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Résumé 

Le Syndrome de Cohen (SC) (OMIM 216550) est une maladie autosomique récessive rare due à des 

variations dans le gène codant pour la protéine de tri vacuolaire 13B (VPS13B ou COH1). Les patients 

présentent des caractéristiques cliniques typiques : une dysmorphie faciale, une neutropénie, une 

répartition anormale des graisses au niveau du tronc, une microcéphalie associée à une déficience 

intellectuelle, une myopie et des atteintes rétiniennes. Mon projet de thèse a eu pour but de caractériser 

le phénotype ophtalmologique du modèle murin du SC (Vps13b∆Ex3/∆Ex3) afin de déterminer les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de la rétinopathie du SC. 

Nous avons montré que les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 développent une cataracte entre 2 et 3 mois d’âge, 

avec une désorganisation des cellules fibreuses du cristallin et leur différenciation en cellules 

mésenchymateuses. À un stade plus avancé, la membrane externe du cristallin est rompue et les parties 

corticale et nucléaire du cristallin se séparent. Après l’apparition de la cataracte, la rétine présente des 

déformations se caractérisant par un amincissement et une déformation de ses différentes couches 

pouvant engendrer des plis rétiniens de 50 à 500µm de long. Il y a également une forte prolifération des 

cellules microgliales ainsi qu’une astrogliose. La découverte de la cataracte dans notre modèle a conduit 

à une revue exhaustive de la littérature qui a mis en évidence que la cataracte est présente chez 85% des 

patients à 40 ans et sans lien avec la rétinopathie. 

Nous avons montré une modification du phénotype oculaire en présence de la mutation Crb1rd8. Crb1 

est une protéine transmembranaire dont la variation rd8 entraine une désorganisation de la rétine. Nous 

avons créé des cohortes de tous les génotypes Vps13b/Crb1 possibles. Nos analyses préliminaires 

montrent une dystrophie rétinienne précoce chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+, suggérant que 

Vps13b pourrait être un gène modificateur de Crb1. Les mécanismes moléculaires pouvant conduire à 

l’apparition de la rétinopathie du SC ont été étudiés sur des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3Crb1+/+. La structure de 

la rétine et ses différentes populations cellulaires ont été étudiées mais n’ont pas révélé d’anomalies 

avant l’apparition de la cataracte. Cependant l’étude des mécanismes inflammatoires a montré une 

augmentation de la sensibilité à IL6 dans la rétine de notre modèle. Ce mécanisme pourrait être impliqué 

dans la mise en place de la rétinopathie. Le phénotype oculaire étant fortement diminué chez les souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+. L’impact des facteurs environnementaux, et en particulier la lumière, a également 

été étudié et montre que, lorsqu’elles sont soumises à de fortes intensités lumineuses, les souris 

développent des rétinopathies.  

En parallèle, nous avons étudié les caractéristiques ophtalmologiques des patients de notre cohorte 

principalement à l’aide d’une imagerie par tomographie à cohérence optique (OCT). Cette étude révèle 

(i) que l’œdème maculaire est un symptôme fréquent du SC qui reste relativement stable dans le temps 

et (ii) que l’apparition de la rétinopathie est indépendante de celle de la cataracte. 

Ainsi mes travaux de doctorat ont permis de caractériser les atteintes ophtalmiques de notre modèle 

murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3. L’étude des mécanismes cellulaires impliqués dans la rétinopathie et la cataracte 

du SC doit être approfondie afin de permettre de trouver une cible thérapeutique ou des stratégies de 

prévention pour ces atteintes ophtalmiques. 
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Abstract 

Cohen Syndrome (CS) is a rare autosomal recessive disease caused by variations in the gene coding for 

the vacuolar tri-vacuolar protein 13B (VPS13B or COH1). CS patients have common features including 

typical facial appearance, neutropenia, abnormal trunk fat distribution, microcephaly, myopia and retinal 

damage. My thesis project aimed to characterize the ophthalmologic phenotype of a mouse model 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 to determine the molecular mechanisms involved in the development of CS retinopathy.  

First, we showed that Vps13b∆Ex3/∆Ex3 mice develop a cataract between 2 and 3 months. Disorganization 

of the fibrous cells of the crystalline lens and their differentiation into mesenchymal cells were observed. 

At a more advanced stage, the external membrane of the crystalline lens is ruptured and the cortical and 

nuclear part of the crystalline lens separates. After the onset of cataract, the retina shows deformations 

characterized by thinning and deformation of its various layers which can lead to retinal folds 50 to 

500µm long. There is also a strong proliferation of microglial cells as well as astrogliosis. The appearance 

of cataract in our model has led to an exhaustive review of the literature showing that cataract is present 

in 85% of patients at 40 years old and not related to retinopathy. 

We then showed a modification of the ocular phenotype in the presence of the Crb1rd8 mutation. Crb1 

is a transmembrane protein whose rd8 variation leads to retinal disorganization. We have created 

cohorts of all possible Vps13b/Crb1 genotypes. Our preliminary analyses show early retinal dystrophy in 

mice Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+, suggesting that Vps13b could be a Crb1 modifier gene. Molecular 

mechanisms that could lead to the appearance of SC retinopathy have been studied in Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

Crb1+/+ mice. The structure of the retina and its different cell populations were studied but did not reveal 

any abnormalities before the onset of the cataract. However, the study of inflammatory mechanisms 

showed an increase in sensitivity to IL6 in the retina of our model. This mechanism could be involved in 

the development of SC retinopathy. As the ocular phenotype is strongly decreased in mice Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

Crb1+/+, the impact of environmental factors, especially light, has also been studied and shows that when 

subjected to high light intensity, mice develop retinopathies. 

In parallel, we have studied the ophthalmological characteristics of our Dijon cohort mainly using OCT. 

This study reveals (i) that macular edema is a frequent symptom of SC which remains relatively stable 

over time and (ii) that the onset of retinopathy is independent of that of cataract.  

Consequently, my PhD work has allowed to characterize the ophthalmic damages of our Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

mouse model and will allow to deepen the mechanistic knowledge of retinopathy and cataract of the CS, 

and could allow to develop a therapeutic target or prevention strategies for these ophthalmic lesions. 
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Préambule 

Dans notre société, il y a une augmentation des troubles visuels. Certains comme la myopie ou la 

cataracte peuvent être corrigés à l’aide de lunettes adaptées ou d’une opération. Ces troubles 

peuvent être dus à un accident, ou à une maladie génétique ou infectieuse. Cette thèse va se 

concentrer sur l’étude des troubles visuels du syndrome de Cohen (SC). Le SC est une maladie 

génétique rare, due à des variations dans le gène VPS13B et caractérisée entre autres par des 

atteintes ophtalmologiques. Les patients sont atteints de myopie réfractive progressive se 

développant dès la petite enfance. La rétinopathie est également caractéristique du SC, elle peut 

être périphérique ou maculaire. Depuis sa création en 2011, l’équipe de Génétique des Anomalies 

du Développement (GAD) en a fait un de ses axes d’étude. Au fil du temps, l’équipe GAD a développé 

cette thématique sur différentes orientations : la biologie osseuse, la neuroanatomie, le 

métabolisme et la reproduction. Ce manuscrit résume un travail qui a permis l’ouverture d’un 

nouvel axe : l’ophtalmologie.  

Cette thèse va dans un premier temps faire un récapitulatif des caractéristiques cliniques du SC et 

des informations concernant VPS13B, puis les différents composants de l’œil seront expliqués avant 

de s’intéresser aux troubles visuels observés dans le SC. 
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Partie I : Le syndrome de Cohen 

A- Caractéristiques cliniques 

Le Syndrome de Cohen (SC) (OMIM 216550) est une maladie génétique multi-systémique rare 

touchant environ 1000 personnes dans le monde. Le SC doit son nom à Michael Cohen qui a décrit 

ce syndrome en 1973 sur trois enfants (Cohen et al., 1973). Le SC est un syndrome poly malformatif 

très hétérogène mais possédant des caractéristiques cliniques communes incluant un faciès typique, 

une déficience intellectuelle, une microcéphalie, une neutropénie, une hypotonie, une 

accumulation de gras au niveau tronculaire  et une rétinopathie (Figure 1)(Wang et al., 2016). 

L’apparition tardive de la dysmorphie faciale et l’hétérogénéité du SC a longtemps rendu le 

diagnostic des patients incertain. Le centre de Dijon est devenu une référence dans le diagnostic des 

patients atteints du SC grâce à son expertise clinique. En 2007, Dijon était le seul centre de diagnostic 

moléculaire de SC en Europe. De nos jours le diagnostic du SC se fait par séquençage de l’exome. Le 

SC est un axe d’étude de l’équipe avec la collaboration d’une cohorte de 15 patients. Ces patients 

ont donné leur consentement pour la diffusion de leurs données cliniques et de leurs images.  

Caractéristiques cliniques du SC 

Cranio-faciales -Dysmorphie faciale 

-Défauts de pilosité 

Musculosquelettiques -Pieds et des mains élancés 

-Hypotonie 

Neurologiques -Personnalité hypersociale 

-Déficience intellectuelle 

-Microcéphalie 

Métaboliques -Intolérance au glucose 

-Répartition anormale des graisses au niveau du tronc 

Immunologiques -Neutropénie 

Ophtalmologiques -Myopie 

-Rétinopathie pigmentaire 

Figure 1 : Tableau récapitulatif des caractéristiques cliniques du SC. 
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1) Génétique 

Le SC est une maladie autosomique récessive due à des variations dans le gène VPS13B (COH1) situé 

sur le chromosome 8 et composé de 62 exons (Kolehmainen et al., 2003). Jusqu’à présent, plus de 

150 variations ont pu être identifiées, elles ont été localisées sur 37 exons de VPS13B. Aucune 

corrélation n’a pu être établie entre les variations du gène et le phénotype. Si le SC est très présent 

dans la population finlandaise, française et britannique, il est également présent dans une 

population d’Amish de l’Ohio et dans une population grecque (Figure 2) (Bugiani et al., 2008; Falk 

et al., 2004; Kolehmainen et al., 2003). Cependant, ces résultats peuvent être biaisés car le 

diagnostic est difficile et certains patients peuvent ne pas être diagnostiqués.     

 

Figure 2 : Tableau des nationalités des patients atteint du SC dans la 

littérature. 
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2) Caractéristiques cranio-faciales  

Un des critères d’inclusion pour le diagnostic du SC est la dysmorphie faciale typique. Cette 

dysmorphie faciale est absente à la naissance et se développe à la petite enfance avec l’apparition 

de quelques traits caractéristiques. A l’adolescence, cette dysmorphie comprend une microcéphalie, 

une nuque courte, une lèvre supérieure courte, un pli épicanthique, des oreilles longues, un 

philtrum court avec une lèvre inférieure mince entrainant un sourire grimaçant, une bouche petite 

et entrouverte avec des coins abaissés, une racine du nez large avec une extrémité du nez rond 

(Figure 3 B, D)(Rodrigues et al., 2018). Des défauts de pilosité peuvent également être observés avec 

des sourcils, des cheveux et des cils épais et longs (Kivitie-Kallio and Norio, 2001). Les cheveux sont 

broussailleux, avec une ligne capillaire basse. Cette dysmorphie faciale est utilisée pour un 

diagnostic précoce du SC (El Chehadeh et al., 2010). Cependant certains patients ne présentent pas 

Figure 3 : Phénotype général du SC. A : Patient présentant une accumulation de gras typique au 

niveau du tronc. B : Dysmorphie faciale typique avec un sourire grimaçant. C : Mains typiques 

avec des doigts allongés. D : Partie basse de la tête permettant d’observer un philtrum court, 

des incisives supérieures proéminentes et la bouche petite et entrouverte avec des coins 

abaissés. E : Patient atteint du SC développant une parodontite. Source : Service de génétique 

CHU Dijon, El Chehadeh et al., 2010, Alaluusua et al., 1997. 
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le sourire grimaçant typique du SC (Hennies et al., 2004). Dans un cas plus rare, une patiente de la 

cohorte dijonnaise a été caractérisée sans déficience intellectuelle ni obésité tronculaire mais avec 

une rétinopathie pigmentaire (Gueneau et al., 2014).  

En plus de ces attributs principaux, d’autres caractéristiques faciales peuvent être observées de 

manière plus occasionnelle tel qu’un hypertélorisme orbital et des paupières tombantes (Rodrigues 

et al., 2018). Des défauts de la mâchoire peuvent être observés telle qu’une micrognathie ou une 

hypoplasie maxillaire. Certains patients ont été décrits avec un palais long et étroit et leurs incisives 

centrales supérieures sont souvent volumineuses (Rodrigues et al., 2018). Ces malformations 

peuvent entrainer des difficultés lors de l’intubation des patients atteints du SC (Meng et al., 2004). 

Les patients atteints du SC sont enclins à développer des destructions osseuses au niveau de l’os 

alvéolaire en contact avec les dents. 

3) Caractéristiques musculosquelettiques 

Au niveau des membres, les patients atteints du SC ont des pieds et des mains élancés (Figure 3 C). 

Ils ont une hypotonie qui augmente pendant l’enfance et est caractérisée par une hyper mobilité 

articulaire et une hyper laxité ligamentaire et une hypotonie faciale (Kivitie-Kallio and Norio, 2001). 

Des problèmes moteurs sont également constatés avec un temps d’apprentissage de la marche plus 

long que la moyenne (Kivitie-Kallio and Norio, 2001). Plusieurs pathologies musculosquelettiques 

ont été constatées dans de rares cas, tels que des scolioses ou des cyphoses (Koehler et al., 2020; 

Smith, 1976). Cependant des cas de SC sans pathologie musculosquelettique ou hypotonie ont été 

documentés. (Hashmi et al., 2020). 

4) Neurologie  

D’un point de vue neurologique, le SC se caractérise par une déficience intellectuelle modérée à 

sévère (Karpf et al., 2004; Kivitie-Kallio et al., 1999). Les patients ont une personnalité joyeuse et 

sociale (Wang et al., 2016), ils ne sont pas capables de devenir autonomes, cependant leur 

encadrement est aisé et ils ne montrent pas d’agressivité ou troubles sévères du comportement 

(Peeters et al., 2008). Des troubles autistiques ont été identifiés chez plusieurs patients (Chandler 

et al., 2003; Karpf et al., 2004). Des tests de QI pratiqués sur des patients de la National Cohen 

Syndrome Database, contenant majoritairement des enfants dont le SC a été validé par séquençage, 

montrent un QI inférieur à 70.  
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Des retards d’apprentissage du langage ont été notés par les parents, mais ces retards ont tendance 

à être plus faibles chez les patients avec un QI plus élevé (Karpf et al., 2004). Une IRM pratiquée sur 

des patients atteints du SC montre une hypertrophie du corps calleux chez certains patients ou une 

atrophie cérébrale, mais d’autres présentent une IRM normale (Hashmi et al., 2020; Kivitie-Kallio et 

al., 1998; Koehler et al., 2020). 

5) Trouble métabolique 

Les patients ont longtemps été considérés comme obèses (Wang et al., 2016). De plus des études 

ont révélé des diabètes de type II et des insulinorésistances chez certains patients sans confirmation 

génétique de diagnostic (Atabek et al., 2004; Kivitie-Kallio and Norio, 2001; Kumandaş et al., 2001; 

Nambu et al., 1988). Une étude réalisée dans l’équipe GAD sur une cohorte de 14 patients, dont le 

diagnostic a été confirmé par séquençage, montre que, malgré une large circonférence de la 

ceinture ventrale, seuls 4 patients ont un IMC supérieur à 25, critère d’obésité selon l’OMS (Figure 

3 A)(Limoge et al., 2015).  

Ces résultats montrent que le terme obésité n’est pas un terme adéquat pour qualifier 

l’accumulation de gras au niveau du tronc du SC. La cause de cette accumulation de gras est 

indéterminée mais des études in vitro pratiquées sur des adipocytes ont montré une adipogenèse  

accrue dans des cellules déficientes en VPS13B  (Fibroblastes de patients et cellules invalidées pour 

VPS13B par SiRNA) (Limoge et al., 2015). Dans l’article de Limoge de 2015, 4 patients (dont 2 avec 

un IMC>30) sur 12 se sont révélés intolérants au glucose. Un patient a été diagnostiqué avec un pré-

diabète dans cette même cohorte. L’étude du cholestérol révèle que 70% des patients ont un taux 

de HDL bas ce qui est un facteur de risque pour les maladies cardio-vasculaires (Limoge et al., 2015). 

6) Immunologie 

Les patients atteints du SC ont une concentration normale de monocytes, lymphocytes et leucocytes 

mais développent une neutropénie non fatale (Duplomb et al., 2019). Cette neutropénie est souvent 

présente à la naissance et peut être cyclique ou chronique. Elle est accompagnée d’ulcérations 

buccales et d’infections de la sphère ORL (Falk et al., 2004). Les patients sont également plus enclins 

à développer des parodontites sévères (Figure 3 E) (Alaluusua et al., 1997) ce qui est un symptôme 

souvent associé à une neutropénie classique (Alrayyes and Hart, 2011). Dans un cas particulier, un 

patient a développé un autre trouble immunitaire sous la forme d’arthrite rhumatoïde juvénile (De 
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Ravel et al., 2002). Les patients de la cohorte Dijonnaise développent également des ulcérations 

buccales et des infections de la sphère ORL dans 45% des cas (Duplomb et al., 2019). Des lésions 

mineures de la peau comme des verrues ou des lichens plats ont également été diagnostiquées.  

D’un point de vue cellulaire une diminution du facteur de transcription Serpin B1 a été mise en 

évidence dans des cellules déficientes en VPS13B (Duplomb et al., 2019). La Serpin B1 est un 

inhibiteur de sérine protéase impliqué dans la régulation du système immunitaire en contrôlant 

l’apoptose et les voies de prolifération. Une diminution de Serpin B1 induit une augmentation de 

l’apoptose des neutrophiles responsable de la neutropénie. Une stimulation de la moelle osseuse 

par G-CSF pourrait augmenter le taux de neutrophiles et réduire cette neutropénie. Cependant 3 

patients atteints du SC et traités à l’aide de G-CSF ont développé une granulocytose (Kivitie-Kallio et 

al., 1997) 

7) Caractéristique ophtalmique 

Les atteintes de l’œil chez les patients atteints du SC seront abordées dans le chapitre dédié aux 

pathologies de l’œil. 
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B- Caractéristique moléculaire du Syndrome de Cohen 

1) Généralités sur la famille VPS13 

La famille VPS13 (Vacuolar Protein Sorting 13) est composée de grandes protéines conservées dans 

l’évolution. Un membre de cette famille est retrouvé chez la levure Saccharomyces cerevisiae, Vps13p, 

et 4 orthologues chez les mammifères, VPS13A-D (Figure 4) (Lang et al., 2015). Les membres de 

cette famille sont des protéines de haut poids moléculaire, supérieur à 3000 acides aminés et 

partageant des domaines choreine et C- terminal (Velayos-Baeza et al., 2004).  

 

 

a) Vps13p chez la levure 

Le principal modèle d’étude des protéines VPS13 est Saccharomyces cerevisiae. Vps13p est situé sur 

le chromosome 3. C’est une protéine de 4420 acides aminés possédant un domaine choréine et C-

terminal, caractéristique de la famille VPS13, ainsi qu’un domaine DUF1162 présent chez Vps13p 

(De et al., 2017; Velayos-Baeza et al., 2004). 

