DMEM
4.5g/1 pour les HEK et DMEM1g/I pour les fibroblastes) est réalisées avec (10%) et sans (0.1%)
SVF pour faire des transfections avec et sans induction de la ciliogénése. Les mélanges
d’optimem, X-tremeGENE 9 (Roche, 6365779001) et des 2 types de plasmides GFP-vide et
BBS5-GFP sont réalisée avec 500ng de plasmide/puit en respectant le ratio 3: 1 (ADN, X-
tremeGENE 9). Les mélanges sont gardés 20min a RT avant d’étre distribuées goutte a goutte
dans les puits de la plaque en respectant le plan. La transfection est suivie avec I'Incucyte et
son systéeme automatique d’acquisition des images toutes les 2H pendant 48H.

> X-tremeGENE™ HP

Le protocole utilisant I’X-tremeGENE™ HP (Roche, 6366236001) est le méme qu’avec I'X-
tremeGENE 9. Avec cet agent de transfection, j’ai réalisé des modifications quant a I'induction
de la ciliogénése, le milieu +SVF a été changé en milieu -SVF apres 24H du début de la
transfection pour certains puits et aprés 48H pour d’autres afin de déterminer les conditions
pour lesquelles la transfection et I’expression de BBS5-WT est optimale et la plus stable dans
les cellules ciliées. La transfection est suivie toujours avec I'Incucyte pendant 72H.

2. La magnétofection
La magnétofection est une transfection assistée par aimant, c’est une méthode qui exploite la
force magnétique exercée sur les vecteurs de genes associés a des particules magnétiques
pour conduire les acides nucléiques vers et dans les cellules cibles (Figure 46).
J'ai réalisé ces deux tests de magnétofection avec deux agents différents cette fois que sur les
fibroblastes du patients BBS5 et d’un controle.
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Acide nucléique Agent de magnétoféction
plasmide Nanoparticules magnétique

Plaque magnétique 20min

LE==2

v

37°Cpour12/72H

Figure 46 : La magnétofection. Schéma présentant le principe de la magnétofection avec ses
différentes étapes.

» Glial-Mag

Glial-Mag (OZBIOSCIENCES, GL-00250) est congu pour atteindre une efficacité de transfection
optimale avec les lignées cellulaires microgliales et les cellules primaires. Le kit Glial-Mag est
I'association d'une formulation spécifique de nanoparticules magnétiques (réactif Glial-Mag),
issue de la technologie Magnetofection™ et d'un booster (Glial-Boost) concu pour améliorer
I'efficacité de la transfection.

Les fibroblastes sont ensemencés dans la plague 24 puits (10™ cellules/puits) et adhérent sur
la nuit dans I'incubateur a37°C. Le lendemain (~70% de confluence cellulaire) les mélanges
sont préparer selon les volumes indiqués dans le tableau ci-dessous. UADN (les plasmides GFP-
vide et BBS5-GFP) et le Glial-Mag sont mélangés par des mouvement d’aspiration-reflux a 'aide
de la pipette le mix est incubé pendant 20min a RT. 100ul du mélange sont rajouté dans chaque
puit goutte a goutte. Le Glial-Boost est rajouté directement dans chacun des puits pour cf=1X.
Les cellules sont ensuite placées sur la plague magnétique pendant 30 minutes, suivit de 2H
dans l'incubateur a 37°C. Un changement de milieu est effectué apres les 2H de transfection
et la plaque est placée dans I'Incucyte pour suivre la transfection pendant 72H avec ou sans
changement de milieu pour induire la ciliogénése.
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Plaque Quantité Volume de dilution (ul) | Glial-Mag (ul) | Gial-Boost Volume de transfection
d’ADN (pg) ()
24 puits 0.2 100 0.4/0.6/0.7/0.8 5 500 plL

» PolyMag Neo

Le réactif PolyMag Neo Magnetofection™ (OZBIOSCIENCES, PG60100) est spécifiquement
congu pour obtenir une efficacité de transfection élevée dans les cellules primaires et les

cellules difficiles a transfecter, combinée a un niveau d'expression du transgene supérieur. Il

est composé de nanoparticules magnétiques enrobées de molécules cationiques.

Les fibroblastes sont ensemencés dans la plaque 24 puits (10™ cellules/puits) et adhérent sur

la nuit dans I'incubateur a 37°C. Le lendemain (~70% de confluence cellulaire) les mélanges

sont préparer selon les volumes indiqués dans le tableau ci-dessous. Aprés 20min d’incubation

RT 100ul des mélanges sont rajouté aux puits selon le plan de plaque et la plaque des cellules

est placé sur la plague magnétique pendant 30min a RT. Ensuite la plague est maintenue a

37°C pendant plusieurs jours pour évaluer la transfection avec et sans induction de la

ciliogénese.