Dans des cellules de Saccharomyces cerevisiae , il a été mis en évidence que Vps13p est localisée au 

niveau des sites de contact reticulum endoplasmique (RE)-mitochondrie (ERMES), vacuole-

mitochondrie (vCLAMP) ainsi que les RE-Vacuole (NVJ) (Lang et al., 2015).  

Figure 4 : Schéma des 4 membres de la famille de protéine VPS13. Un domaine choreine et C-terminal, 

typique de la famille VPS13 sont présents, ainsi qu’un domaine de liaison SHR. Source : Modifié d’Interprot. 
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Des études structurelles ont démontré chez Vps13p que le domaine choreine possède des cavités 

hydrophobes sur sa partie N-terminale pouvant lier et transférer des glycérolipides (Kumar et al. 

2018). Vps13p est impliquée dans une voie alternative d’échange de lipides entre la mitochondrie 

et le RE de la voie principale, la voie ERMES (Lang et al., 2015), ainsi que dans la stabilité de la 

mitochondrie (Park et al., 2016). Vps13p est primordiale lors de la sporulation de Saccharomyces 

cerevisiae (Nakanishi et al., 2007). Il a été montré sur des cellules de levure déficientes en Vps13p 

qu’il n’y a pas de formation de la membrane de prospore, première étape de la sporulation (Park 

and Neiman, 2012).  

b) VPS13 A 

Le premier gène de la famille VPS13 identifié chez l’homme est VPS13A en 2001 (Ueno et al., 2001). 

Ce gène est situé dans la région chromosomique 9q21, contient 73 exons et code pour une protéine 

de 3174 acides aminés. VPS13A possède un domaine C-terminal et choreine caractéristique de la 

famille VPS13 mais également un domaine de liaison à un facteur de transcription (SHR) et un 

domaine lié à l’autophagie. Une perte de fonction de VPS13A entraine une chorea-acanthocytosis 

(OMIM #200150) (Ueno et al., 2001), une maladie neurodégénérative similaire à la chorée de 

Huntington, dont les symptômes sont une neurodégénérescence progressive, des troubles moteurs 

et cognitifs, une dyskinésie orofaciale et la présence d’acanthocytes dans le sang. La transmission 

de cette maladie se fait sur un mode autosomique, récessif et touche environ 1000 personnes dans 

le monde.   

D’un point de vue fonctionnel, il a été mis en évidence que VPS13A est localisée au niveau des 

gouttelettes lipidiques et de la mitochondrie (Kumar et al., 2018; Lesage et al., 2016; Yeshaw et al., 

2019). VPS13A possède une cavité hydrophobe, similaire à celle de Vps13p, pouvant accueillir 

plusieurs lipides et étant impliquée dans le transfert de lipides. En l’absence de VPS13A dans les 

cellules, les contacts entre le RE, la mitochondrie et les endosomes sont perturbés. De plus, en 

l’absence de VPS13A, les mitochondries apparaissent fragmentées et il y a une diminution de la 

mitophagie (Yeshaw et al., 2019). 

Un modèle murin Vps13atm1asan a été créé par l’excision des exons 60-61 de Vps13a correspondant à 

une variation observée chez des patients atteints de chorea-acanthocytosis (Nagata et al., 2018). 

Les souris Vps13atm1asan mâles sont infertiles à cause d’un défaut de mobilité des spermatozoïdes. 
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L’étude de ce modèle révèle que les mitochondries des spermatozoïdes Vps13atm1asan ont une 

production d’ATP et un potentiel membranaire normal. Cependant, la disposition des mitochondries 

autour du flagelle est anormale et ne forme pas le manchon mitochondrial nécessaire à la bonne 

mobilité du spermatozoïde.  

c) VPS13 C  

Chez l’homme, le gène VPS13C se situe dans la région chromosomique 15q21 et contient 88 exons. 

VPS13C est une protéine de 3753 acides aminés possédant un domaine C-terminal et choreine, 

caractéristique de la famille VPS13. VPS13C possède également un domaine de liaison à un facteur 

de transcription (SHR) et un domaine lié à l’autophagie. De récentes études indiquent que des 

variations de VPS13C sont liées à un développement précoce de la maladie de Parkinson 

(OMIM#168600) (Schormair et al., 2018) qui se transmet de manière autosomique récessive (Lunati 

et al., 2018). 

Dans des cellules HeLa, VPS13C est localisé au niveau du RE du système endolysosomal, des 

gouttelettes lipidiques et de la mitochondrie (Kumar et al., 2018; Lesage et al., 2016). Tout comme 

VPS13A, VPS13C possède une cavité hydrophobe probablement impliquée dans le transport de 

lipides. Une délétion de VPS13C induit une augmentation de la vulnérabilité mitochondriale au 

stress (Lesage et al., 2016). Cette atteinte mitochondriale pourrait être liée à l’apparition de la 

maladie de Parkinson (Hang et al., 2015). 

d) VPS13 D 

Le gène VPS13D se situe dans la région chromosomique 1q36 et contient 70 exons. VPS13D est une 

protéine de 4388 acides aminés possédant un domaine C-terminal et choreine, caractéristique de 

la famille VPS13. VPS13D possède également un domaine de liaison à un facteur de transcription 

(SHR) et un domaine ubiquitine (Seong et al., 2018). En 2018, il a été mis en évidence que des 

variations de VPS13D conduisent à une ataxie et une paraplégie spastique se transmettant sur un 

mode autosomique récessif (Seong et al., 2018) mais très peu de patients ont été étudiés jusqu’à 

présent (Gauthier et al., 2018; Koh et al., 2020; Seong et al., 2018).  

Des tests pratiqués sur des fibroblastes de patients contenant des variations de VPS13D révèlent 

des mitochondries larges (Seong et al., 2018) du fait d’une phosphorylation de DRP1, un facteur de 
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fission mitochondriale (Anding et al., 2018). Enfin, il a été montré sur des cellules de patients que 

des variations de VPS13D était associées à une augmentation de la production d’IL6 entrainant une 

augmentation de la mortalité en cas de choc septique (Nakada et al., 2015). 

2) VPS13B (« Vacuolar Protein Sorting 13 ») 

a) Structure du gène et de la protéine VPS13B 

Le premier lien entre VPS13B et le SC a été fait en 1994 par Esa Tahvanainen (Tahvanainen et al., 

1994). Le gène VPS13B se situe dans la région chromosomique 8q22, contient 62 exons pour un 

transcrit principal de 14 093 nucléotides et 4 transcrits alternatifs de 12 066, 4 281, 2 589 et 1 236 

nucléotide (Kolehmainen et al., 2003)(Figure 4). Plus de 150 variations de VPS13B ont été identifiées, 

elles conduisent pour la plupart à des protéines tronquées. L’étude de l’expression de VPS13B dans 

le corps humain par Northern Blot a révélé une expression de transcrits de 2 et 5kb dans le cerveau, 

les poumons, le foie et les reins à l’état fœtal ou adulte. Un transcrit de 13kb est présent dans la 

prostate, les testicules, les ovaires et le colon à l’âge adulte (Kolehmainen et al., 2003). La différence 

d’expression de VPS13B dans les organes humains peut expliquer la diversité des phénotypes 

observés dans le SC. Une variation peut toucher tous les transcrits, ou au contraire, seulement le 

principal.    

VPS13B est une protéine de 415 à 4022 acides aminés (Kolehmainen et al., 2003). Des études 

d’hydrophobicité ont révélé la présence potentielle de 10 domaines transmembranaires. De plus, 

l’analyse de la séquence d’acides aminés révèle la présence d’un signal de rétention du réticulum 

endoplasmique en C-terminal. Ces données suggèrent une localisation membranaire. VPS13B 

possède un domaine C-terminal et choreine, très conservé dans la famille VPS13 (Figure 5). Chez les 

plantes, ce domaine interagit avec le facteur de transcription Short-Root, un régulateur de la 

croissance des racines (Koizumi and Gallagher, 2013). Chez l’homme, ce facteur de transcription est 

primordial pour la division cellulaire asymétrique permettant la formation de l’endoderme et du 

cortex. 
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b) Les fonctions de VPS13B 

VPS13B est une protéine ubiquitaire de plus en plus étudiée. En son absence, l’appareil de Golgi 

(AG) est désorganisé, ce qui indique qu’il contribue au maintien de sa structure (Figure 6 A)(Seifert 

et al., 2011).  Cet organite possède une face d’entrée « cis » échangeant avec le RE et une face de 

sortie, « trans », où sortent des vésicules destinées à la sécrétion ou à des organites de la cellule. Il 

a été montré dans des cellules HeLa que VPS13B colocalise avec GM130, une protéine du cis-Golgi 

(Figure 6 A) (Seifert et al., 2011). L’utilisation de protéines VPS13B tronquées a révélé que la 

localisation de VPS13B était due au 315aa situé en C-terminal.  

L’appareil de Golgi est un organite composé d’un empilement de vacuoles permettant le transport 

et la maturation des protéines par des modifications post traductionnelles telles que la glycosylation. 

Une des glycosylations la plus commune est la N-glycosylation qui commence dans le RE et finit dans 

l’AG. Une étude menée par l’équipe GAD montre que l’analyse par spectrométrie de masse sur les 

sérums de patients atteints du SC révèle une diminution du nombre de groupements sialyl et 

galactose présents sur les protéines N-glycosylées (Duplomb et al. 2013). La glycosylation de 

protéines dans différents organes a été étudiée à l’aide de Western Blot. L’étude du poids 

moléculaire de la transferrine, un transporteur de fer, dans le sérum n’a pas montré de différence 

Figure 5 : Schéma des 5 transcrits possibles de VPS13B (Kolehmainen et al. 2003). 
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entre les contrôles et les patients. L’étude de l’α1-antitrypsin, une protéine métabolisée dans le foie, 

ne montre pas non plus de différence (Duplomb et al. 2013). Cependant l’étude des neutrophiles 

montre un défaut de glycosylation des protéines ICAM-1 et LAMP2 (Duplomb et al., 2019). Ces 

résultats suggèrent que le défaut de glycosylation est tissu spécifique.  

Le rôle de VPS13B dans l’appareil de Golgi demeure inconnu mais des immunomarquages réalisés 

sur des cellules HeLa ont montré que VPS13B colocalise avec RAB6 au niveau de l’appareil de Golgi 

(Seifert et al., 2015) et dans des vésicules périphériques. RAB6 est une GTPase, possédant 3 

isoformes (RAB6A, A’ et B), impliquées dans le trafic vésiculaire. Une étude réalisée sur des cellules 

HeLa montre que RAB6 participe au recrutement de VPS13B à l’AG (Figure 6 B) (Seifert et al., 2015). 

 

 

Figure 6 : Localisation cellulaire de VPS13B. A : VPS13B est une protéine du cis-Golgi nécessaire à 

la structure de l’AG. Photographie de microscopie confocale de cellules de HeLa traitées avec un 

SiRNA contrôle (panel haut) ou un SiRNA-VPS13B (panel bas). VPS13B colocalise avec GM130 une 

protéine du cis-Golgi (première ligne). En l’absence de VPS13B l’AG est désorganisé (Deuxième 

ligne). Echelle : 10 µm. Source : (Seifert et al., 2011). B : RAB6 colocalise avec VPS13B et participe 

à son recrutement à l’AG. Photographie de microscopie confocale de cellules de HeLa traitées 

avec un SiRNA contrôle (Première ligne) et RAB6 (Deuxième ligne). Rab6 colocalise avec VPS13B 

au niveau de l’AG (Première ligne) mais une absence de RAB6 entraine une dispersion de VPS13B 

dans le cytoplasme (Deuxième ligne) Echelle : 10 µm. Source : (Seifert et al., 2015). 

. 
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Dernièrement, Koike et Jahn ont réalisé des travaux sur des cellules HeLa révélant que VPS13B 

interagit également avec RAB14, une GTPase de la famille RAB impliquée dans le trafic vésiculaire 

entre l’appareil de Golgi et les endosomes et la membrane plasmique (Koike & Jahn. 2018). Ces 

travaux ont également mis en évidence que VPS13B interagit avec des SNAREs (N-Ethylmaleimide-

sensitive factor attachment receptor), Syntaxine 6 et Syntaxine 13. Syntaxine 6 permet l’adressage 

des vésicules vers le rétro-transport golgien tandis qu’une combinaison Syntaxine 6/Syntaxine 13 

permet l’adressage des vésicules vers la voie de recyclage vers la membrane plasmique. VPS13B est 

spécifiquement recruté dans les vésicules contenant Syntaxine 6 et Syntaxine 13 (Koike & Jahn. 

2018). Une extinction de VPS13B dans ces cellules ou des cellules de patients conduit à un défaut 

de l’adressage des vésicules, et entraine une diminution importante du nombre d'endosomes 

précoces avec la présence de lysosomes anormalement larges (Duplomb et al. 2013). Des Dot blot 

révèlent une interaction entre VPS13B et phosphatidylinositol 3 phosphate (PIP3P) (Koike & Jahn. 

2018). Une précédente étude avait montré que les domaines SHR_BD et ATP1 de Vps13p se liaient 

avec PIP3 (Rzepnikowska et al. 2017), suggérant que PIP3P pourrait interagir avec VPS13B par le 

domaine SHR. 
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Partie II : La fonction visuelle chez l’Homme et la 

relation structure-fonction de l’œil 

Les sens sont les systèmes de perception permettant aux organismes d’appréhender leur 

environnement. Si la question de l’étude des 5 sens se pose depuis la Grèce Antique avec Aristote 

(Cantin, 1951), c’est au XXème siècle que la biologiste allemande Bessa Vugo conduit une série 

d’expérimentations qui l’amènera à définir les sens comme des systèmes de récepteurs capables de 

capter des stimuli et de les transmettre au système nerveux central. Ces sens sont la vue, le toucher, 

l’ouïe, le goût et l’odorat. Si d’autres sens ont été décrits depuis, tels que la proprioception, il n’y a 

pas de consensus sur le nombre exact de sens chez l’humain.  

A- La fonction visuelle chez l’Homme 

L’œil est l’organe de la vision, il permet la visualisation de notre environnement. C’est un processus 

qui se fait en deux étapes : tout d’abord la réception de la lumière à la rétine puis son traitement en 

signal nerveux jusqu’au cerveau. Pendant longtemps, l’œil est resté un exemple de complexité 

difficile à expliquer par la théorie de l’évolution. Dans son livre « L’origine des espèces », Charles 

Darwin admettait lui-même que l’idée d’un œil formé par la sélection naturelle était absurde, avant 

d’avancer un modèle pour l’évolution de l’œil. 

Chez l’Homme, la rapidité du traitement de l’image par les yeux et le cerveau est de 50 millisecondes 

(Potter et al., 2014). Les yeux ont un vaste champ de vision à 180° se décomposant en deux visions : 

centrale et périphérique. La vision centrale permet de percevoir les détails et les couleurs, comme 

pour la lecture, c’est la vision photopique. Elle est également utilisée pour voir des objets dans le 

lointain, pour la reconnaissance et l’analyse de notre environnement (Figure 7). L’Homme est 

capable de s’accommoder en faisant une mise au point sur un objet proche ou lointain. L’œil humain 

peut percevoir des longueurs d’ondes de 380 nm à 780 nm, du violet au rouge. En s’éloignant de la 

zone centrale, la vision est moins détaillée, en noir et blanc, mais permet d’avoir des informations 

sur notre environnement et de percevoir le mouvement : c’est la vision scotopique (Figure 7). Le 

recouvrement binoculaire présent chez l’Homme entraine une réduction de la vision périphérique 

comparé à des espèces prédatées, mais lui permet d’avoir une meilleure appréhension des 

distances, des reliefs et de la profondeur de l’environnement, c’est la vision stéréoscopique (van der 
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Willigen et al., 1998). De récentes études semblent indiquer que cette vision est utilisée dans la 

manipulation d’objets chez le primates (Bardo et al., 2015) et qu’elle est influencée par notre activité 

physique (Rosen et al., 2014). L’œil s’adapte également à l’intensité lumineuse, en entrant dans une 

pièce noire, il peut s’adapter en augmentant la sensibilité de la rétine, et augmenter notre vision 

nocturne en trente minutes (Hecht et al., 1937). A l’inverse, le passage de la pénombre à la lumière 

peut provoquer un éblouissement. 

Pour les interactions sociales, la vision a un rôle déterminant dans la communication humaine non-

verbale. Elle permet de reconnaitre un visage, mais aussi d’analyser les émotions humaines à partir 

des expressions faciales telles que la joie, la tristesse, la culpabilité, le dégout et la peur  (Adolphs, 

1999). La vision permet également l’analyse de la posture permettant d’attribuer des émotions à 

une personne (Coulson, 2004, Isbister and Nass, 2000). De plus, les patients atteints de mutisme ou 

de surdité totale peuvent utiliser la vision pour mettre en place une communication non verbale 

grâce à la langue des signes qui est un mélange de gestuelle, de posture et d’expressions faciales. Si 

les yeux permettent de reconnaitre une posture ou une expression faciale, ils permettent également 

de former une expression avec, par exemple, des yeux écartés, qui sont un signal de terreur ou de 

surprise. De plus, l’apparition de larmes est aussi un signe de douleur et de tristesse ou d’autres 

émotions comme la joie ou la surprise.  

Toutes ces caractéristiques font de la vision un outil important pour l’Homme dans son interaction 

avec l’environnement et avec ses semblables.  



28 

 

 

 

B- L’œil : des composants transparents de l’œil permettant le passage et la 

focalisation de la lumière 

L’œil est situé dans la cavité orbitale, qui est une sphère de 2,5 cm de diamètre contenant 3 milieux 

transparents : le cristallin, le corps vitré et l’humeur aqueuse (Figure 8). Il est vascularisé par l’artère 

centrale de la rétine et innervé par le nerf optique. Autour de l’œil se trouvent plusieurs annexes 

telles que les six muscles oculomoteurs s’insérant sur la sclère et l’arrière de l’orbite dont le rôle est 

de diriger la vue et d’aligner les deux yeux sur un point précis. Sur la face antérieure libre de l’œil, 

les paupières sont des plaques de peau mobiles servant à la protection des yeux contre la lumière 

 

Figure 7 : Représentation du champ visuel humain de 180° décomposé en vision binoculaire au 

centre et vision monoculaire en périphérie. 
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et les projections, mais également à l’hydratation de la cornée. Au-dessus de la paupière, la glande 

lacrymale secrète des larmes permettant la protection de la cornée. Le globe oculaire est une 

membrane pouvant se décomposer en trois tuniques : la sclère, la tunique uvéale et la rétine. 

Communément, l’œil peut être divisé en deux segments, le segment antérieur constitué de la 

cornée, de l’humeur aqueuse, du cristallin et des corps ciliaires, et le segment postérieur 

comprenant la sclère, la choroïde, la rétine et le corps vitré (Fischbarg, 2005) 

 

 

Afin de permettre la transmission de la lumière jusqu’à la rétine, l’œil est composé d’éléments situés 

principalement dans le segment antérieur (Figure 8). Tout d’abord, la lumière va pénétrer dans l’œil 

par la cornée, la première lentille convergente de l’œil comptant pour les 2/3 du dioptre oculaire. 

Le stroma, élément majoritaire de la cornée, est composé d’une matrice extracellulaire de collagène 

et de protéoglycanes secrétés par les kératocytes dont la structure permet une faible interaction 

avec la lumière (Cogan, 1951). Cette structure et l’absence de vascularisation de la cornée 

permettent une transparence maximale pour le passage de la lumière (Benedek, 1971). La cornée 

se poursuit sur sa face postérieure par la sclère, une membrane fibreuse de collagène donnant à 

Figure 8 : Représentation d'une coupe sagittale d'œil humain et du trajet de la lumière. 
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l’œil sa forme et sa couleur blanche et assurant un rôle de protection. Après la cornée, la lumière 

pénètre dans l’humeur aqueuse, un liquide contenu dans la chambre antérieure, l’espace situé 

entre l’iris et la cornée. L’humeur aqueuse permet le passage des nutriments et de l’oxygène des 

minéraux jusqu’à l’iris, à la cornée et au cristallin. Elle est sécrétée par le corps ciliaire et est évacuée 

au niveau de l’angle irido-cornéen par le canal de Schlemm. L’humeur aqueuse participe ainsi à la 

régulation de la pression intraoculaire et, avec le corps vitré, au maintien de la forme de l’œil. 

La lumière traverse ensuite l’iris par son orifice : la pupille. L’iris est un diaphragme circulaire formé 

de fibres pigmentées et dont la couleur et les motifs sont uniques pour chaque individu (Broussard 

et al., 2008 ; Andersen et al., 2016). Le diamètre de la pupille est contrôlé par le réflexe photomoteur 

par le biais de deux muscles : le sphincter et le dilatateur de l’iris. En cas de forte intensité lumineuse, 

la taille de la pupille se réduit, c’est le myosis. Dans le cas d’une faible intensité lumineuse, la pupille 

se dilate, c’est la mydriase. L’iris se prolonge sur sa face postérieure par le corps ciliaire puis la 

choroïde, ces derniers ayant un rôle dans l’homéostasie de l’œil. 

La prochaine étape de la lumière est le cristallin, une lentille biconvexe qui permet la convergence 

des rayons lumineux sur la rétine et ainsi d’avoir une image nette. Il est relié au corps ciliaire par le 

muscle suspenseur du cristallin, n’est pas vascularisé et reçoit oxygène et nutriments par l’humeur 

aqueuse (Shui et al., 2006). Il est responsable, sous l’effet du muscle ciliaire, de l’accommodation 

de la vision près-loin par un changement de sa courbure et donc de son indice réfracteur. La lentille 

est une structure ovoïde composée principalement de cellules anucléées entourées d’une capsule 

(Onodera, 1991) (Figure 9). Sur sa face antérieure, des cellules épithéliales sont responsables du 

transport de solutés et de nutriments avec l’humeur aqueuse et de la sécrétion de la capsule. Le 

développement du cristallin continue toute la vie, les cellules épithéliales situées à la région 

équatoriale vont se différencier et s’allonger sur leur axe apical-basal en fibres secondaires et former 

le cortex autour du noyau. La différenciation en cellules fibreuses induit la perte de toutes les 

organelles (Bassnett and Beebe, 1992) et de nombreuses jonctions entre les cellules fibreuses telles 

que des connexions et des jonctions « gap » (Zampighi et al., 2000), mais aussi la synthèse de 

nombreuses protéines du cytosquelette et des protéines cristallines conférant au cristallin sa 

transparence et son indice réfracteur. Enfin, la lumière traverse le corps vitré pour atteindre la rétine. 

Le corps vitré est un gel transparent situé entre le cristallin et la rétine et remplissant les 4/5eme de 
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la cavité oculaire. Il est secrété par le corps ciliaire mais contrairement à l’humeur aqueuse, il n’est 

pas renouvelé au cours de la vie. Il permet de maintenir la structure des différentes tuniques de 

l’œil entre elles.   

 

C- La rétine : la membrane photosensible de l’œil 

 

La rétine est la membrane permettant la réception des stimuli lumineux grâce à ses propriétés 

photosensibles. Elle tapisse le fond d’œil, en contact avec la choroïde, et se termine à l’avant par 

une partie non photosensible en contact avec le corps ciliaire. Cette jonction est l’ora serrata.  

Sur sa face postérieure, le disque du nerf optique marque le passage du nerf optique et de l’artère 

ophtalmologique qui est une zone non photosensible. Proche du nerf optique et dans l’axe de l’œil, 

la macula, avec en son centre la fovéa, est la zone dont dépend la vision centrale. Le reste de la 

rétine est dédié à la vision périphérique.  

Figure 9 :  Représentation schématique de l’anatomie du cristallin humain.  

Source : Belkacémi et al., 2001 
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La rétine a 4 composantes : les neurones, les cellules gliales, son réseau vasculaire et l’épithélium 

pigmentaire. La rétine neurale est constituée de neurones de la voie optique et est soutenue par les 

cellules gliales ayant un rôle de maintien de l’homéostasie de la rétine. Sur la partie interne de la 

rétine, l’épithélium pigmentaire est la couche la plus externe de la rétine et participe, entre autres, 

au renouvellement des segments externes des photorécepteurs. Anatomiquement, la rétine est 

composée de 10 couches présentées ici sur un axe postéro-antérieur (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : A : Histologie d’une rétine humaine avec coloration hématoxyline éosine. Source : Modifié 

de Salobrar-Garcia et al., 2014. Echelle : 50 µm. B : Schéma des différents neurones de la rétine.  
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-L’épithélium pigmentaire rétinien (RPE) constitué en une monocouche de cellules. 

-La couche des photorécepteurs divisée en segments externes et internes. 

-La couche nucléaire externe composée des corps cellulaires des photorécepteurs. 

-La couche plexiforme externe composée des synapses entre les photorécepteurs et les cellules 

horizontales et bipolaires. 

-La couche nucléaire interne constituée des corps cellulaires des cellules bipolaires, horizontales, 

amacrines et des cellules de Müller. 

-La couche plexiforme interne composée des synapses entre les cellules bipolaires, amacrines et les 

cellules ganglionnaires. 

-La couche des cellules ganglionnaires 

-La couche des fibres nerveuses constituée des astrocytes et des axones des cellules ganglionnaires 

formant le nerf optique. Elle est en contact avec le corps vitré de l’œil.  

La rétine neurale est le lieu de la première étape du traitement des stimuli lumineux. Des neurones 

photorécepteurs captent les photons et modifient leur conformation, créant un signal nerveux qui 

se transmet aux cellules bipolaires puis aux cellules amacrines puis aux cellules ganglionnaires par 

Figure 11 : Schéma de la structure des 

photorécepteurs dans l’œil. Source : 

modifié de Cote, 2006.  
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les synapses. Les axones des cellules ganglionnaires forment le nerf optique qui achemine 

l’information jusqu’au cerveau par la voie optique. 

 

Les photorécepteurs sont des neurones photosensibles, ils sont constitués d’un segment externe, 

en contact avec l’épithélium pigmentaire, d’un segment interne, d’un corps cellulaire et d’un axone 

se terminant par une synapse. Le segment externe est la partie photosensible des photorécepteurs, 

contenant des photopigments, il est en perpétuel renouvellement. Il est relié au segment interne 

par un cil connecteur constitué de microtubules (Breslow and Nachury, 2011) et contient les 

organites nécessaires au fonctionnement du photorécepteur comme les mitochondries, l’appareil 

de Golgi et le réticulum endoplasmique (Figure 11). L’humain possède deux familles de 

photorécepteurs capables de transduire le signal lumineux en signal nerveux : les cônes et les 

bâtonnets respectivement responsables de la vision diurne et nocturne. Les bâtonnets sont 

reconnaissables par leur segment externe, long et de forme cylindrique, constitué d’un empilement 

de 500 à 2000 disques entourés d’une membrane plasmique. Les segments externes des cônes sont 

formés par un repliement de la membrane plasmique, leur donnant une forme plus courte et 

conique (Figure 11). Ces photorécepteurs sont répartis différemment sur la rétine (Figure 12). La 

rétine centrale, la macula, est fortement concentrée en cônes et très peu en bâtonnets. C’est une 

zone de 5,5 mm de diamètre, située sur la face postérieure dans l’axe optique, proche du nerf 

optique. Au centre de la macula, la fovéa est une zone constituée uniquement de cônes qui contient 

elle-même en son centre une dépression appelée la foveola (Hogan, 1971; Shoch, 1972). La 

concentration de cônes dans la fovéola est de 150 000 cônes/mm² et permet une acuité de la vision 

centrale optimale (Trauzettel-Klosinski, 2010). A l’extérieur de la macula, la concentration de cônes 

diminue rapidement. Au contraire, les bâtonnets sont absents de la fovéa mais fortement présents 

autour de la macula, leur concentration diminue progressivement jusqu’à la rétine périphérique 

(Figure 12). 

Les bâtonnets sont responsables de la vision scotopique et de la vision périphérique, ils sont situés 

principalement sur la rétine périphérique et sont 20 fois plus nombreux que les cônes avec 120 

millions de bâtonnets par rétine. Ils sont responsables de la sécrétion de la matrice inter 

photorécepteur (Ishikawa et al., 2015) et la membrane de leurs segments externes est composée à 
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85% d’une protéine transmembranaire, la rhodopsine (Daemen, 1973; Krebs and Kühn, 1977). C’est 

un pigment ayant son pic de sensibilité à 498 nm. Les cônes sont responsables de la perception des 

couleurs et de la vision photopique, ils ont besoin de 100 à 1000 fois plus de photons que les 

bâtonnets pour être activés (Kawamura and Tachibanaki, 2008). Mais, contrairement aux bâtonnets, 

ils s’adaptent facilement à un changement d’intensité lumineuse, indispensable pour observer des 

objets en déplacement.  

 

 

L’humain possède trois type de cônes définis par la longueur d’onde qu’ils peuvent capter: les cônes 

Short (Cônes S), les cônes Medium (Cône M) et les cône Long (Cônes L) (Figure 13)(Masland, 2012). 

Les cônes L, M et S sont présents dans la rétine avec une proportion respective de 32/16/1. Les 

cônes L et M sont présents dans la macula tandis que les cônes S sont situés en périphérie de la 

rétine. Les cônes expriment à la membrane de leurs segments externes des protéines de la famille 

Figure 12 : Schéma de distribution des photorécepteurs dans l’œil.  La fovéa comprend des 

cônes en grande concentration qui diminue rapidement en périphérie. Les  bâtonnets sont 

absents de la fovéa, fortement présents dans sa proximité directe puis leur concentration 

diminue en périphérie de la rétine. Source : Vidal, 2018. 
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des opsines, similaires à la rhodopsine. Chez l’homme, 3 différents types d’opsine s’expriment, 

l’opsine S, M et L ayant un maximun d’absorption respectivement à 420, 530 et 560 nm. Les cônes 

expriment ces trois opsines mais sont définis par l’opsine qu’ils expriment en majorité. Les opsines 

et la rhodospine sont liées à une protéine G couplée à un chromophore, le 11-cis rétinal. C’est au 

niveau de ces pigments que commencent les mécanismes impliqués dans la traduction du signal 

lumineux en message nerveux : la phototransduction. Lorsque la rhodopsine ou les opsines 

absorbent un photon, le 11 cis-rétinal s’isomère et active une protéine G : la transducine. Cette 

activation entraine une suite de réaction conduisant à la création d’un influx nerveux transmis par 

les cellules bipolaires jusqu’aux cellules amacrines, horizontales et ganglionnaires. 

 

 

D- Des éléments permettant l’homéostasie de la rétine 

Autour de la rétine, de nombreux éléments permettent le maintien de l’homéostasie : les cellules 

gliales, le RPE et le système vasculaire. La rétine est vascularisée par l’artère ophtalmique de deux 

manières. La vascularisation directe est organisée en réseau d’artères au niveau de la couche des 

cellules ganglionnaires qui forment des capillaires au niveau des cellules bipolaires. La 

vascularisation indirecte se fait par la choroïde. La choroïde est située entre le RPE et le sclère et 

est fortement pigmentée. A proximité du RPE, la choroïde est composée d’un ensemble de 

Longueur d’onde en nanomètre 
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Figure 13 : Diagrammes des longueurs d’ondes absorbées par les opsines. 

Source : modifié de : de Kort, 2019. 
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capillaires, appelés choriocapillaires, dont le rôle est la vascularisation indirecte de la rétine (Oyster, 

1999). 

Situé entre la membrane de Bruch de la choroïde et des segments externes des photorécepteurs, le 

RPE est un épithélium avasculaire fortement pigmenté par des grains de mélanine qui captent les 

photons, diminuent le stress oxydatif et réduisent la dispersion de la lumière, augmentant l’acuité 

visuelle (Hu et al., 2008). Il joue un rôle primordial dans le cycle visuel en régénérant le 11-cis-retinal. 

Outre son rôle dans l’absorption de la lumière et dans le cycle visuel, le RPE participe à la barrière 

hémato-rétinienne externe permettant un échange rapide en oxygène et en nutriments entre les 

choriocapillaires et les segments externes (Oyster, 1999) mais également l’élimination de déchets 

de la rétine (Ferrara et al., 2016). La présence d’aquaporine 1 sur le RPE permet l’évacuation de 

l’eau de la rétine et la prévention du développement d’œdèmes (Stamer et al., 2003). Le RPE 

participe au renouvellement des segments externes des photorécepteurs. Les segments externes 

sont créés à la jonction avec le segment interne tandis que les disques anciens sont phagocytés par 

le RPE. Les segments externes sont reconnus et se lient au RPE par un mécanisme comprenant des 

phosphoglycérides, des intégrines, tel que αvβ3 et αvβ5, et des récepteurs, tel que CD36. Les 

segments externes sont ensuite entourés et internalisés par le RPE dans un mécanisme encore mal 

connu mais impliquant MertK et le cytosquelette (Kevany et Palczewski, 2012). Une fois internalisés, 

les protéines et les lipides des segments externes vont être dégradés. 

Autour des neurones de la rétine, des cellules gliales, telles que les cellules microgliales, les 

astrocytes et les cellules de Müller (CM), exercent de nombreuses fonctions physiologiques, Les CMs 

représentent 90% des cellules gliales de la rétine et traversent la rétine des cellules ganglionnaires 

aux photorécepteurs. Leur structure facilite la transmission de la lumière jusqu’au segments 

externes des photorécepteurs (Labin and Ribak, 2010). Les CMs participent à l’homéostasie de la 

rétine neurale par le recyclage du glutamate et l’apport de nutriments tel que le lactate ou le 

pyruvate (Sarthy et al., 2005; Tsacopoulos and Magistretti, 1996). Les CMs participent également 

avec les astrocytes et les cellules endothéliales des capillaires à la formation de la barrière hémato-

rétinienne interne (Eichler et al., 2000; Stone et al., 1995). En cas de lésions de la rétine, les CMs 

peuvent phagocyter des débris cellulaires et produire des chemokines pro-inflammatoires 

importantes pour la migration des cellules microgliales (Rutar et al., 2011). Les cellules microgliales 
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sont les cellules immunitaire résidentes de la rétine. Elles sont situées au niveau de la couche 

plexiforme interne et des cellules ganglionnaires. Outre leurs rôles de macrophages et de 

présentation de l’antigène (Hickey and Kimura, 1988; Provis et al., 1996), en cas d’inflammation, les 

cellules microgliales peuvent migrer jusqu’aux photorécepteurs (Zabel et al., 2016) et secréter de 

l’IL1 et du TNF-α (Wang, Yu et al. 2005). De plus, les cellules microgliales jouent un rôle dans la 

cicatrisation des tissus endommagés par la prolifération des CMs (Gallego et al., 2012; Roche et al., 

2018). 
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Partie III : Les pathologies visuelles du Syndrome de 

Cohen. 

 

A- Méthodes d’analyses de l’oeil 

Plusieurs examens sont possibles pour étudier la rétine in vivo. La vision de près chez l’enfant peut 

être testé à l’aide d’un test de Rossano-Weiss, et le test de Monoyer pour la vision de loin. Une 

ophtalmoscopie, un examen consistant à éclairer les milieux internes de l’œil après dilatation de la 

pupille pour observer la surface interne du globe oculaire, révèle la macula, la fovéa, le disque du 

nerf optique et les vaisseaux sanguins rétiniens (Figure 14 A). Cette technique peut être couplée à 

l’injection d’un produit de contraste fluorescent pour étudier plus précisément les vaisseaux 

sanguins rétiniens ou choroïdiens et la perméabilité de la barrière hémato-rétinienne (Figure 14 B). 

Une Tomographie par cohérence optique (OCT) est une technique d’imagerie médicale permettant 

de visualiser les différentes couches de la rétine. Il permet entre autres de quantifier l’épaisseur de 

la couche de photorécepteurs et de confirmer la présence d’œdèmes (Figure 14 C). 

Au-delà de la structure, l’étude électrophysiologique de la rétine peut également être étudiée in 

vivo par une électro-rétinographie (ERG). Cette technique consiste à mesurer la réponse électrique 

des cellules de la rétine qui font suite à une stimulation lumineuse. L’électrorétinogramme se 

compose de plusieurs ondes de polarité différente représentant l’activité des différents types 

cellulaires de la rétine. Un filtre peut être utilisé sur la source de lumière pour une étude sélective 

des différents types de photorécepteurs.  

Ces examens permettent de caractériser les atteintes ophtalmologiques qui peuvent être dues à des 

expositions à l’UV, à une infection, à des maladies génétiques ou à une conséquence d’une chirurgie 

oculaire. Dans cette thèse, nous allons principalement nous concentrer sur les atteintes 

ophtalmologiques ayant une composante génétique tel que les cataractes et les rétinopathies 

pigmentaire.  
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B- Pathologies visuelles 

Selon le rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) sur la vision de 2019, 2.2 milliards de 

personnes dans le monde sont atteintes d’une déficience visuelle ou de cécité. Le niveau de 

déficience visuelle et la cécité sont déterminés par des tests d’acuité visuelle. Hormis une diminution 

de l’acuité visuelle globale, les pathologies visuelles peuvent spécifiquement affecter certaines 

caractéristiques de la vision telles que la vision nocturne, celle des couleurs ou encore la taille du 

champ visuel. Les fonctions affectées et le degré d’affection dépendent essentiellement des 

structures oculaires atteintes (Figure 15). 

Figure 14 : A : Fond d’œil d'un patient sans atteinte de la rétine. B : 

Angiographie d’un patient sain. C : OCT d’un patient sain dans la 

zone de la fovea.  Source : modifié de Retine Gallien et Meunier et 

al., 2012. 
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Figure 15 : A : Représentation des troubles visuels sur la vision. B : Représentation des origines des 

pathologies ophtalmologique.  
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1) Anomalies structurales de l’œil et troubles de la réfraction 

Bien que les erreurs de réfraction représentent la grande majorité des troubles visuels, elles ne 

constituent généralement pas une cause de cécité et les corrections optiques proposées aujourd’hui 

pallient fortement la déficience visuelle engendrée. Toutefois, les défauts de réfraction non corrigés 

constituent encore 21 % des cas de cécité dans le monde. De nombreux troubles dus à un défaut de 

réfraction sont mineurs, tels que l’amétropie, un trouble de la réfraction des rayons lumineux dans 

l’œil. Les principales amétropies sont la myopie (une vision lointaine floue), l’hypermétropie (une 

vision proche floue), l’astigmatisme (déformation des lignes verticales) et la presbytie (diminution 

de la capacité d’accommodation de l’œil) (Figure 10 A). Ces pathologies entrainent une modification 

du comportement, telle qu’une nécessité de se rapprocher ou de plisser les yeux dans le cas de la 

myopie.  

La myopie est le trouble visuel le plus fréquent, avec 1,6 milliard de personnes touchées sur Terre. 