Plaque Quantité d’ADN (pg) | Volume de dilution (pl) PolyMag Neo (pul) Volume de transfection
24 puits 0.5-2 100 0.5-2 500l
CMV promoter
VP1.5 primer
» T7 promoter
Sgfl
04,1/
2, \
s 2,
%
= b
.,  PCMV6-AC-GFP § [so! 3 RG208464
2 ; (7.6 kb)
\% 6.6 kb Hind Il Miul
0‘ Rsr &
Miu | é
Not | ’
Xho |
4’90/~ Pme | ;

W Qo\‘“ Neo L -

SV40 ori

PolyA signal

Figure 47 : Carte des plasmides GFP-vide (ORIGEN, PS100010) et BBS5WT-GFP-tagged (ORIGENE,
RG208464).
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Tableau 4 : Liste des amorces

Applications

Le matériel
A.
Génes
(HGVS) Introns/Exons

Amorces sens (5'-3')

Amorces antisens (5'-3')

Taille
(pb)

Projet 2 portant sur BBS5

PCRduplex1 | BBS5 FletR1 GGCACCAGGATTCTCATACC TGGGTCACTTGAAGTCAGGA | 389/6309
ADNg PSMC3 7-8 GGCGTGTCCCTGAGTTAGAG AGGAACCACAATTTAGCACAA 603
PCRduplex2 | BBS5 F2 et R2 TGTACACTCACGTTCCTTTGTC | CAGAGAAGCAGGCTTACAACAG | 663/6580
ADNg DISC1 10 ACCCTGTACTTGGAGGTATGTG ACCCCTGCCCTCCAATATTTGT 925

BBS5 6728 TCCAGTGATCAGGGCAATTT TGAGAGCTTTCTATGACAAGAGC 167

BBS5 1a3 ATGCCAAAGAGTGCCAGAGA TCCGTTTCGACCTGTCCG 153

BBS5 5-636-7 TGGCAGTACACGAGCTTATGA TGATCAGGGCAATTTAGGAACC 164

BBS5 939-10 GTGGTGGATATGTTCTTGGCT CTGGGGCTTTTCTTCCATCTC 140

GLI1 739 CTGCAGCCAGGAATTTGACT CGAGGCGTGAGTATGACTTCC 224

GRT-PCR GLI2 2a3 AAGCAAGAAGCCAAAAGTGG TGGTACCTTCCTTCCTGGTG 188
ADNc GLI3 2a3 GGCATTTTTGGTCGAAGAGA GGACATTCTGTGGCTGCATA 238
SUFU 2-333 ACAGAGTCCATGAGTTTACAGG CGTATCGTGCCAAGCCCT 138

PTCH1 2-3a3 GTGGAAGTTGGAGGACGAGT AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154

SMO 2a3 TGCCCAAGTGTGAGAATGAC TACCAGCTCTTGGGGTTGTC 229

GAPDH 4526 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT | GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197

HPRT 1-232-3 CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 131

Projet 2 portant sur PIK3C2A

PIK3C2A Ex1-int2 AGCCTAAGGTGGATAATGTGGA GGCAGGAGAAGGGTGTGAA 426bp
PERADNE PIK3C2A Int23-int24 TCCCAGTTTGTATGCTATTGAGA TATGTTCAAATGGAGCCGCG 409bp
PIK3C2A 2a3 TCAAAAGTCAGCAATCTACAGGT TGGCAAACTACTGGTCCCAT 345bp
PERADNe PIK3C2A 22a24-25 TTTCAAATGTCTCTCAACTGGC CCGATCCCTTTTGAAGCTG 347bp
PIK3C2A 19220 CCAGACAGGTTGTTCTCCAA AGAACTGAAGAAGGAACACGAC 134bp
PIK3C2A 29a31 CGGATGTAGCAGAGTGTGATCT TGGATAATTTCACAGCTCCTCC 144bp
qi;—;iR GLI1 7a9 CTGCAGCCAGGAATTTGACT CGAGGCGTGAGTATGACTTCC 224bp
PTCH1 2-3a3 GTGGAAGTTGGAGGACGAGT AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154bp
GAPDH 4-536 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197bp