Elle est généralement due à un globe oculaire trop long, ce qui entraine un défaut de mise au point 

des rayons lumineux sur la rétine et une vision floue de loin (Wojciechowski, 2011). Dans le cas 

d’une hypermétropie, l’œil est au contraire trop court et entraine un défaut de focalisation sur les 

objets proches, bien qu’il puisse en partie être compensé par l’accommodation du cristallin. Le 

degré d’hypermétropie ou de myopie peut être exprimé en dioptrie correspondante à la lentille 

nécessaire pour corriger la vision. La presbytie apparait avec l’âge, et peut toucher tout le monde. 

Le cristallin est responsable, sous l’effet du muscle ciliaire, de l’accommodation de la vision près-

loin. Avec le temps, il perd son élasticité, entrainant une difficulté à voir de près : la presbytie. Dans 

certaines pathologies, les lentilles de l’œil sont directement touchées. Un astigmatisme est le plus 

souvent causé par un défaut de courbure de la cornée, et dans quelques rares cas, du cristallin. Cela 

entraine une déformation de la vision menant par exemple à une confusion des symboles. Les 

défauts structuraux de l’œil peuvent être plus globaux avec une anophtalmie et microphtalmie telles 

qu’observées dans des anomalies congénitales isolées ou associées à un syndrome poly malformatif 

(Verma and FitzPatrick, 2007). Ces pathologies sont responsables de 11 % des cécités de l’enfant. 

Les patients atteints du SC développent une myopie forte avant l’âge de 5 ans. Les patients 

développent une myopie réfractive et progressive avant l’âge de 5 ans nécessitant des verres 

correcteurs (Summanen et al., 2002). 
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2) Perte de transparence de l’œil 

Une autre cause de déficience visuelle, qui progresse parfois jusqu’à une cécité complète, est la 

perte de transparence au niveau du segment antérieur de l’œil. L’examen de la transparence de 

l’œil peut se faire simplement et rapidement grâce à une lampe à fente. Deux structures peuvent 

être touchées : la cornée et le cristallin. Les opacifications de la cornée sont des évènements rares 

qui sont soit causés par des accidents, notamment dus à la projection de produits caustiques, soit 

par des infections ou encore des pathologies héréditaires. Dans des pathologies plus lourdes, la 

cornée est totalement déformée (Khaled et al., 2017) (Figure 16 A). Concernant le SC, seulement 3 

patientes sont touchées par un kératocône, dont deux sœurs (Khan et al., 2006). La présence de ces 

kératocônes et d’une myopie due à un fort pouvoir réfractif de la lentille et de la cornée semble 

indiquer un défaut de développement du segment antérieur de l’œil. 

Cependant, c’est l’opacification du cristallin que l’on nomme cataracte, qui constitue la première 

cause de perte de transparence de l’œil (Figure 16 B). C’est aussi la première cause de cécité dans 

le monde avec 18 millions de personnes touchées. Si l’opacification du cristallin peut être due au 

tabagisme, à une blessure ou à l’exposition aux ultraviolets, la principale cause de cataracte est le 

vieillissement (Brian and Taylor, 2001). Des formes héréditaires de cataractes, principalement 

suivant un mode de transmission autosomique dominant, ont aussi été mises en évidence et une 

quarantaine de gènes y ont déjà été associés. L’opacification du cristallin entraine l’apparition d’un 

voile blanc et trouble au niveau de la vision et peut causer une cécité dans les cas les plus extrêmes 

(Ecroyd and Carver, 2009). La cataracte reste un problème de santé majeur malgré le fait qu’un 

traitement chirurgical est possible grâce au remplacement du cristallin par une prothèse, la 

pseudophaque (Pascolini and Mariotti, 2012). Cette opération n’est pas accessible à l’ensemble des 

populations et 35% des cas de cécité sont dus à des cataractes non opérées. De plus, l’opération 

elle-même peut être sujette à des complications d’origine inflammatoire au niveau de la rétine. 

L’incidence de la cataracte congénitale varie selon les pays et leurs niveaux de vie, mais on estime 

qu’environ 18 enfants sur 100 000 naissances sont atteints d’une cataracte héréditaire (Shiels and 

Hejtmancik, 2013). De nos jours, 45 loci génétiques répartis dans 38 gènes sont connus pour induire 

des cataractes, et de nouveaux gènes sont constamment identifiés. Ces gènes peuvent être divisés 

en 4 catégories : les gènes codants pour des protéines de la familles des cristallines, des protéines 

membranaires, des protéines du cytosquelette ou encodant pour des protéines de liaison à 
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l’ADN/ARN (Shiels and Hejtmancik, 2015). La cataracte héréditaire apparait généralement à la 

naissance ou dans la petite enfance. Certaines cataractes peuvent être associées à des 

microphtalmie (CRYBA4), des micro-cornées (CRYBB2), des atteintes de l’iris (VSX2) ou des myopies 

(CRYGD) (Shiels and Hejtmancik, 2013). La cataracte dans le SC sera présentée dans la partie 

« Résultats ». 

3) Les rétinopathies, un groupe hétérogène de pathologies visuelles souvent héréditaires 

Dans certaines pathologies, le rayon lumineux atteint le fond de l’œil mais il y a un défaut du 

traitement de cette information par la rétine. La RP est un terme regroupant les dystrophies 

rétiniennes comprenant une dégénérescence progressive des photorécepteurs conduisant à une 

perte de la vision périphérique, voire de la vue (Natarajan, 2011). C’est la rétinopathie dégénérative 

la plus commune, touchant une personne sur 3000-9000 (Na et al., 2017; Parmeggiani et al., 2011). 

Les caractéristiques cliniques d’une RP sont très hétérogènes car de nombreux gènes peuvent être 

impliqués dans leur pathogénicité, chacun d’eux pouvant être dû à plusieurs allèles. Cela implique 

également une grande variation du moment de l’apparition de la RP, certaines se déclenchant à la 

petite enfance et d’autres restant asymptomatiques jusqu’à l’âge adulte. Classiquement, 

l’héméralopie, est un des premiers symptômes des RPs avec une difficulté à s’adapter à la vision 

Figure 16 : A : Photographie de la cornée d’un patient atteint du SC avec un 

kératocône. Source : Khan et al., 2007. B : Photographie d’un patient atteint 

de cataracte. Source : Mackay et al., 2014 
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nocturne (Figure 10 A). Classiquement, les RPs concernent les rétinopathies de type bâtonnet-cône, 

avec une dégénérescence primaire des bâtonnets réduisant la vision périphérique, puis une 

dégénérescence secondaire des cônes, affectant la vision centrale (Figure 10). Il existe également 

des rétinopathies affectant les cônes en premier et entrainant une perte de la vision centrale (Figure 

10 A). L’examen du fond d’œil révèle classiquement une pigmentation souvent périphérique, une 

atténuation vasculaire, et une pâleur du nerf optique (Figure 17 A). L’utilisation d’un 

électrorétinogramme permet de préciser le niveau de l’atteinte rétinienne : cônes, bâtonnets, 

cellules bipolaires, cellules ganglionnaires. Un OCT est utile pour affiner le diagnostic en détectant 

une réduction de la couche des photorécepteurs (Figure 17 B). Chez plus de 50 % des patients, la RP 

est associée à une cataracte (Pruett, 1983). Dans des cas plus rares, la RP peut être associée à un 

kératocône (Basu and Vazirani, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les RP ont une grande hétérogénéité phénotypique et génotypique. Des allèles dans plus de 80 

gènes ont été identifiés et de nouveaux gènes sont découverts tous les ans. Ils peuvent être transmis 

sur un mode autosomal récessif, de manière autosomique dominante et par transmission liée à l’X 

(Forrester et al.). Certaines RP n’ont pas de schéma de transmission identifié (Forrester et al.). Très 

rarement, des transmissions digéniques ont été documentées (Kajiwara et al., 1994) et quelques 

rares cas de transmission maternelle par la mitochondrie ont également pu être observés (Lemoine 

et al., 2018). Chacun des gènes responsables d’une RP aura ses propres caractéristiques. Les allèles 

Figure 17 : A : Ophtalmoscopie classique d'un patient atteint de RP. B : OCT d’un patient atteint 

de RP présentant une diminution des segments externes des photorécepteurs périphériques 

(Triangle). Source: modifié de Desai and Yasin Alibhai, 2017. 
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peuvent affecter différents composants de la rétine tels que les photorécepteurs (CRB1, NR2E3, 

TULP1), le RPE (MERTK), la mitochondrie (MT-ATP6) (Berger et al., 2010; Lemoine et al., 2018; 

Verbakel et al., 2018). Certains allèles de gènes sont connus pour déclencher d’autres symptômes 

rétiniens en plus d’une RP (Verbakel et al., 2018). Une RP peut être associée à une Cécité 

Stationnaire nocturne congénitale (CSNC). Une mutation du gène codant pour la protéine 

Rhodopsine amène à une RP associée à une CSNC (RHO)(Athanasiou et al., 2018), à une cataracte 

(PEX7) (Nanetti et al., 2015), à une augmentation des cônes-S (NR2E3)(Khan et al., 2009) ou à des 

dystrophies maculaires (BEST1)(Dalvin et al., 2016). De plus, de manière similaire au SC, des RPs sont 

associées à un syndrome poly-malformatif, comme le syndrome de Usher ou le syndrome de Bardet-

Biedl. 

Le syndrome d’Usher (nos 276900-2, 276905 et 605472)  est la forme la plus commune de surdité 

associée à une cécité avec une prévalence de 1/20 000 (Kremer et al., 2006). Il est également associé 

à une déficience intellectuelle, une ataxie, une réduction de la mobilité des spermatozoïdes. Le 

syndrome d’Usher peut être divisé en trois types, USH1 à USH3, de la forme la plus sévère à la plus 

bénigne. Cinq gènes ont été identifiés comme causant USH1 (MYO7A, USH1C, CDH23, PCDH15, 

USH1G). Ces gènes codent pour des protéines impliquées dans le fonctionnement des cellules de 

l’oreille interne et de la rétine (Kremer et al., 2006). Le syndrome d’Usher est une ciliopathie 

affectant l’intégrité des photorécepteurs de la rétine ou leur phagocytose par le RPE.  

Le syndrome de Bardet-Biedl associe une obésité, une RP, une atteinte rénale, un hypogénitalisme, 

des troubles de l’apprentissage et une polydactylie post-axiale (Rooryck and Lacombe, 2008). Ce 

syndrome est également une ciliopathie et est dû à des variations des gènes BBS1 à BBS12 impliqués 

dans le transport de protéines intra-ciliaires. Un défaut de ce transport dans les cils connecteurs des 

photorécepteurs entraine l’apoptose des photorécepteurs et une RP (Mockel et al., 2012). Si les 

défauts ophtalmologiques ont tendance à augmenter avec l’âge, certaines pathologies se 

démarquent par leurs prévalences chez les enfants. C’est le cas du Syndrome de Cohen (SC), une 

maladie génétique rare entrainant une RP précoce qui va être détaillée dans le chapitre suivant.  

Chez les patients atteints du SC, une héméralopie et une réduction de la vision périphérique 

apparaissent aux alentours de 5 ans. Plusieurs études montrent une diminution des ERG et une 

dégradation de la vue chez des patients à partir de 4 ans (Chandler et al., 2002; Kivitie-Kallio et al., 
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2000; Nasser et al., 2020). La principale caractéristique ophtalmologique est une RP précoce qui 

peut être périphérique et maculaire avec l’apparition d’ œdèmes cystoïdes maculaires (Nasser et al., 

2020). 

4) L’utilisation du modèle animal dans l’étude des pathologies syndromiques 

L’utilisation d’un modèle animal, en plus de modèles cellulaires, peut être employée pour l’étude 

des mécanismes moléculaires des maladies syndromiques. Dans le cadre du SC, le séquençage d’une 

race de chien, le Borde Collies, révèle la présence chez certains individus d’une variation de Vps13b 

conduisant à une protéine incomplète (Shearman and Wilton, 2011). Le phénotype est une 

neutropénie entrainant des infections chroniques, une dysmorphie faciale, une petite taille. Aucun 

mécanisme moléculaire n’a été étudié sur ce modèle.  

Cependant, la souris est plus largement utilisée dans le monde de la recherche en raison sa petite 

taille qui rend son élevage et sa manipulation aisés tout en réduisant les coûts. Malgré l’absence de 

macula et de cône-L, de nombreux modèles murins existent pour l’étude des rétinopathies 

progressives chez la souris telles que le modèle  Nrltm1Asw (Mears et al., 2001). De plus, l’étude des 

RP chez la souris est facilitée par les examens possibles chez cet animal pouvant être réalisés en 

routine, tel que l’ophtalmoscopie, l’angiographie, l’OCT, l’ERG. L’utilisation de souris permet 

également après euthanasie de faire des coupes sur lame par OCT ou paraffine qui permettent de 

réaliser des colorations ou des immunomarquages permettant d’étudier précisément la structure 

des composantes de l’œil. L’extraction des protéines ou des ARNm de l’œil permet également de 

pratiquer des Western Blot et des qPCR.  

Dans le cadre de notre étude sur le SC, notre équipe possède un modèle murin créé en 2015 à 

l’Institut de la Souris à Strasbourg par l’excision du 3ème exon de Vps13b, provoquant l’apparition 

d’un codon stop prématuré sur une souche mixte C57Bl/6N et J (Da Costa et al., 2020). C’est ce 

modèle qui est utilisé pour cette thèse, un autre modèle murin a été généré en 2018 par une 

délétion du deuxième exon Vps13b. Ce modèle montre des défauts dans l’apprentissage spatial et 

un déficit moteur (Kim et al. 2019). 

La caractérisation de ce modèle murin par l’équipe du GAD s’est faite sur plusieurs axes. Tout 

d’abord, nous avons rencontré des difficultés dans la reproduction des souris ce qui a conduit à 
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étudier leur fertilité. Cette étude a révélé que les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 mâles ont une infertilité due 

à un défaut de transport vésiculaire (Da Costa et al., 2020). Cette étude a conduit à la publication 

d’un papier dans cellular and molecular life sciences présenté en résultat n°4 (Da Costa et al., 2020). 

Des troubles métaboliques ont été mis en avant par l’équipe du GAD sur des cellules de patients 

déficientes en VPS13B avec adipogenèse accrue. De plus, certains patients ont une intolérance au 

glucose et d’autres un taux de cholestérol élevé. Des études préliminaires réalisées sur notre modèle 

murin montrent une intolérance au glucose. Cependant, les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3possèdent 

significativement moins de tissus adipeux que les souris Vps13b+/+. Des études sont en cours pour 

savoir si notre modèle est utilisable pour l’étude des troubles métaboliques du SC.  

De plus, les troubles neurologiques et ophtalmologiques étant très importants chez les patients, une 

thèse est en cours sur la caractérisation neuro-anatomique de ce modèle.  

Un article a montré qu’une variation de VPS13B été associée à de l’ostéoporose (Deng et al., 2010). 

Des analyses provenant de notre cohorte dijonnaise montrent que 7 patients sur 9 développent une 

ostéopénie avant 40 ans. L’étude de notre modèle a révélé une densité osseuse altérée. Une thèse 

est en cours sur la biologie osseuse de notre modèle. 
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II Projet de thèse   
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Dijon est une référence dans le diagnostic des patients atteints du SC grâce à son expertise clinique 

et depuis 2007, Dijon est le seul centre de diagnostic moléculaire de SC en Europe. Depuis sa 

création, le SC est un axe d’étude de l’équipe GAD qui a formé une cohorte de 15 patients. En 2010, 

l’équipe a commencé la recherche fondamentale sur le SC, d’abord sur des modèles cellulaires ou 

des échantillons provenant de patients. Ces études ont permis de mieux comprendre le rôle de 

VPS13B dans le trafic vésiculaire et la glycosylation. Pour mieux comprendre ce rôle dans un 

organisme entier, le modèle murin a été créé en 2015. 

Dans ce projet global de caractérisation du modèle murin, mon doctorat était orienté sur la 

caractérisation ophtalmologique du modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 dans le but d’étudier les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de la rétinopathie du SC. En effet, les 

patients atteints du SC ont plusieurs atteintes ophtalmiques dont la principale est la RP. Il s’agit 

d’ailleurs d’un critère clinique important au moment du diagnostic de la maladie. Pour l’instant, il 

n’y a pas de traitement permettant de prévenir ou de ralentir la perte de vision chez les patients. Le 

but à long terme est de découvrir de nouvelles de cibles thérapeutiques pour guérir ou ralentir la 

dégénérescence de la rétine, et améliorer la qualité de vie des patients. Cependant, les objectifs de 

cette thèse ont été redéfinis par l’apparition d’une cataracte et par la découverte inattendue d’une 

mutation Rd8. 

La première partie de mes résultats présente l’étude des caractéristiques ophtalmologiques de 

notre modèle murin et particulièrement de la mise en évidence d’une cataracte presque 

systématique chez les animaux. Cette étude a révélé des atteintes ophtalmologiques avec 

l’apparition de la cataracte et d’une atteinte rétinienne. Ces résultats font l’objet d’un papier qui a 

été accepté dans le journal Investigative Ophthalmology & Visual Science et dans lequel je suis 

premier auteur. En parallèle, nous avons également étudié les caractéristiques ophtalmologiques 

de 10 patients, principalement à l’aide d’OCT. Cette étude révèle que les œdèmes maculaires sont 

fréquents et fera l’objet d’une prochaine publication (Résultat 3). 

La deuxième partie développe des travaux qui sont toujours en cours. Il s’agit de l’étude de l’impact 

de la mutation Crb1rd8 sur le phénotype oculaire du modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Nous avons 
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également essayé d’augmenter l’apparition de cette rétinopathie avec des facteurs 

environnementaux, et en particulier la lumière. Les mécanismes moléculaires pouvant conduire à 

l’apparition de cette rétinopathie ont été étudiés, tels que des mécanismes d’oxydation, lipidique, 

d’apoptose. 

Au sein de l’équipe GAD, l’étude de notre modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3a révélé une infertilité des 

mâles due à un défaut de transport conduisant à un défaut de formation de l’acrosome. Ces 

résultats sont développés dans les résultats 4 de cette thèse. 
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III Résultats   
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Etude no1 : La cataracte du Syndrome de Cohen n’est pas une complication de la 

rétinopathie et dépend de facteur additionnel provenant du fond génétique 

Avant mon arrivée au laboratoire, aucune étude n’avait été faite sur le phénotype ophtalmologique 

du modèle murin. Lors de ma première année de thèse, nous avons pu observer un phénotype 

ophtalmologique très large avec la présence de cataractes et de déformations de la rétine, 

caractérisées par des plis rétiniens et des œdèmes. Les souris ont également été analysées à l’aide 

d’examens in vivo comme des OCT réalisées à l’institut de la Vision de Paris. Cependant les résultats 

ont montré que des souris provenant de la même portée étaient atteintes d’une rétinopathie 

indépendamment de leur génotype Vps13b (Figure 18). Des discussions avec le Dr. Emeline Nandrot 

nous ont poussés à envisager la présence d’une mutation Crb1rd8 dans notre lignée. Crb1 est une 

protéine transmembranaire essentielle pour l’intégrité de la membrane limitante externe de la 

rétine. La variation rd8 induit l’apparition précoce d’un codon stop et une protéine Crb1 tronquée 

(Chang et al., 2002; Mehalow et al., 2003). En histologie, l’impact de la mutation rd8 se caractérise 

par une désorganisation de la rétine, avec apparition de plis et de rosettes rétiniennes, et une 

diminution de la taille des segments externes. Le génotypage Crb1 a en effet permis de mettre en 

évidence la présence de la variation rd8. Cette variation est présente de façon naturelle dans la 

souche murine C57Bl/6N utilisée pour la création de notre modèle. Ces souris ont ensuite été 

croisées avec des souris C57Bl/6J. Cela a pour conséquence que notre modèle possède un fond 

mixte C57Bl/6N et J avec la présence aléatoire de la variation rd8. Le génotypage Crb1 de notre 

modèle nous a permis de former des cohortes de tous les génotypes possibles de Vps13b et Crb1. 

Tous les résultats présentés dans l’étude qui suit ont donc été obtenus avec des souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3Crb1+/+ et leur appellation sera donc uniquement Vps13b∆Ex3/∆Ex3. 
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Notre étude a permis de montrer que les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 développent une cataracte bilatérale 

généralement entre 2 à 3 mois qui évolue progressivement en cataracte hypermature avec une 

dissociation de la partie nucléaire et cortical du cristallin. D’un point de vue histologique, des 

immunomarquages ciblant F-actine montrent que le cristallin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 présente une 

désorganisation des cellules fibreuses avec l’apparition de vacuoles. Un marquage avec un anticorps 

anti-SMA, marqueur des cellules mésenchymateuses, montre une dédifférenciation des cellules 

épithéliales de la lentille en cellules mésenchymateuses. Au stade le plus avancé, la membrane du 

cristallin se rompt sur sa face postérieure et le noyau du cristallin est libéré dans l’humeur vitrée. 

L’étude de la rétine n’a pas révélé d’anomalie avant l’apparition de la cataracte. Au stade de la 

cataracte hypermature, des coupes d’œil (5µm) colorées à HE ont révélé que la rétine des souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 présente des amincissements, des déformations et des œdèmes. Les coupes de 

rétines ont été marquées avec un anticorps anti-Iba1, marquant la microglie, et anti-GFAP, 

marquant les cellules gliales. Ces immunomarquages ont montré des astroglioses au niveau des 

œdèmes ainsi qu’une inflammation caractérisée par forte prolifération des microglies dans la rétine, 

principalement au niveau des déformations et de l’humeur vitrée.  

Figure 18 : OCT du modèle murin. Photographie de l’OCT de souris d’une même portée classée 

selon leur génotype Vps13b. Les souris présentent une désorganisation rétinienne typique de la 

mutation rd8 (Flèche). CG : Cellule ganglionnaire ; PR : Photorécepteur.  
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La prolifération et l’inflammation ont été confirmées par Western Blot qui a montré une 

augmentation de l’expression d’Iba1, GFAP, P-Erk et P-Stat3 sur des rétines Vps13b∆Ex3/∆Ex3 après 

l’apparition de la cataracte. 

Ce résultat chez la souris nous a amenés à reconsidérer la présence de cataracte dans le SC à partir 

d’une revue exhaustive de la littérature. Ainsi, nous avons pu montrer que la cataracte est un 

symptôme très fréquent chez les patients, bien qu’il ne soit pas identifié comme symptôme 

caractéristique : 85% des patients développent une cataracte à l’âge de 40 ans. De plus, 80% 

développent une cataracte nucléaire, au contraire des patients atteints de rétinopathie non-Cohen 

qui développent des cataractes sous capsulaires postérieures. Ces observations semblent indiquer 

que la survenue de la cataracte du SC chez l’homme est indépendante de la RP et qu’elle est 

indépendante de la variation génétique de VPS13B. 

De plus, l’analyse des études cliniques des patients ne montre pas de corrélation entre la position 

de la mutation de VPS13B et la survenue de la cataracte. De plus, nous avons réussi à mettre en 

place une lignée de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 avec un développement tardif de la cataracte. Ces résultats 

montrent que la date d’apparition de la cataracte est due au fond génétique.  

Ces travaux sont présentés ci-après dans l’article «Cohen Syndrome-associated cataract is not a 

complication of retinal dystrophy and depends on additional factors from the genetic background» 

qui est accepté dans le journal Investigative Ophthalmology & Visual Science et dans lequel je suis 

premier auteur.  
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IOVS Supplementary Table 1 - Lhussiez et al. 2020 
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Etude no2 : Caractérisation ophtalmologique du modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

Nous avons montré qu’une protéine Vps13b tronquée chez le modèle murin entrainait une 

cataracte hypermature. Cependant, la rétine ne présente pas de défaut significatif avant l’apparition 

de la cataracte et il n’est pas possible d’étudier la rétine après la survenue de la cataracte due au 

phénomène inflammatoire. L’utilisation de ce modèle pour l’étude d’une rétinopathie induite 

directement par l’absence de Vps13b après l’apparition de la cataracte n’est donc pas possible. Nous 

avons donc continué l’étude de la rétine de notre modèle avant l’apparition de la cataracte. 

Tout d’abord, la découverte inattendue de la mutation rd8 nous a poussés à étudier l’association 

entre Vps13b et Crb1. Pour cela, les différents génotypes de Vps13b et Crb1 ont été étudiés à l’aide 

d’OCT et certains ont pu être étudiés à l’aide d’immunomarquages. 

Ensuite, la rétine des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 avant l’apparition de la cataracte a pu être étudiée sur 

des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+. Les mécanismes moléculaires conduisant à une rétinopathie en 

l’absence de cataracte chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+ ont pu être étudiés. Une absence de 

VPS13B entraine des défauts de glycosylation, l’étude de la glycosylation des protéines de la rétine 

a donc été réalisée. 

Le phénotype oculaire étant fortement diminué chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+, l’impact des 

facteurs environnementaux, et en particulier la lumière, a également été étudié. Nous avons 

également pu étudier des mécanismes inflammatoires tels que la sensibilité à IL6 dans la rétine de 

notre modèle. Enfin, pour compléter la caractérisation ophtalmologique de notre modèle, nous 

avons réalisé une étude de la perméabilité de la cornée.  
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Matériel et méthode 

Expérimentation animale 

Toutes les expérimentations réalisées sur les souris ont été acceptées par le ministère de la 

recherche et suivent les consignes du comité d’éthique n°105 pour l’expérimentation animale de 

l’Université de Bourgogne et de l’association pour la recherche en vision et ophtalmologie 

(http://www.arvo.org/About_ARVO/Policies/Statement_for_the_Use_of_Animals_in_Ophthalmic

_and_Visual_Research/). Les souris proviennent d’un fond mixte C57BL/6J et N hétérozygotes pour 

la délétion de l’exon 3 de VPS13. 

Histologie 

Les yeux ont été immergés dans une solution de fixation contenant 4 % de PFA, pendant 48h à 

température ambiante et inclus dans de la paraffine. Les yeux ont ensuite été découpés pour obtenir 

des coupes transversales de 5 μm sur lame paraffine. Les lames ont ensuite été déparaffinées par 

des bains successifs d’alcool et colorées par une solution d’hematoxylin éosine (Leica). L’observation 

des lames a été faite sur un microscope Axioscope (Carl Zeiss, Marly-le-Roi, France). 

Immunomarquage 

Les lames ont été immergées dans une solution Tris (pH 8,8) à 0,1M à 80°C. Les lames sont ensuite 

immergées dans une solution de PBS contenant 10 % de sérum de veau fœtal, 0,3 % de Triton X-100 

et 7,5 mg/ml de Glycine. Puis l’anticorps primaire (Figure 19) à la concentration adéquate dans une 

solution bloquante (PBS contenant 10 % de FCS, 0,3 % de Triton X-100) est déposée sur les coupes 

pendant une nuit à 4 °C. Après un lavage au PBS, la coupe est incubée à température ambiante 

pendant 2 h avec l'anticorps secondaire approprié, couplé à un fluorochrome (Alexa-568 ou Alexa-

488) dans la même solution bloquante. Les lames ont ensuite été rincées dans une eau sans ARNase. 

Une goutte de solution de montage contenant du DAPI (ProLong® Diamond Antifade Mountant with 

DAPI) (Thermo fisher) a été déposée sur les coupes. Les coupes sont observées sous un microscope 

à épi-fluorescence Axioscope (Carl Zeiss, Marly-le-Roi, France).  
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TUNEL 

Une solution tampon contenant 10 % de mix de l’enzyme TUNEL (LifeScience), capable de marquer 

les fragments d’ADN avec un dNTPs fluorescent, a été déposée sur les coupes transversales d’œil 

des lames d'OCT et de paraffine pendant 1 h à 37 °C. Après un lavage au PBS, les lames sont lavées 

à l'eau sans nucléase et du ProLong® Diamond Antifade Mountant with DAPI (Thermo fisher) est 

déposé sur les coupes avant observation au microscope Axioscope (Carl Zeiss, Marly-le-Roi, France). 

Microscopie électronique 

Les yeux ont été fixés pendant 48 h à 4 ° C dans 4% de paraformaldéhyde et 2,5% de glutaraldéhyde 

(EMS) dans du tampon phosphate Sorensen (0,1 M, pH 7,3). Après fixation, les échantillons ont été 

Référence Companie Cible Provenance Concentration 

MAB5356 Millipore Rhodopsine Souris 1:100 

G3893 Sigma GFAP Souris 1:500 

Ab178846 Abcam Iba1 Lapin 1:2000 

CB38A Swant CALB1 Lapin 1:1000 

MAB302 Millipore GLUL Souris 1:500 

P4334 Sigma PKCalpha Lapin 1:1000 

L7381 Sigma PNA Lectine 1:200 

14363 Santa-Cruz OPN1SW Chèvre 1:500 

D3A7 Cell signaling Phospho-Stat3 Lapin 1:200 

9101S Cell signaling ERK1/2 Lapin 1:200 

ZC1130 Vector VVA Lectine 1:500 

ZC1203 Vector Jacaline Lectine 1:500 

Figure 19 : Liste des anticorps et des lectines utilisés pour les immunomarquages et les Western 

Blots. 
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lavés dans du tampon phosphate Sorensen. Le traitement post-fixation a été effectué par incubation 

dans du tétroxyde d'osmium à 1% (EMS) à température ambiante pendant 1 h. La déshydratation 

et l'imprégnation de résine des échantillons ont été effectuées avec un processeur de tissu micro-

ondes automatique Leica EM AMW. La déshydratation a été effectuée par incubation consécutive 

dans des bains d'éthanol de concentration croissante suivie d'une incubation dans un bain d'acétone. 

L'infiltration a été effectuée à travers trois incubations consécutives dans l'acétone avec un 

mélanges de résine Embed-812 et une incubation finale dans la résine Embed-812. La 

polymérisation de l'échantillon a été réalisée en utilisant 3 % de BDMA à 60 °C pendant 48 h. Les 

blocs ont été découpés sur un ultramicrotome Reichert Ultracut E et des coupes de 60 nm 

d'épaisseur ont été déposées sur des grilles de cuivre / palladium. Après séchage, les coupes ont été 

mises en contraste avec de l'acétate d'uranyle et du citrate de plomb. Les observations ont été 

effectuées sur un microscope électronique à transmission HITACHI H-7500 fonctionnant à 80 kV. 

Stimulation de rétine avec de l’IL6 

Des rétines de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 et Vps13b+/+ ont été broyées dans du milieu Neurobasal-A puis 

une moitié a été stimulée à 50 ng/ml d’IL6 pendant 15 min à 37 °C, la deuxième moitié a été gardée 

comme contrôle. Les protéines ont ensuite été extraites pour un Western Blot afin de quantifier la 

phosphorylation de STAT3 induite par l’IL6.  
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Résultats 

Caractérisation de l’association entre Vps13b et Crb1. 

Des OCT réalisées à l’institut de la Vision de Paris ont permis d’étudier in vivo les rétines des souris. 

Cependant, des anomalies dans la rétine de souris Vps13b+/+nous ont poussés à envisager la 

présence d’une mutation Crb1rd8 dans notre lignée. Le génotypage de Crb1 a révélé la présence 

d’une mutation rd8 dans notre modèle et a permis l’étude de l’association entre le génotype de 

Vps13b-Crb1 et les conséquences sur le phénotype ophtalmologique. Cependant, le génotypage 

rétrospectif de Crb1 n’as pas permis de faire des cohortes avec un nombre égal d’individus et 

certains groupes ne contiennent qu’une ou deux souris. Ces résultats sont donc à interpréter avec 

précaution.  

Tout d’abord, nous avons pu confirmer que l’apparition de la cataracte est uniquement dépendante 

de Vps13b∆Ex3/∆Ex3 (Figure 20 I). Cependant, elle rend impossible l’utilisation de l’OCT.  

-Une seule souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3Crb1+/+ de 5 mois qui n’est pas atteinte par une cataracte montre 

une réduction de la couche de noyaux des photorécepteurs (Figure 20 B Rectangle).  

-La seule souris Vps13b+/+Crb1rd8/+ ne développe pas de phénotype ophtalmologique même si 

certaines variations hétérozygotes de Crb1 peuvent induire une rétinopathie (Yzer et al., 2006) 

(Figure 20 C).  

-Des souris Vps13b∆Ex3/+ Crb1rd8/+ développent une rétinopathie similaire à celle des souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+ avec une diminution de la couche de noyaux des photorécepteurs (Figure 24 

D Rectangle), indiquant un digénisme entre Vps13b et Crb1.  

-En cas de génotype Vps13b∆Ex3/∆Ex3Crb1rd8/+, les souris développent une rétinopathie similaire à 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+, mais plus précoce, avec une disparition de la couche des photorécepteurs 

dès le deuxième mois et avant l’apparition de la cataracte (Figure 20 E).  

-La seule souris Vps13b+/+Crb1rd8/rd8 présente une désorganisation rétinienne typique de la mutation 

rd8 (Figure 20 F).  
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-En cas de génotype Vps13b∆Ex3/+Crb1rd8/rd8 ou Vps13b∆Ex3/∆Ex3Crb1rd8/rd8, les souris développent une 

rétinopathie similaire, mais plus précoce, apparaissant dès le deuxième mois (Figure 20 G, H). 

Ces différentes associations phénotypes-génotypes sont compilées dans le tableau (Figure 20 I) 
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Figure 20 : Phénotype ophtalmologique général du modèle murin. Photographie de l’OCT 

de souris classées selon leur génotype Vps13b Crb1. Certaines souris présentent un 

amincissement ou une disparition (Rectangle) de la couche des noyaux des 

photorécepteurs. Des souris présentent une désorganisation rétinienne typique de la 

mutation rd8 (Flèche). N = nombre de souris possédant le génotype. I : Tableau 

comparatif des phénotypes ophtalmologiques en fonction du génotype Vps13b Crb1. 

CG : Cellule ganglionnaire ; PR : Photorécepteur.  
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La caractérisation du phénotype ophtalmologique de ces souris devait continuer avec des analyses 

histologiques, cependant des problèmes techniques lors des ophtalmoscopies pratiquées à Paris ont 

conduit les souris à être exposées à une lumière trop forte qui a sévèrement endommagé leurs 

rétines et empêché leur analyse histologique. Cependant le génotypage rétrospectif de la mutation 

Crb1rd8 sur notre animalerie nous a permis de réunir une cohorte de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+   

et de souris Vps13b+/+ Crb1rd8/+ agées de 2 mois avant l’apparition de cataracte (Figure 21). Ces 

résultats permettent d’observer l’apparition d’une rétinopathie caractérisée par des œdèmes et des 

plis affectant toutes les couches rétiniennes. Des coupes de rétines marquées avec un anticorps 

anti-Iba1 montrent une forte prolifération des microglies et leur infiltration dans la couche nucléaire 

externe et dans l’espace sous rétinien (Figure 21 A). Cette prolifération a été vérifiée par un 

marquage de phospho-Erk, marqueur de la prolifération cellulaire (Figure 25 B). D’autres marquages 

pratiqués sur des rétines Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+ à l’aide d’un marquage TUNEL révèlent de 

nombreux photorécepteurs en mort cellulaire (Figure 21 C). Ces analyses histologiques confirment 

que les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+ développent une dystrophie rétinienne précoce caractérisée 

par une inflammation et une prolifération cellulaire.  

Ces résultats ne sont encore que préliminaires, mais il semblerait qu’il y ait une interaction entre 

Vps13b et Crb1. Pour confirmer ces résultats, des cohortes plus grandes avec au moins 6 souris par 

cohorte devraient être faites et examinées in vivo par OCT, puis les yeux devraient être prélevés 

pour faire des analyses histologiques. Cela permettrait de caractériser le phénotype 

ophtalmologique de chaque génotype et ainsi de mieux caractériser l’interaction Crb1 Vps13b. 
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Figure 21 : Caractérisation du phénotype ophtalmologique de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/rd8 

avant l’apparition de la cataracte. A : Immunomarquage d’Iba1 montrant la présence de 

microglies dans la rétine Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/rd8. B : coupes de rétine marquées à l’aide d’un 

anticorps anti-P-ERK montrant une forte prolifération cellulaire dans la rétine Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

Crb1+/rd8. C : Image d’un marquage TUNEL montrant la présence de mort cellulaire dans la rétine 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/rd8. CNI : couche nucléaire interne; CNE : Couche nucléaire externe; SE : 

Segment externe. Echelle : 100 µm. 
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Caractérisation de la rétinopathie dans le modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 en l’absence de 

cataracte.  

 

Etude de la structure et des types cellulaires rétiniens 

L’étude de la rétinopathie du SC étant la priorité de ce projet de thèse, nous avons étudié la rétine 

avant l’apparition de phénomène inflammatoire induit par la cataracte. Les yeux de 3 souris 

Vps13b+/+ et Vps13b∆Ex3/∆Ex3 âgées de 2 mois ont été prélevés et marqués par des anticorps 

permettant de cibler différents types cellulaires de la rétine comme les cellules bipolaires (Pkcα), les 

cellules horizontales ou amacrines (Calb et Calret), les cellules de Müller et les astrocytes (GFAP et 

GLUL), les microglies et les macrophages (Iba1), les cônes (S-Opsin et PNA), les bâtonnets (Rho et 

WGA). Les vaisseaux sanguins ont également été observés (α-SMA). Ces immunomarquages n’ont 

pas montré de différence entre les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 et Vps13b+/+ (Figure 22).  
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Figure 22 : Caractérisation des types cellulaires de rétine Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Images 

représentatives sur des cohortes de 3 souris d’immunomarquages de bâtonnets 

(WGA et Rho), de cônes (PNA et Opn1sw), de cellules bipolaires (Pkcα), de cellules 

horizontales et amacrines (Calb1 et Calret). Ces images ne montrent pas de 

différence structurale entre les souris Vps13b+/+ et Vps13b∆Ex3/∆Ex3. CNI: Couche 

nucléaire interne; CNE : Couche nucléaire externe; Echelle  100 µm. 



85 

 

Pour étudier la rétine de manière plus précise, une rétine de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 de 2 mois a été 

prélevée et étudiée au microscope électronique à la plateforme d’imagerie CellImaP/DimaCell 

(Figure 23). Cette technique ne montre pas de défauts dans la structure de la rétine ou du RPE 

connecteur (Figure 27 A, B). La structure du cil connecteur apparait normale (Figure 23 C). 

Cependant, on note une présence anormale de cellules au niveau des segments externes des 

photorécepteurs (Figure 27 D). Ces cellules pourraient être des microglies.  

 

 

 

 

 

Etude de la glycosylation de la rétine. 

Vps13b jouant un rôle essentiel dans la structure de l’appareil de Golgi, nous avons décidé d’étudier 

la glycosylation des protéines de la rétine à l’aide de lectines par Western Blot et immunomarquages. 