Projet 2 portant sur CDK10

CDK10 7312-13 CCAACTTGCTCATGACCGAC TCACAGGGTAGGGGCTTCT 493bp
CDK10 1a5 ATCTGGAGTGCGAGCAGATC GCTCACAGTAACCCATCACC 351bp
PERADNe CDK10 4310-13 AACATCGTGGAGCTGAAGGA TCAGGGTTTACAGCGCTTG 795bp
CDK10 537-8 GGTGATGGGTTACTGTGAGC CGAAATCCGCTGTCTTCACA 203bp
qRT-PCR CDK10 435 GCCTGCGTCATCCGAACAT AGGGTGTTGGCATATTCTCCAG 129
ADNc CDK10 4536 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197
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Projet 3 portant sur BBS1, BBS10 et IFT172

GLI1 7a9 CTGCAGCCAGGAATTTGACT CGAGGCGTGAGTATGACTTCC 224bp
q:;::iR PTCH1 2-3a3 GTGGAAGTTGGAGGACGAGT AGTCCAGGTGTTGTAGGAGC 154bp
GAPDH 4-536 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197bp
B. Tableau 5 : Liste des anticorps
Type d’AC Nom Espéce Dilution Référence Fournisseur
Projet 2 portant sur BBS5
WB
Primaire Anti-BBS5 Lapin 1/500 14569-1-AP, Proteintech
Anti-B-Tubuline Mouse 1/2500 AG-tub-2012 Euromedex
Anti-PTCH1 Lapin 1/1000 ab53715 abcam
Anti-GLLI2 Lapin 1/2000 18989-1-AP ProteinTech
Anti-GLI2 Chévre 1/1000 AF-3635 R&D systems
Anti-GAPDH Souris 1/3000 ab139413 abcam
Anti-Sodium Potassium Souris 1/3000 2b139413 abcam
ATPase
Anti-Histone Souris 1/3000 ab139413 abcam
Secondaire Anti-souris (HRP linked) Cheval 1/2000 7076 Cell signaling
Anti-lapin (HRP linked) Ane 1/2000 7074 Cell signaling
Anti-chévre (HRP linked) Souris 1/3000 sc-2354 Santa Cruz
IF
Anti-ARL13B Souris 1/500 Sc-515784 Santa cruz biotechnology
Primaire Anti-y-Tubuline Lapin 1/500 PA5-34815 Invitrogen
Anti-SMO Souris 1/500 Sc-166685 Santa cruz biotechnology
An“'sc’u”i‘(ggxa Fluor™ Chevre 1/1000 A11001 Invitrogen
Secondaire Anti-lapin (Alexa Fluor™ Invitrogen
Ane 1/1000 A21207
594)
WB
Primaire Anti-PIK3C2A Lapin 1/1500 22028-1-AP Proteintech
Anti-BTubuline Lapin 1/2500 2128 Cell signaling
. Anti-souris (HRP linked) Cheval 1/2000 7076 Cell signaling
Secondaire — - ; ;
Anti-lapin (HRP linked) Ane 1/2000 7074 Cell signaling
IF
Anti-ARL13B Souris 1/500 Sc-515784 Santa cruz biotechnology
Primaire Anti-ARL13B Lapin 1/200 17711-1-AP Proteintech
Anti-yTubuline Lapin 1/500 PA5-34815 Invitrogen
Anti-PI3P Souris 1/200 Z-P003 Echelon Biosciences Inc
A”h'sour'szf;;?xa Fluor™ Chevre 1/1000 A11001 Invitrogen
Secondaire Anti-lapin (Alexa Fluor™ Invitrogen
Ane 1/1000 A21207
594)
IF
Anti-Myc Souris 1/4000 9B11 Cell Signaling 2276
Primaire Anti-BTubuline Souris 1/4000 2021 #22 Robert
Anti-ARL13B Souris 1/500 Sc-515784 Santa cruz biotechnology
Anti-y-Tubuline Lapin 1/500 PA5-34815 Invitrogen
Anti-souris (Alexa Fluor™ Ane 1/2000 AA32766 Invitrogen
488)
Secondaire Ant‘I-SOUI’IS4(8A8|?X3 Fluor™ Ane 1/1000 Ab150105 Abcam
Antl—laplnéglf)xa Fluor™ Ane 1/1000 A21207 Abcam
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Projet 3 portant sur BBS1, BBS10 et IFT172