Les lectines sont des protéines capables de se fixer de façon spécifique sur certains groupements 

glycosylées. Les immunomarquages n’ont pas révélé de différence entre les souris Vps13+/+ et 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Cependant, des Western Blot avec des lectines réalisés sur des protéines de rétine 

de souris Vps13+/+ et Vps13b∆Ex3/∆Ex3 ont révélé des profils différents en utilisant les lectines VVA, 

Jacaline et PNA (Figure 24). En effet, VVA a révélé deux bandes de 75 et 200k Da chez la souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3qui ne sont pas présentes chez la souris Vps13+/+. Une bande de 200k Da apparait 

également avec la Jacaline chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Cette bande de 200kDa est également 

Figure 23 : Coupes de rétine de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 observées au microscope électronique.  

Photographie de la zone du RPE et des segments externes chez une souris Vps13b+/+et 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Photographie du cil connecteur d’une souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Exemple de 

présence d’une cellule au niveau d’un segment externe d’un photorécepteur (D) sur une coupe 

de rétine de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3. SI: Segment Interne, SE: Segment externe, RPE: épithélium 

pigmentaire de la rétine, Ma: Macrophage/Microglie.  
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présente lors d’une révélation avec PNA chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3et Vps13+/+ mais elle est plus 

intense chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Ces trois lectines ciblent des groupements présents sur les 

protéines O-glycosylées suggérant un défaut du mécanisme d’O-glycosylation de l’appareil de Golgi.  

 

 

Etude de l’effet de la lumière sur la rétinopathie 

Si la rétinopathie du SC est due à des mécanismes moléculaires induits par la lumière, il est possible 

d’augmenter ce phénotype en exposant nos souris à une plus grande intensité lumineuse que celle 

de l’animalerie, qui est de 300 lux. Des groupes composés de 5 souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 et de 5 souris 

Vps13b+/+ de 8 semaines ont été exposés à une lumière de 5400 lux pendant 12 heures puis prélevés 

15 jours après l’exposition à la lumière. Ce délai permet d’observer les atteintes aux 

photorécepteurs induites par la lumière en observant la réduction du nombre de noyaux dans la 

couche nucléaire externe (Wenzel et al., 2005). Les colorations en HE n’ont pas montré de réduction 

des noyaux des photorécepteurs. Cependant, une souris développe une prolifération anormale de 

cellules de la couche nucléaire interne (Figure 25). Un immunomarquage anti Iba1 ne montre pas 

Figure 24 : Etude de la glycosylation des protéines de la rétine murine Vps13b+/+et 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 par Western Blot avec VVA, Jacaline et PNA révélant des différences de 

glycosylation (rectangle)   
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de prolifération de microglies et de macrophages dans cette zone. De plus, un immunomarquage 

anti-GFAP ne montre pas de prolifération de cellules gliales. Un marquage TUNEL a été réalisé pour 

déterminer s’il y a une augmentation de la mort cellulaire suite à cette exposition lumineuse mais 

aucune différence n’a été remarquée entre les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 et Vps13b+/+ (Figure 25). 

 

 

 

 

Etude de la sensibilité à l’IL6 des rétines Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

Nous avons essayé de comprendre l’origine de cette prolifération cellulaire. De précédentes études 

dans notre laboratoire ont révélé une sensibilité in vitro de cellules du RPE à l’Il6, une cytokine pro-

inflammatoire. Nous avons cherché à savoir si les rétines des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 avaient 

également une sensibilité accrue à Il6 pouvant expliquer une prolifération de cellules immunitaires. 

Un Western Blot pratiqué sur des protéines de rétine Vps13b∆Ex3/∆Ex3 et Vps13b+/+ âgées de 2 mois 

avec et sans stimulation à l’Il6 montrent une augmentation de la phosphorylation de STAT3 induite 

par Il6 (Figure 26 A). L’analyse semi-quantitative de ce Western Blot montre qu’il n’y a pas 

d’augmentation de la phosphorylation de Stat3 après stimulation d’IL6 chez les souris Vps13b+/+ 

Figure 25 : Caractérisation de la rétine d’une souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 présentant une rétinopathie 

après une exposition à une lumière de 5400 lux. A et B : Coupes d’œil de souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

et colorées à l’hématoxyline éosine. C : Images représentatives d’immunomarquages de Iba1, 

montrant la présence de cellules microgliales au niveau de la dystrophie rétinienne. D : Image 

représentative d’un marquage TUNEL qui montre une absence de mort cellulaire au niveau de 

la dystrophie rétinienne. 
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(Figure 26 B). Cependant, chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3, il y a une augmentation de la 

phosphorylation basale de Stat3 trois fois supérieure après la stimulation d’IL6. Ces résultats 

montrent une sensibilité à l’IL6 des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Les souris Vps13b+/+ ne répondent pas, ce 

qui pourrait être dû à un nombre de microglies moins important. 

 

 

Ces études nous ont permis de constater qu’il n’y avait pas de diminution de la couche des 

photorécepteurs de la rétine Vps13b∆Ex3/∆Ex3 avant l’apparition de la cataracte et ce même chez les 

souris âgées de plus de 5 mois, contrairement à ce qui a pu être constaté par OCT. Les différents 

types cellulaires de la rétine sont normaux chez la souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Cependant, une exposition 

à une forte intensité lumineuse a provoqué une prolifération cellulaire sur une rétine de souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3.  

Figure 26 : A : Western blot de P-Stat 3 and Stat 3 provenant de protéines extraites de rétines 

Vps13b+/+ and Vps13b∆Ex3/∆Ex3 stimulées ou non à l’Il6. B : Histogramme de l’analyse semi-

quantitative du Western Blot. Le ratio de l’activation de P-Stat3 a été normalisé à l’aide de T-

Stat3, puis la moitié stimulée de la rétine a été comparée à la moitié non stimulée. 
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Caractérisation de la cornée et des sécrétions oculaires dans le modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3  

Une perméabilité de la cornée pourrait permettre une entrée des pathogènes dans l’humeur vitrée 

et déclencher des phénomènes inflammatoires. Nous avons pratiqué des ophtalmoscopies couplées 

à l’utilisation de fluorescéine sur des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 et Vps13b+/+. En cas d’augmentation de 

la perméabilité cornéenne, la fluorescéine pénètre mieux dans la cornée et le signal sur la cornée 

est beaucoup plus important. Ces analyses n’ont pas montré de différence de la perméabilité 

cornéenne (Figure 27 A, B).  

 

Figure 27 : A et B : Photographie de cornée colorée à l’aide de fluorescéine. 

C : Photographie d’une souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 présentant une forte sécrétion 

oculaire. D : Analyse de la présence de lipides dans les sécrétions oculaires 

des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 par spectrométrie en pourcentage des acides gras 

totaux. AGS : Acide gras saturé ; AGMI : Acide gras mono-insaturé ; AGPI : 

Acide gras poly-insaturé. 
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Une autre hypothèse pour expliquer cette inflammation serait une formation de dépôts lipidiques 

dans les sécrétions oculaires qui pourraient bloquer les canaux lacrymaux et déclencher une 

inflammation. De plus, nous avions déjà observé que sur des souris âgées, la présence de sécrétions 

oculaires était importante (Figure 27 C). L’analyse du meibum de ces souris par spectrométrie à 

l’INRA a montré une absence de dépôt lipidique. De plus, il y a une sécrétion anormale chez les 

souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 (Figure 27 D) alors que les sécrétions ne sont pas détectables chez la souris 

Vps13b+/+. Cependant, ces prélèvements ont été faits sur des souris atteintes de cataracte, et il serait 

plus pertinent de recommencer sur des souris non soumises à des phénomènes inflammatoires dus 

à la cataracte. 
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Résultat no3 : objectifs et résumé 

L’étude des phénotypes ophtalmologiques a permis de mettre en évidence le fait que la cataracte 

était un symptôme commun du SC et était indépendant de la RP. L’objectif de cette étude est 

d’analyser les caractéristiques ophtalmologiques de 10 patients atteints du SC principalement à 

l’aide d’OCT. L’étude des OCTs de patients ont permis de révéler que l’œdème maculaire cystoïde 

est une affection qui touche 7 patients sur 10 et semble relativement stable durant l’adolescence et 

le début de l’âge adulte. Cette étude met également en évidence que l’œdème maculaire cystoïde 

n’est pas corrélé à l’apparition de rétinopathie « bull’s eye ». Aucune corrélation n’a pu être faite 

entre les variations de VPS13B des patients et leur phénotype ophtalmologique. Un patient a été 

traité à l’aide d’anhydrase carbonique et un autre patient à l’aide d’inhibiteur de tropical anhydrase 

combinée à un inhibiteur d’anhydrase carbonique, mais ces traitements n’ont pas eu de résultats 

positifs. Cette étude fait l’objet d’un manuscrit en cours de préparation pour soumission au Journal 

of Medical Genetics sur lequel je serai auteur.  
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INTRODUCTION 

Cohen syndrome (CS) is a rare autosomal recessive disorder caused by single-nucleotide 

variants and chromosomic rearrangements affecting the VPS13B gene(1–4). The gene 

ubiquitously encodes for a protein (VPS13B) implicated in endolysosomal transport(5,6) and 

in protein glycosylation(7). Hallmarks of the disorder(8,9) include a characteristic facial 

appearance, childhood hypotonia, microcephaly, intellectual disability, neutropenia(10,11), 

predispositions to type II diabetes(12) and various ophthalmic conditions(13). After its 

identification in 1973, advances in the characterization of the ophthalmic features were 

initially hindered by the few patients identified, the lack of genetic diagnosis and the 

absence of imaging technique of the retinal architecture. A strong variability in the 

ophthalmic manifestations was initially reported(14–19). Early-onset high grade myopia 

and retinal dystrophy are the most consistent findings associated with the disease. The 

penetrance of cataract is also important in adult CS patients. Interestingly, cataract was also 

reported in several CS children(19). Other ophthalmic features have a lower penetrance and 

seem to depend on additional factors such as the genetic background. Those features 

include microphthalmia, astigmatism, strabismus, nystagmus, corneal ectasia, iris atrophy, 

lens subluxation, raised intraocular pressure and glaucoma(16–18,20). The relevance of 

VPS13B in ocular tissues is yet to be determined. 

CS retinopathy presents with systematic features of a rod-cone dystrophy including: 

nyctalopia, loss of peripheral vision and retinal hyperpigmentation. Fundus affections often 
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progress quickly to display retinal vessel attenuation, optic disc pallor and bull’s eye macular 

lesions. Electroretinograms (ERG) are often markedly attenuated before the age of 5 and 

extinguished afterwards. Recently, three case reports utilizing spectral-domain optical 

coherence tomography (OCT) provided initial information on the macular changes affecting 

CS patients(21–23). All 7 patients examined so far presented with cystoid macular edemas 

(CME). CME mostly affected the fovea but sometimes expanded to more peripheral regions 

of the macula. Considering how systematic CME may be in CS and the severity of affection 

of peripheral photoreceptors, focusing on treating CME may be one of the most efficient 

and straightforward option to improve CS patient’s vision. CME causes distortions of the 

visual lines and thereby likely contributes to the apparent difficulty of CS patients to interact 

with their environment. 

Multiple mechanisms may be responsible for the development of CME(24), including: 

vitreous traction, disruption of the blood-retinal barrier, inflammatory events in the retina, 

or dysfunctional water/ion transport across the plasma membrane of Müller glial and 

retinal pigmented epithelial (RPE) cells. Several pharmacological treatments have been 

developed accordingly. The first intention treatment often consists in the use of topical and 

oral carbonic anhydrase IV (CA) inhibitors with the aim to increase water transport across 

the RPE and Müller cells. Alternatively, the use of anti-VEGF, steroids and non-steroidal anti-

inflammatory drugs has frequently been successfully reported. 
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In the present study, we report the ophthalmic features of a cohort of 10 CS patients with 

a focus on OCT findings and the aim to define whether CME is a systematic feature of CS-

associated retinopathy and an interesting target to improve the vision of CS patients, as 

well as identify etiological factors leading to CME. Trial use of CA inhibitors to treat CME in 

CS is also reported here. 
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METHODS 

Patients and ophthalmic examination 

This multicentric study was a retrospective study which included 1 Deutsch and 9 French CS 

patients with previously identified disease-causing VPS13B variants(7,12). Their clinical and 

molecular data are summarized in supplementary table 1. Institutional review board was 

obtained, and the study was performed in accordance with the tenets of the Declaration of 

Helsinki. 

The diagnosis of CS retinopathy was established using comprehensive ophthalmological 

examination and multimodal imaging. Multimodal imaging included fundus color 

photography (Optos, NIKON, Tokyo, Japan), autofluorescence imaging (Optos, NIKON), OCT 

macular scan (Spectralis, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany; Cirrus HD-OCT, Carl 

Zeiss Meditec, Dublin, CA, USA). Depending on the patient’s cooperation, the ophthalmic 

investigation was completed with a best-corrected visual acuity test, a Goldmann perimetry 

and a slit-lamp examination. 

 

OCT analysis  

Parameters that were analyzed from the OCT images obtained in this study are described 

in Figure 1A and include: (1) presence and volume of CME; (2) retinal thickness at fovea; (3) 

transversal length of cystoid spaces (TLCS); (4) transversal length of preserved ellipsoid zone 
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(TLEZ); (5) photoreceptor thickness at parafovea and perifovea. Measurements were 

performed using the ImageJ software and Spearman’s rank correlation statistics was 

calculated using the R software. 

 

Treatments with CA inhibitors 

Patients H-D and O-Z were treated with oral CA inhibitor administration of acetazolamide 

125mg twice daily (Diamox, Teofarma, Pavia, Italy). In addition to oral acetazolamide, 

patient M-B received trice daily a topical CA inhibitor instillation of brinzolamide 10mg/ml 

(Azopt, Novartis, Basel, Switzerland), respectively. After 6 months, response to the 

treatment was evaluated through measurements of the macular thickness. 

  



100 

 

RESULTS 

CME is a frequent but not systematic finding in CS patients 

At first OCT examination, 8 of 10 patients showed macular lesions in the form of CME (Table 

1). In all patients, both eyes appeared similarly affected. Cystoid spaces mainly affected the 

INL and to milder extent the ONL as well (Figure 1A-B). Patient P11-F8 presented with a 

more severe retinal elevation and extension of CME within the ONL over the macular 

surface of both eyes at the age of 26 (Figure 1B). At a similar age, a single patient (P7-F6) 

had no CME but presented with a severely reduced retinal thickness at the foveola due to 

photoreceptor loss. The only patient that presented with no detectable macular affections 

was P15-F11 who was examined at the age of 14. To describe the range of macular 

affections, we plotted for each patient the retinal thickness at the foveal pit against the 

surface area covered by the CME in the horizontal transfoveal images (Figure 1C). Another 

parameter showing great variability between patients is the transversal length of the 

cystoid space. A single patient showed foveal lesions only, whereas 2 had lesions in the 

parafovea and 2 up to the perifovea. Overall, the incidence of CME in our CS cohort is much 

higher than in most forms of rod-cone dystrophy and the onset occurs at a much younger 

age(25,26). In addition, presence of CME appeared not to be solely dependent on the 

patients’ age (Figure 1D). Of note, the youngest patient of our cohort (H-D) already 

presented with CME on his first OCT examination at the age of 4,5 years.  

In addition to CME, OCT examinations also showed typical features of RP including the 

peripheral loss photoreceptor-related layers as well as the presence of hyper-reflective 
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subretinal deposits and intraretinal particles (Figure 1B, lower panels). While peripheral 

photoreceptors appeared to be affected in all patients, the extent of the affection was again 

quite variable between patients. Patients P11-F8, P15-F11 and M-B presented with a 

preserved ellipsoid zone (EZ) almost over the entire macula whereas patients P7-F6, P10-F8 

and P51-F43, had no detectable EZ even within the fovea. 

 

Topic and systemic administration of CA inhibitors did not reduce nor systematically 

prevented progression of CME in CS patients 

Considering the severity of rod-dystrophy and the constriction of CS patients’ visual field, 

attempts were made to preserve or improve their visual acuity by reducing cystoid volumes 

in the macula. Upon diagnosis of mild CME in patient H-D at the age of 4,5 years, a 6-month 

treatment with acetazolamide was prescribed. After the treatment period, the follow-up 

OCT showed a marked progression of the CME surface area in the transfoveal horizontal 

OCT images of both eyes (Figure 2A). CME surface area increased by 315% in the right eye 

and 398% in the left eye. As it failed to prevent CME progression, the treatment was 

stopped. 

Acetazolamide was also prescribed to patient O-Z after initial diagnosis at the age of 14. 

After a 6-month trial, CME volume remained stable. As of today, patient O-Z is still being 

treated with acetazolamide and last OCT examination after two years of treatment showed 

a relatively stable CME volume at the fovea (Figure 2B). 



102 

 

Patient M-B was diagnosed at the age of 14,5 years with one of the most extended CME of 

our cohort. An initial 6-month treatment with acetazolamide in combination with 

instillation of brinzolamide was prescribed. Follow-up OCT examination showed a 19% and 

23% decrease of the CME surface area on the right eye and left eye, respectively (Figure 2C). 

This encouraging result led to the prescription of another 6-month period of treatment. 

Unfortunately, follow-up OCT examination presented with a return to baseline levels of 

CME surface area (Figure 2D). Continuation of the treatment was prescribed.  

 

CMEs remain relatively stable in teenage and young adult CS patients in the absence of 

treatment 

Within our cohort, 2 patients had multiple OCT examinations within a 2- to 4-year period in 

the absence of treatment, thereby allowing the natural course of CME evolution in CS 

patients to be described. Patient H-D showed little changes from 7 to 10 years of age (Figure 

3A). In addition, patient P51-F43, from the age of 20 to the age of 22 showed a clear 

reduction of the CME surface area (Figure 3B) that was associated to a decrease of the best-

corrected visual acuity. 

 

Severity of CME is negatively correlated with the severity of affection of photoreceptors 

According to our findings, the prevalence of CME seems to be roughly about 8 times higher 

in CS patients than RP patients. We attempted in this study to uncover whether there are 

specificities to the CS rod-cone dystrophy that could explain the high prevalence of CME in 
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these patients. First, we assessed whether CME could be an adverse effect of advanced 

peripheral rod-dystrophy. We looked at the distribution of pigment deposits on fundus 

images and found a tendency for a larger volume and transversal length of cystoid spaces 

to be associated with fewer pigment deposits near the macula. Patient M-B with the most 

prominent CME had nearly no pigment deposit visible on both eye fundi. Patient H-D who 

had the widest transversal cystoid length also presented with deposits very distant from the 

macula. Among the two most prominently affected patients with pigment deposits, one 

(P10-F8) had mild CME that were only located at the fovea while the other one (P7-F6) was 

free of CME (Figure 4A and Supplementary Figure 1). However, patients P40-F33, who had 

more extensive CME, did not present with pigment deposits on fundus images (Figure 4B). 

Overall, CS patients with mild pigment remodeling appear to be at higher risk of CME. In 

this landscape, patient P15-F11 remains again an exception with few pigment deposits and 

yet, no cystoid spaces. 

To determine RPE health in relation to CME, we assessed short-wave autofluorescence (SW-

AF) in patients P7-F6, P10-F8, P40-F33 and M-B as well as near-infrared autofluorescence 

(NIR-AF) in patient M-B. They all presented with a perifaveolar hyper-autofluorescent ring 

of SW-AF in combination (P7-F6, P10-F8) or not (P40-F33, M-B) with extensive peripheral 

areas of RPE atrophy (Figure 4A-C). No qualitative differences were noted between patient 

P7-F6 who was not affected with CME and the others. In addition, SW-AF observations, as 

well as the NIR-AF in patient M-B, were typical for RP. 
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In RP cases, about 79% of cystoid spaces locate to areas of rather well-preserved outer 

retinas where the EZ can be discriminated. To determine whether CS patients are affected 

in a similar manner as RP patients, we correlated the TLCS with the retinal distance within 

which the EZ is preserved (TLEZ) and found that the larger was the TLEZ the larger was the 

TLCS (Figure 4D). The three individuals for whom the EZ was no longer present had mild 

(P51-F43 and P10-F8) or no (P7-F6) cystoid spaces. Patient H-D was very peculiar as it 

presented with a large area of cystoid spaces outside the macula in addition to CME (Figure 

4E). We also performed a quantitative correlation between the foveal elevation and the 

combined thickness of photoreceptor-related layers at the parafovea and perifovea, and 

found a positive correlation in both cases (Figure 4F-G). In patient P51-F43, the reduction 

of CME in absence of treatment at the age of 22 was associated to a reduction of the 

patient’s best-corrected visual acuity and of photoreceptor related layers in OCT. Altogether 

these results suggest that CME in CS patients develops during the early and most active 

phase of photoreceptor dystrophy. 

 

Influence of genetic factors and metabolic features of CS in the OCT outcome  

CS is a complex disease in which genetic and/or systemic features may contribute to the 

development of CME as well as the progression of retinal dystrophy. Importantly, 

considering how mildly affected is the macula/central vision of patient P15-F11, it may be 

beneficial to other patients to determine the etiologic factors that contribute to its mild 

phenotype. 
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It is well established that poor diabetes control indicators associate with higher risks of CME 

in diabetic patients(27–29). To assess whether this also holds true in CS, we attempted to 

correlate poor glycemia, dyslipidemia and blood pressure control indicators to the degree 

of severity of macular lesions observed in OCT (Supplemental Table 1). Patient P7-F6, who 

had the most reduced photoreceptor-related layers in the macula and from far the lowest 

best-corrected visual acuity, was as well the only patient to be diagnosed with hepatic 

steatosis and the one with the highest blood pressure. He also had one of the lowest HDL 

levels but normal glycemia at 120 min during oral glucose tolerance test (GTT). Interestingly, 

patient P15-F11 with no macular affection was the one with lowest glycemic index at 120 

min during oral GTT. In contrast, patient P103-F90, who also had a normal glycemia, was 

affected with CME. Patient P51-F43 who showed complete loss of EZ and ongoing decrease 

of CME, macular photoreceptors, and best-corrected visual acuity, had abnormally elevated 

glycemia as well as low HDL and high triglyceride levels. The lack of complete data and the 

few number of patients prevent for a more precise and quantitative comparison. However, 

there seems to be a tendency for macular affections to be more severe as the number of 

poor diabetes control indicators and metabolic features increases. 

 

With the spectrum of affections observed through OCT in mind, we then asked whether a 

genotype-phenotype correlation could exist. Considering the recessive nature of CS and the 

fact that pathogenic variants included in this correlation are truncating variants, one would 

expect a gradient of severity along the 3’ to 5’ axis of the alleles. However, no such 
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correlation was found in this case series and previously reported patients (Supplementary 

Figure 2). Indeed, while patients with variant c.10139_10143dup and c.10805_10806ins had 

no CME and a relatively conserved EZ, patients with variants c.1006C>T or 

c.10847_10849delCT were both affected with CME. In addition, patient P7-F6 with variant 

C.7826del had a more dystrophic macular photoreceptor layer and lower best-corrected 

visual acuity compared to patient M-B who is affected with variant c.1006C>T. Therefore, if 

a genotype-phenotype correlation exists, it is to be found in genetic factors outside of 

VPS13B.  

 

DISSCUSSION 

CS-related retinopathy has extensively been described using ophthalmoscopic and 

electroretinographic examinations(13,16,17,19). The use of OCT to characterize retinal 

features of CS patients is very recent and allowed the identification of CME as an early onset 

feature of CS as well as better assess the severity of the photoreceptor dystrophy(21–23). 

In addition to provide information on the disease progression, OCT examination is easier to 

perform on CS patients than ERG, or even visual acuity tests, since these patients are easily 

stressed out. Successful OCT examination was even performed on a CS infant as young as a 

year old(21) and OCT appears as a useful imaging tool for the ophthalmic examination of CS 

patients. 

Our case series found that CME is a frequent feature of CS, as recently reported(23). This 

was not surprising since CS-related retinopathy presents with classical features of Retinitis 
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Pigmentosa and that CME is a common complication of the condition(26). Including 

previous case reports, the incidence of CME in CS is of about 3 cases out of 4. Even an 

atypical none-CS patient with VPS13B disease-causing variants was identified with macular 

edemas(10). The frequency of CME is higher in CS compared with the frequency reported 

for other forms of RP in the same age group. This is likely due to an earlier onset of retinal 

dystrophy compared with other RP forms since our data and others’ show a development 

of CME during the active phase of photoreceptor degeneration.  

Of clinical interest, CME seems less likely to be identified in older patients with more 

advanced retinal dystrophy. Indeed, we previously reported on the cataract surgery of two 

CS siblings in their 40s with a best-corrected visual acuity between 1/5 and 1/10 (Rossano-

Weiss) who had no CME prior to and after surgery(30). In this study, we found that the 

presence and severity of cystoid spaces in the retina seemed to be negatively correlated 

with the progression of photoreceptor dystrophy. Indeed, the wider the TLEZ was, the wider 

the TLCS was. In absence of treatment, a patient showed a decreased of CME volume over 

2 years and this decrease was associated with a reduction of the TLEZ, a reduction of the 

ONL in the macula and a decrease in visual acuity. In patient P7-F6 who had the most 

reduced photoreceptor-related layers in the macula and lowest visual acuity score, it is 

likely that CME had already resolved at the time of first OCT examination. The observations 

made in our case series are in keeping with the observation that CME is more commonly 

seen in early stages rather than late stages of RP with extensive rod degeneration and 

pigment deposits(25). 
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While CME may resolve spontaneously within one or several decades without therapeutic 

intervention, improving central vision of young CS patients remains a major focus since 

most of them suffer from an entirely dystrophic peripheral retina. To prevent CS patients 

from suffering from distorted central vision, we aimed at reducing CME volumes using CA 

inhibitors. Similarly to a previous case report(22), the use of systemic CA inhibitors 

(acetazolamide) did not lead to a functional or anatomical improvement of CME in two CS 

children. A combination of systemic and topical (brinzolamide) CA inhibitors also failed to 

do so on a long term in another patient, even though transient improvements were 

detected after 6 months of treatment. In patient H-D, CME remained relatively stable from 

the age of 7 to 10 in absence of treatment, thereby suggesting that the use of CA inhibitors 

is most probably not responsible for the stability of CME in the treated patients. Our and 

others’ data suggest that the CA inhibitors approach is not effective enough to treat CME in 

the context of CS. However, many alternative treatments do exist to treat CME and could 

be attempted in CS patients(26). Our data also suggests that a better control over the 

metabolic features of the syndrome could reduce the severity of CME and photoreceptor 

dystrophy in CS. 

A major drawback to the development of therapeutic approaches to alleviate the CS retinal 

pathology is the lack of knowledge on VPS13B functions in the retina and of a model to 

assess therapeutic strategies. We recently reported the creation of a mouse model for 

Cohen syndrome(6). A hypermature form of cataract strongly affected the retina of this 

model in a manner that does not embody CS-associated retinopathy and a none-
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cataractous subline was then isolated through selective breeding(30). The ophthalmological 

characterization of this model should provide valuable information on the retinal cell types 

with critical Vps13b functions, an initial understanding of these functions and, hopefully, 

provide a model to assess therapeutic strategies. 
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Figure 1. Macular lesions defined by OCT examinations in CS patients. (A) Parameters 

analyzed in this study are presented on an example of OCT image from a CS patient. CME: 

Cystoid Macular Edema; ELM: External Limiting Membrane; EZ: Ellipsoid Zone; INL: Inner 

Nuclear Layer; ONL: Outer Nuclear Layer; PR: Photoreceptor-related layers; TLCS: 

Transversal Length of Cystoid Space; TLEZ: Transversal Length of Ellipsoid Zone. (B) 

Transfoveal OCT scans from 5 CS patients compared to an unaffected parent (upper left 

image) showing the variability of lesions affecting the macula. The lower right image is a 

frontally located parafoveal image showing hyperreflective foci in the outer retina. Arrows: 

Ellipsoid zone; Arrowheads: Hyperreflective foci; *: CME in the INL; **: CME in the ONL; 

***: severe discontinuation of the ONL due to CME. (C) Dot plot describing the variability 

and severity of cystoid spaces in CS patients. (D) Plot showing the age distribution of CS 

patients of this retrospective case series and the presence of CME in relation to the patients’ 

age. 

 

 

 

 

 

 

 

  



115 

 

  



116 

 

Figure 2. Evolution of CME upon treatment with CA inhibitors monitored by OCT. (A) 

Transfoveal images of patient H-D before (left panels) and after (right panels) 6 months of 

treatment with acetazolamide. Systemic CA inhibition with acetazolamide did not prevent 

progression of CME affection in patient H-D. During the time of treatment, CME volume in 

transfoveal images progressed by 579% on the right eye and 695% on the left eye. During 

the time of treatment, the foveal thickness was increased from 289µm to 503µm in the right 

retina and from 278µm to 456µm in the left retina. (B) Use of acetazolamide in patient O-Z 

was associated to a stable CME over a 24-month period. (C) Transfoveal images of patient 

M-B before (left panels) and after (right panels) 6 months of treatment with acetazolamide. 

OCT scans showed a 19% and 24% decrease of cystoid spaces at the fovea of the right and 

left retina, respectively. A 21% and 9% decrease of the foveal elevation was also measured 

in the right and left retina, respectively. (D) In an attempt to further decrease the volume 

of CME, acetazolamide was prescribed in combination with topical applications of 

brinzolamide for an additional 6 months. Follow-up OCT examination showed a return to 

baseline measures in terms of CME volume as well as foveal elevation. 
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Figure 3. Evolution of CME in absence of treatment. (A) In absence of efficacy of 

acetazolamide, patients H-D was left untreated from the age of 6 until the age of 10. Yearly 

OCT examinations showed little variation in CME manifestations. (B) In absence of 

treatment, patient P51-F43 showed a reduction of CME volume and foveal thickness from 

the age of 20.5 to the age of 22.5. Conversely, the improvement in CME manifestations was 

accompanied with a decrease in best-corrected visual acuity. 
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Figure 4. Correlative analyses between natural course of CME and photoreceptor 

dystrophy in CS patients. (A) Patient P7-F6 who presented with no CME had the most 

reduced ONL in the macula and the most affected retinal periphery in terms of pigment 

deposits. (B) In contrast, patient P40-F33 who presented with rather severe CME had no 

pigment deposits on fundus images and a rather preserved ONL thickness. (C) Near-Infrared 

(IR-AF) and Short-Wave autofluorescent fundus (SW-AF) show a hyper-reflective ring and 

surface, respectively. (D) Graphical representation of macular areas affected with cystoid 

spaces (red) and preserved photoreceptor ellipsoid zone (green). Except for patient P15-

F11, wider areas of preserved ellipsoid zone were associated with wider areas of cystoid 

spaces. Red: TLCS; Green: TLEZ; *: none detected. (E) Patients P40-F33 and H-D showed 

cystoid spaces in the retinal periphery as well as the macula. Lower panel: magnification of 

the retinal periphery affected with cystoid spaces in the ONL and INL, while showing 

relatively preserved ellipsoid zone. Interestingly, surrounding areas where the ellipsoid 

zone was not preserved did not show cystoid spaces. Local areas of preserved ellipsoid zone 

in the retinal periphery was not seen in other CS patients. (F, G) Scatter plots of the 

photoreceptor thickness at the parafoveal (C) or perifoveal (D) edge as a function of the 

retinal thickness at the foveal pit in patients that did not receive treatments and that were 

examined with Spectralis system. Both plots show that the more preserved are 

photoreceptor-related layers, the more elevated is the fovea. Both plots were subjected to 

Spearman’s statistics and a statistically significant positive correlation was found. ρ: 

Spearman’s correlation coefficient; p: p-value. 
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Table 1. Ophthalmic features of CS patients included in the case series and information 

on CA inhibitor treatments they received. N.D.: Not determined; N.A.: Not applicable. 
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Supplemental table 1. VPS13B variants and metabolic parameters of CS patients in 

relation to the severity of their macular affections. Blood glucose levels were those 

measured at 120 min of an oral glucose tolerance test. TC: Total cholesterol; TG: 

Triglycerides; BP: Blood pressure; N.D.: Not determined. Bold values indicate the out of 

normal range values. 

 

Supplemental Figure 1. CME in relation to fundus pigment deposits in patient P10-F8. (A) 

Transfoveal OCT images from patient P10-F8 at the age of 30. (B) Fundus images showing 

peripheral pigment deposits at the same age. 
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Supplemental Figure 2. Schematic drawing displaying the severity of macular affections 

of CS patients in association with the disease-causing VPS13B variants. In case of 

compound heterozygosity, we correlated the 3’ most variant with the severity of affection 

due to the recessive nature of CS. Variants presented here are truncating variants. No 

gradient of severity was identified on the 5’ to 3’ axis. *: This variant was found in two brothers; 

one being affected with the most severe CME detected in CS patients so far. **: Two patients are 

affected with this variant; one is mildly affected only, however the other one suffers from a severe 

loss of macular photoreceptors  ***: This variant affects two sisters that do not present with CME, 

however they are by at least 20 years older than all other patients examined through OCT and a 

spontaneous resolution of CME may have occurred in these patients. 
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Résultat no4: Vps13b is required for acrosome biogenesis through functions in Golgi 

dynamic and membrane trafficking 

Après la création de notre modèle murin, nous avons constaté une absence de descendance chez 

les couples Vps13b∆Ex3/∆Ex3 x Vps13b∆Ex3/∆Ex3. La création de couple Vps13b∆Ex3/∆Ex3 x Vps13b+/∆Ex3 a 

permis de mettre en évidence une infertilité des mâles, un symptôme qui n’a pas encore été décrit 

chez les patients atteint du SC. L’étude de ces souris a révélé qu’elle était sexuellement active avec 

un organe reproducteur intégral. Cependant, un spermogramme a révélé que les mâles 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 souffraient d’oligoasthénotératospermie, avec une concentration de spermatozoïdes 

6,5 fois plus faible que chez les souris Vps13b+/+ et la présence de spermatozoïdes immobiles et 

souffrant de malformation. La caractérisation de l’ultrastructure des spermatides montre une 

absence de vésicule acrosomale lors de la différentiation en spermatozoïde chez la souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Des immunomarquages marquant l’appareil de Golgi montrent que chez les souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 l’appareil de Golgi n’est pas orienté vers la membrane nucléaire, contrairement au 

souris Vps13b+/+. De plus des immunomarquages ciblant les endosomes et les lysosomes montrent 

que les vésicules acrosomales d’origine golgienne sont adressées à l’endosome au lieu de 

l’acrosome. Chez les souris Vps13b+/+, des immunomarquages ciblant Vps13b montre qu’il colocalise 

avec la membrane acrosomale au niveau de la jonction avec la membrane nucléaire. Ces résultats 

indiquent que Vps13b permet l’adressage des vésicules acrosomales à la membrane nucléaire. Le 

laboratoire GAD publie en 2019 ces travaux dans cellular and molecular life sciences auxquels j’ai 

participé en parallèle de mes travaux de thèse et sur lequel je suis 5ème auteur. 
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Supplemental Table S1. Information on the primers used in this study. 

    

Primer Name Primer Sequence Protein Localization 

Protein 

Function 

during 

Spermiogenesis 

mSPACA1_F caagtgtgttgttcgtgtgga 
Acrosome/Acroplaxome 

A
cr

o
so

m
e/

A
cr

o
p

la
xo

m
e 

fo
rm

at
io

n
 

mSPACA1_R actatcaagattttcagaaattggttt 

mDpy19l2_F gcagccagaatactaaggtatacaga 
Acrosome/Acroplaxome 

mDpy19l2_R gtttttatatatctcagcggagtcg 

mZPBP1_F tcactgaaaatagtgggatcgac 
Acrosome/Acroplaxome 

mZPBP1_R gcacatgtggactcttttgatg 

mZPBP2_F gggccaaatgaaaacacatta 
Acrosome/Acroplaxome 

mZPBP2_R cagataacggctccaggaaa 

mSP56_F tgcactgtggtgaacagga 
Acrosome/Acroplaxome 

mSP56_R ccgatggcagacgattttt 

mAcrosin_F gcctcctgaactcccactg 
Acrosome/Acroplaxome 

mAcrosin_R tgtgctccgaaaaccagtct 

mACRBP_F catgactcccacagccaag 
Acrosome/Acroplaxome 

mACRBP_R gccttccgagattgtcacac 

mSPACA7_F aggaagcctttgagaactacca 
Acrosome/Acroplaxome 

mSPACA7_R gcaaccgtgcttctgtcat 

    
mBRDT_F ctgaggatgaacgagtgcag 

Nuclear 

Sp
er

m
at

id
 g

en
e 

ex
p

re
ss

io
n

 

re
gu

la
ti

o
n

 

mBRDT_R acttgcagctgctgatgaac 

mCUL4B_F gatcaagcatgctactgggata 
Nuclear 

mCUL4B_R caggctagtgactgcagtgttc 



157 

 

mDAZAP1_F gccccagacatgagcaaa 
Nuclear 

mDAZAP1_R caagtcctgcccgtaacc 

mRFX2_F gtggggacgctgtctacg 
Nuclear 

mRFX2_R cctggagtctcaaagtaagatgc 

mDDX4_F gaagtgggtttccttctgga 
Chromatoid Body 

mDDX4_R ttccaaagccaccagttgta 

mTDRD6_F cgaactagccgaagaaggaac 
Chromatoid Body 

mTDRD6_R cagacattctcggggcttac 

    
mHRB_F tccccacagcaagtcactct 

Vesicular 

P
ro

-a
cr

o
so

m
al

 v
es

ic
le

 t
ra

n
sp

o
rt

 

mHRB_R ctgatccagcacttccacct 

mSPATA16_F cgacagatgctgtaggtggtag 
Golgi 

mSPATA16_R tggtccacccgtagactcc 

mVPS54_F acctcccacagatcagcaag 
Vesicular/Acrosomal 

mVPS54_R cttgcatctctcatgaatcttctc 
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Le Syndrome de Cohen (SC) est une maladie autosomique récessive rare affectant environ 1000 

personnes dans le monde (Wang et al. 2006). Les patients atteints du SC possèdent des 

caractéristiques cliniques communes comprenant, une neutropénie, une hypotonie, une 

microcéphalie associée à une déficience intellectuelle, des atteintes ophtalmiques et une 

dysmorphie faciale (Wang et al. 2006).  

L’atteinte ophtalmique dans le SC est très importante, et très hétérogène avec une détérioration 

progressive de la vision tout au long de la vie. Les patients développent une myopie réfractive et 

progressive avant l’âge de 5 ans nécessitant des verres correcteurs (Summanen et al., 2002). Une 

héméralopie et une réduction de la vision périphérique apparaissent aux alentours de 5 ans. 

Plusieurs études montrent une diminution des ERG et une dégradation de la vue chez des patients 

à partir de 4 ans (Chandler et al., 2002; Kivitie-Kallio et al., 2000; Nasser et al., 2020). La principale 

caractéristique ophtalmologique est une rétinopathie pigmentaire précoce qui peut être 

périphérique et maculaire avec l’apparition d’ œdèmes cystoïdes maculaires (Nasser et al., 2020). 