IF
Primaire Anti-ARL13B Souris 1/500 Sc-515784 Santa cruz biotechnology
Anti-y-Tubuline Lapin 1/500 PA5-34815 Invitrogen
- ; ™ -
Anti sourlsz‘(é’\;)exa Fluor Chévre 1/1000 A11001 Invitrogen
Secondaire Anti-lapin (Alexa Fluor™ Invitrogen
P Ane 1/1000 A21207 &
594)
C. Tableau 6 : Liste des bases de données et des logiciels
Nom Application Source
Ensembl-Browser Rechercher les séquences ADN, ARN https://www.ensembl.org/index.html
Primer3 Déterminer les séquences optimales https://github.com/primer3-org

pour les amorces

UCSC browser « in
silico PCR »

Vérifier les amorces

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr

ApE A plasmid Editor

Visualiser les séquences sanger

CFX maestro software

Analyser des qRT-PCR

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

analyser les IF de la ciliogénese,
quantifier les WB

Image Lab Visualiser les membranes WB et les https://www.bio-rad.com/fr-fr/product/image-lab-
gel PCR software?l D=KRE6P5E8Z
Imagel/Fiji Traiter les images de la microscopie, https://imagej.nih.gov/ij

Incucyte 2020B

Analyser les IF des tests ciliaires, les
tests de prolifération cellulaire et les
transfections

https://www.essenbioscience.com/updates/Incucy
te/Incucyte-2020B-GuiSetup/

CIRCOS

Représenter les données sous forme
d’un circos

WWW.Circos.ca

Graphpad Prism6/8

Faire les tests statistiques et générer
des graphes

https://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/
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Le résumé de these

Les ciliopathies primaires sont causées par des variations altérant la fonction de génes impliqués dans
la formation et la fonction du cil primaire. A ce jour ~20% des patients restent encore sans diagnostic
moléculaire et ceci pour des raisons différentes. Lune des raisons principales est I'identification de
variants de signification incertaines (VSI, classe 3) dans un géne connu. Mes travaux de thése ont
permis le développement de tests fonctionnels (« boite a outils ciliopathies ») permettant d’étudier
I'effet de défaut des genes sur les phénotypes cellulaires ciliaires. Son application nous a permis, d’une
part, de reclasser 10 VS| et de confirmer le diagnostic moléculaire de 8 familles (1 BBS5, 1
BBS20/IFT172, 1 PIK3C2A et 5 CDK10). Ces génes sont impliqués respectivement dans les syndromes
de Bardet-Biedl (BBS), Oculo-squeletto-dentaire (OCSKD) et d’Al Kaissi. D’autre part, son application sur
10 patients BBS (4 BBS1, 4 BBS10, 2 IFT172) nous a permis de mieux comprendre comment ces 3 genes
impligués dans trois complexes ciliaires majeurs (le BBSome, les chaperonine-like et le transport
intraflagellaire (IFT)) affectent différemment le phénotype du cil. Pour conclure la « boite a outils
ciliopathie » permettra d’améliorer la prise en charge de patients atteints de ciliopathie et de facilité la
caractérisation des phénotypes cellulaires/ciliaires.

Mots clés : Ciliopathies, VSI, phénotype ciliaire, BBS5, BBS1, BBS10, IFT172/BBS20, PIK3C2A, CDK10

The thesis summary

Primary ciliopathies are caused by variations in the genes involved in primary cilium formation and
function. To date, ~20% of patients remain without a molecular diagnosis, for a variety of reasons. One
of the main reasons is the identification of variants of uncertain significance (VUS, class 3) in a known
gene. My thesis work led to the development of functional tests ("ciliopathy toolbox") to study the
effect of gene defects on ciliary cell phenotypes. Its application has enabled us to reclassify 10 VUSs
and confirm the molecular diagnosis of 8 families (1 BBS5, 1 BBS20/IFT172, 1 PIK3C2A and 5 CDK10).
These genes are involved in Bardet-Bied| (BBS), Oculo-skeletal-dental (OCSKD) and Al Kaissi syndromes
respectively. Furthermore, its application to 10 BBS patients (4 BBS1, 4 BBS10, 2 IFT172) has enabled
us to better understand how these 3 genes involved in three major ciliary complexes (the BBSome,
chaperonin-like and intraflagellar transport (IFT)) differentially affect cilium phenotype. In conclusion,
the "ciliopathy toolbox" will improve the management of ciliopathy patients and facilitate the
characterization of cellular/ciliary phenotypes.

Key words: Ciliopathies, VUS, ciliary phenotype, BBS5, BBS1, BBS10, IFT172/BBS20, PIK3C2A, CDK10
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