Le cristallin est également touché, 75% des patients de 40 ans développent une cataracte nucléaire 

et un patient a été décrit avec une cataracte hypermature (Douzgou et al., 2011, Lhussiez et al., 

2020). La myopie, la dystrophie rétinienne et l’opacification du cristallin conduisent à une 

détérioration de la vue et à la cécité des patients.  En plus de ces caractéristiques, certains patients 

développent des pathologies plus rares telles que des microphtalmies et des retinoschisis (Kivitie-

Kallio et al., 2000; Uyhazi et al., 2018). Des cas de strabisme, de kératocône, d’atrophie de l’iris et 

de dégradation du réflexe photomoteur de la pupille ont également été documentés, 

majoritairement dans la population Finnoise (Douzgou et al., 2011; Kivitie-Kallio et al., 2000, Khan 

et al., 2006). Une pâleur du nerf optique a pu être observée chez 9 patients, dont 8 Grecs (Douzgou 

et al., 2011). Une ectopie du cristallin a été observée chez un unique patient (Taban et al., 2007). 

Cependant, l’absence de liste détaillée d’examens réalisés lors des essais cliniques nous empêche 

de conclure sur l’incidence de ces atteintes dans le cadre du SC.  

Afin de mieux étudier et caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans la rétinopathie 

du SC, nous avons étudié un modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 qui a été créé sur une souche mixte 

C57Bl/6N et J à l’aide d’un système Cre-Lox qui entraine l’excision de l’exon 3 de Vps13b et 
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l’apparition d’un codon stop précoce (Da Costa et al., 2020). Ce modèle a déjà été reporté comme 

ayant une infertilité masculine due à un défaut de transport vésiculaire (Da Costa et al., 2020). Des 

travaux préliminaires annexes à ma thèse ont permis de mettre en évidence que ce modèle montrait 

des caractéristiques similaires au patient humain sur plusieurs points. Notre modèle murin a révélé 

une densité osseuse altérée similaire à ce que l’on a pu observer chez les patients de notre cohorte 

dijonnaise. De plus, des analyses préliminaires montrent que notre modèle présente des troubles 

du comportement et une microcéphalie similaire à ce qui a pu être observé chez les patients. Ces 

observations ont permis de commencer des projets sur l’étude de la biologie osseuse et de la 

neuroanatomique de notre modèle. Cependant, des analyses supplémentaires sont nécessaire pour 

savoir si notre modèle est adapté à l’étude d’autres caractéristiques, telles que la neutropénie et les 

troubles du métabolisme. Une des premières difficultés est l’absence d’un anticorps anti-Vps13b 

fiable qui empêche de connaitre la présence de Vps13b dans les tissus de notre modèle. Des 

immunomarquages pratiqués sur des coupes de cerveaux de souris à l’aide d’un anticorps anti-

Vps13b (Protéine tech) montrent la présence de Vps13b chez les souris Vps13b+/+ et Vps13b∆Ex3/∆Ex3. 

Cet anticorps n’a pas fonctionné sur d’autres tissus tel que la rétine ou la cataracte. Cependant ce 

résultat montre la présence de la protéine Vps13b dans notre modèle Vps13b∆Ex3/∆Ex3. L’expression 

des ARNm de Vps13b a été étudiée à l’aide de RT-qPCR de primers couvrant les différents exons de 

Vps13b. Les résultats montrent une absence d’expression des exons 3 chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

mais une expression des autres exons  (Da Costa et al., 2020). L’ensemble de ces analyses semble 

indiquer que les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 expriment une protéine Vps13b tronquée qui a perdu une 

partie du domaine choreine codé dans le 3ème exon.  De plus, la seule étude de l’expression de 

Vps13b a été réalisée sur certains tissus de patients (Kolehmainen et al., 2003). L’utilisation de 

séquençage d’ARN pourrait nous permettre de connaitre les différences d’expressions de gènes 

chez la souris mutée, mais également l’expression des différents transcrits de Vps13b dans les tissus 

de notre modèle et en particulier dans la rétine, le RPE et le cristallin.  

Au cours de mon doctorat, l’étude de notre modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 a commencé avec des 

ophtalmoscopies qui n’ont pas révélé de défaut de la rétine. La présence d’une intolérance au 

glucose similaire au patient diabétique a poussé notre équipe à étudier la vasculature des patients 

atteints du SC pour savoir si un mécanisme similaire à la rétinopathie diabétique était à l’œuvre. La 

rétinopathie diabétique est causée par un excès de sucre qui fragilise les vaisseaux sanguins et altère 
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la barrière hémato-rétinienne entrainant l’apparition d’exsudats lipidiques. Cette fragilité entraine 

également une néo vascularisation et une perte de perméabilité de la membrane hémato-

rétinienne visible en angiographie. Ces défauts peuvent entrainer l’apparition d’œdèmes maculaires 

ou périphériques provoquant une perte de la vision centrale ou périphérique (Wong et al., 2016). 

Cependant, si des OCT de patients ont révélé des œdèmes sous rétiniens, aucun défaut dans le 

système vasculaire rétinien n’a été constaté. De plus, les angiographies pratiquées sur notre modèle 

murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3 n’a pas révélé d’anomalies dans le nombre ou l’organisation des vaisseaux 

sanguins de la rétine. 

Ces examens in vivo ont été arrêtés car notre modèle développe une cataracte à 2 ou 3 mois qui 

évolue rapidement en entrainant la dissociation de la partie nucléaire et corticale du cristallin. Chez 

ces souris, la cataracte apparait avant la rétinopathie. Les patients touchés par le SC développent, 

au contraire, une rétinopathie avant l’apparition de la cataracte (Douzgou et al., 2011; Kivitie-Kallio 

et al., 2000). Ces résultats suggèrent que l’apparition de la cataracte est indépendante de 

l’apparition de la rétinopathie chez les patients et que la cataracte doit être considéré comme une 

caractéristique clinique du SC. La cataracte pourrait être due à un défaut de l’homéostasie du 

cristallin induit par la variation Vps13b∆Ex3/∆Ex3. Pour découvrir les mécanismes moléculaires 

impliqués dans la mise en place de la cataracte du SC, la composition de la lentille va être analysée 

par une analyse protéomique qui permettra de déterminer s’il y a des défauts dans la composition 

de la lentille comme une diminution du nombre de protéine cristalline qui pourrait conduire à la 

formation de la cataracte (Shiels and Hejtmancik, 2015). De plus, une analyse du profil de 

glycosylation des protéines de la lentille pourrait orienter sur une protéine structurale de la lentille 

avec un défaut de glycosylation conduisant à une désorganisation de la lentille.  

Cependant, l’apparition de la cataracte induit des phénomènes inflammatoires qui ne sont pas 

présents chez les patients. Pour étudier la rétinopathie sans ces interférences, il faut développer un 

modèle Vps13b∆Ex3/∆Ex3 sans cataracte. La sélection de souris avec une apparition tardive comme 

décrit dans le papier «Cohen Syndrome-associated cataract is not a complication of retinal 

dystrophy and depends on additional factors from the genetic background » pourrait permettre 

d’étudier des souris plus âgées sans interférence de la cataracte. Si la cataracte est toujours présente, 

des modèles Vps13b∆Ex3/∆Ex3 conditionnelles pour le RPE et la rétine seront mis en place. Ces modèles 
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seront étudiés grâce à des ophtalmoscopies et des électrorétinogrammes pour étudier l’évolution 

de la rétine sur le long terme et permettront de vérifier que la cataracte est induite par la mutation 

de Vps13b et non par la RP. Ils pourraient aussi permettre de déterminer, en cas d’apparition de la 

RP, de déterminer si la RP est due à une dysfonction des cellules de la rétine ou des cellules du RPE 

dû à la variation de Vps13b. 

Des OCT pratiqués sur une souris âgée de 5 mois avant l’apparition d’une cataracte ont montré une 

diminution de la couche des photorécepteurs. L’étude de la rétine par microscopie électronique n’a 

pas montré de défaut à l’exception d’une cellule qui pourrait être un macrophage. Afin de 

déterminer le rôle de VPS13B dans la rétine, nous allons utiliser la microscopie électronique couplée 

à un immunomarquage ciblant VPS13B et Rab6. Rab6 ayant un rôle dans la maturation des 

mélanosomes, servant à phagocyter les segments externes des photorécepteurs, sa mauvaise 

localisation pourrait conduire à une rétinopathie et ainsi expliquer le mécanisme de la mise en place 

de la rétinopathie du SC. De plus, de précédentes études réalisées dans l’équipe du GAD ont révélé 

que l’expression des ARNm des récepteurs membranaires αvβ5 et CD 36 est moins importante de 

60% dans des cellules de RPE transfectées avec des siRNA VPS13B comparé aux cellules non 

transfectées. Ces protéines sont essentielles à la phagocytose des segments externes des 

photorécepteurs (Kevany et Palczewski, 2012). Une sous-expression de ces récepteurs dans la rétine 

de notre modèle pourrait expliquer l’apparition de la rétinopathie. Une autre explication pour 

l’apparition de la RP dans notre modèle serait une altération de la mitochondrie chez les souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 (Lemoine et al., 2018). En effet les autres membres de la famille VPS13 ont un rôle 

dans la structure de la mitochondrie. Un modèle murin Vps13a-/- montre un défaut morphologique 

et fonctionnel des mitochondries (Nagata et al. 2018). VPS13D interagit avec Drp1, qui régule la 

fission mitochondriale, et une variation de VPS13D peut conduire à des mitochondries avec un 

défaut de taille (Allyson et al. 2018). De plus, VPS13C est situé sur la membrane externe des 

mitochondries et joue un rôle dans leur potentiel membranaire (Lesage et al. 2016). Pourtant, 

l’analyse de rétine de nos souris à l’aide de microscopie électronique n’a pas révélé de défaut majeur 

de la structure de la mitochondrie. Cependant, l’étude de la RP en absence de cataracte n’a pu être 

réalisée que sur une seule souris, ces données sont donc préliminaires et il est important de 

reproduire ces résultats sur un plus grand nombre de souris avant de pouvoir conclure sur la 

présence de la RP dans notre modèle. 
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À la suite du Western Blot révélant une accumulation de protéine O-glycosylées, les conséquences 

de ce défaut de glycosylation sur la rétine seront étudiées. Les protéines anormalement O-

glycosylées révélées par VVA, Jacaline et PNA présents dans la rétine seront identifiés par 

spectrométrie de masse. L’identification de ces protéines pourrait permettre de comprendre le lien 

entre la mutation de VPS13B et l’apparition de la rétinopathie du syndrome de Cohen et mener à la 

découverte d’une cible thérapeutique pour prévenir ou ralentir l’apparition de la cécité. 

Des résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence l’interaction entre Vps13b et Crb1 

(Figure 21). En effet, en présence du génotype Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/rd8, il y a une rétinopathie 

précoce. Ce résultat conjugué avec la présence d’un modifier de rd8 dans la même région génique 

que Vps13b révèle que vps13b pourrait être un modifier de Crb1 (Luhmann et al., 2015). Cependant, 

une rétinopathie précoce a également été observée chez des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/rd8 et 

Vps13b+/∆Ex3 Crb1rd8/rd8. Ces résultats semblent montrer qu’il pourrait y avoir une forme d’effet 

digénique inconnue que je qualifierais de « double modifier », avec le Vps13b pouvant agir sur le 

phénotype de Crb1 et Crb1 pouvant agir sur le phénotype de Vps13b. Cette étude a également 

montré que des souris Vps13b+/∆Ex3 Crb1+/rd8 ont une réduction du nombre de photorécepteurs. 

Cependant ces résultats ont été obtenus sur une cohorte possédant peu d’animaux, il serait bon de 

refaire des analyses in vivo sur des cohortes de 5 animaux qui seront étudiées en histologie à 

l’apparition du phénotype. Le génotypage de Crb1 dans le cas d’un patient possédant une variation 

hétérozygote de VPS13B pourrait être envisagé. 

Un modèle murin Vps13b∆Ex2/∆Ex2 a été généré au département de Biologie de l’Université de Séoul 

en 2018 sur une souche C57BL/6N dans le but d’étudier l’apprentissage spatial et les déficits 

moteurs des souris (Kim et al., 2019). Cependant, il n’indique pas de défauts ophtalmologiques. 

Cependant la présence d’une cataracte survenant à partir de deux mois, comme dans le modèle 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3, aurait dû perturber les analyses comportementales, les tests étant réalisés sur des 

souris de 2 à 5 mois. L’exon 2 est présent dans tous les transcrits de Vps13b, cependant, il est 

possible que cette délétion n’ait pas le même impact qu’une délétion de l’exon 3. De plus, notre 

équipe a commencé à sélectionner des souris ne développant pas de cataracte. L’absence de 

cataracte dans le modèle Vps13b∆Ex2/∆Ex2 pourrait être due au fond génétique. 
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Title : Characterization of Cohen syndrome's ocular defects in Vps13b-/- mice and identification of the molecular 

mechanisms involved in the pathogenesis. 

Keywords : Mouse Model, Retinopathy, Cataract. 
Abstract: Cohen Syndrome (CS) is a rare autosomal recessive disease caused by variations in the gene coding for the vacuolar tri-vacuolar protein 

13B (VPS13B or COH1). CS patients have common features including typical facial appearance, neutropenia, abnormal trunk fat distribution, 

microcephaly, myopia and retinal damage. My thesis project aimed to characterize the ophthalmologic phenotype of a mouse model Vps13b∆Ex3/∆Ex3 

to determine the molecular mechanisms involved in the development of CS retinopathy. First, we showed that Vps13b∆Ex3/∆Ex3 mice develop a cataract 

between 2 and 3 months. Disorganization of the fibrous cells of the crystalline lens and their differentiation into mesenchymal cells were observed. 

At a more advanced stage, the external membrane of the crystalline lens is ruptured and the cortical and nuclear part of the crystalline lens separates. 

After the onset of cataract, the retina shows deformations characterized by thinning and deformation of its various layers which can lead to retinal 

folds 50 to 500µm long. There is also a strong proliferation of microglial cells as well as astrogliosis. The appearance of cataract in our model has led 

to an exhaustive review of the literature showing that cataract is present in 85% of patients at 40 years old and not related to retinopathy. We then 

showed a modification of the ocular phenotype in the presence of the Crb1rd8 mutation. Crb1 is a transmembrane protein whose rd8 variation leads to 

retinal disorganization. We have created cohorts of all possible Vps13b/Crb1 genotypes. Our preliminary analyses show early retinal dystrophy in 

mice Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+, suggesting that Vps13b could be a Crb1 modifier gene. Molecular mechanisms that could lead to the appearance of 

SC retinopathy have been studied in Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+mice. The structure of the retina and these different cell populations were studied but did 

not reveal any abnormalities before the onset of the cataract. However, the study of inflammatory mechanisms showed an increase in sensitivity to 

IL6 in the retina of our model. This mechanism could be involved in the development of SC retinopathy. As the ocular phenotype is strongly decreased 

in mice Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+,the impact of environmental factors, especially light, has also been studied and shows that when subjected to high 

light intensity, mice develop retinopathies.In parallel, we have studied the ophthalmological characteristics of our Dijon cohort mainly using OCT. 

This study reveals (i) that macular edema is a frequent symptom of SC which remains relatively stable over time and (ii) that the onset of retinopathy 

is independent of that of cataract. Consequently, my PhD work has allowed to characterize the ophthalmic’s feature of our Vps13b∆Ex3/∆Ex3 mouse 

model and will allow to deepen the mechanistic knowledge of retinopathy and cataract of the CS, and could allow to develop a therapeutic target or 

prevention strategies for these ophthalmic lesions. 

Titre : Caractérisation des effets ophtalmiques du syndrome de Cohen chez des souris VPS13B-/- et identification des 

mécanismes moléculaires impliqué dans la pathogenèse. 

Keywords : Modèle Murin, Rétinopathie, Cataracte. 
Résumé : Le Syndrome de Cohen (SC)(OMIM 216550) est une maladie autosomique récessive rare due à des variations dans le gène codant pour la 

protéine de tri vacuolaire 13B (VPS13B ou COH1). Les patients possèdent des caractéristiques cliniques typiques : une dysmorphie faciale, une 

neutropénie, une répartition anormale des graisses au niveau du tronc, une microcéphalie associée du SC à une déficience intellectuelle, une myopie 

et des atteintes rétiniennes. Mon projet de thèse a eu pour but de caractériser le phénotype ophtalmologique du modèle murin du SC (Vps13b∆Ex3/∆Ex3) 

afin de déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de la rétinopathie du SC. Nous avons montré que les souris 

Vps13b∆Ex3/∆Ex3 développent une cataracte entre 2 et 3 mois d’âge, avec une désorganisation des cellules fibreuses du cristallin et leur différenciation 

en cellules mésenchymateuses. À un stade plus avancé, la membrane externe du cristallin est rompue et les parties corticale et nucléaire du cristallin 

se séparent. Après l’apparition de la cataracte, la rétine présente des déformations se caractérisant par un amincissement et une déformation de ses 

différentes couches pouvant engendrer des plis rétiniens de 50 à 500µm de long. Il y a également une forte prolifération des cellules microgliales ainsi 

qu’une astrogliose. La découverte de la cataracte dans notre modèle a conduit à une revue exhaustive de la littérature permettant de mettre en évidence 

que la cataracte est présente chez 85% des patients à 40 ans et sans lien avec la rétinopathie. Nous avons ensuite montré une modification du phénotype 

oculaire en présence de la mutation Crb1rd8. Crb1 est une protéine transmembranaire dont la variation rd8 entraine une désorganisation de la rétine. 

Nous avons créé des cohortes de tous les génotypes Vps13b/Cr1 possibles. Nos analyses  préliminaires montrent une dystrophie rétinienne précoce 

chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1rd8/+, suggérant que Vps13b pourrait être un gène modificateur de Crb1.  Les mécanismes moléculaires pouvant 

conduire à l’apparition de la rétinopathie du SC ont été étudiés sur des souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+. La structure de la rétine et ses différentes 

populations cellulaires ont été étudiées mais n’ont pas révélé d’anomalies avant l’apparition de la cataracte. Cependant l’étude des mécanismes 

inflammatoires a montré une augmentation de la sensibilité à IL6 dans la rétine de notre modèle. Ce mécanisme pourrait être impliqué dans la mise 

en place de la rétinopathie. Le phénotype oculaire étant fortement diminué chez les souris Vps13b∆Ex3/∆Ex3 Crb1+/+, l’impact des facteurs 

environnementaux, et en particulier la lumière, a également été étudié et montre que soumises à de fortes intensités lumineuses, les souris développent 

des rétinopathies.  En parallèle, nous avons étudié les caractéristiques ophtalmologiques des patients de notre cohorte principalement à l’aide d’OCT. 

Cette étude révèle (i) que l’œdème maculaire est un symptôme fréquent du SC qui reste relativement stable dans le temps et (ii) que l’apparition de la 

rétinopathie est indépendante de celle de la cataracte. Ainsi mes travaux de doctorat ont permis de caractériser les atteintes ophtalmiques de notre 

modèle murin Vps13b∆Ex3/∆Ex3. L’étude des mécanismes cellulaires impliqués dans la rétinopathie et la cataracte du SC doit être approfondie afin de 

permettre de trouver une cible thérapeutique ou des stratégies de prévention pour ces atteintes ophtalmiques. 
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