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Résumé

Les dyskinésies ciliaires primaires (DCP) sont des maladies génétiques rares regroupant des
pathologies respiratoires liées a une anomalie constitutionnelle des cils dits “mobiles” (Leigh,
2006). Ces cils jouent un réle important dans 'organisme, notamment au niveau du tractus
respiratoire, ou ils entrent dans la composition de I'escalator mucociliaire. Ils jouent également
un role au niveau du systéme reproducteur et durant I'embryogénese. Chez 'homme, la
prévalence des DCP est estimée a 1:10.000 (Afzelius et Stenram, 2006). Chez le chien, il existe
une trentaine de cas décrits dans la littérature dans 20 races différentes. Les deux especes
partagent des manifestations cliniques similaires, directement liées a la dysfonction de la
mobilité ciliaire. La plupart des individus touchés présentent des signes dés leur plus jeune age.
Parmi ces signes, on retrouve une atteinte des voies respiratoires comprenant des infections
récidivantes des voies hautes (rhino-sinusites) et basses (bronchites et bronchopneumonies qui
menent a de la bronchiectasie), mais aussi de l'infertilité et, dans la moitié des cas environ, des
défauts de latéralité que 'on appelle situs inversus (Leigh, 2006). La structure des cils mobiles
est hautement conservée entre les différentes espéces et se caractérise par un agencement de
neuf paires de microtubules périphériques organisées autour d'une paire centrale de
microtubules. A cette structure, se rajoutent des complexes protéiques qui permettent de
stabiliser les différents composants comme les crétes radiales ou le complexe régulateur des
dynéines, mais aussi des protéines motrices qui permettent au cil de se mouvoir comme les bras
de dynéine. Cet agencement est perturbé dans la grande majorité des DCP qui présentent
différents types de défauts ultrastructuraux en fonction des différents génes impliqués (Papon et
al., 2010) (Jorissen et al., 2000b). Chez 'homme, comme chez le chien, le défaut ultrastructurel le
plus fréquent est une atteinte des bras de dynéine externes. La plupart des DCP se transmettent
selon un mode autosomique récessif et plusieurs génes causals ont été identifiés (Zariwala et al,
2011). Toutefois, les bases moléculaires d’'un certain nombre de cas chez 'homme restent a ce
jour indéterminées et chez le chien aucun géne responsable n’avait été identifié avant cette
présente étude. Le chien représente un modéle spontané de DCP qui pourrait étre utile dans la
découverte de nouveaux génes impliqués dans cette pathologie. Les différents objectifs de ce
travail étaient d’'une part, d’étudier le phénotype clinique d'une DCP ségrégant au sein d’'une race
de chien, le bobtail, et d’autre part, d’identifier le mode de transmission génétique ainsi que les
bases moléculaires de cette DCP. Nous avons également voulu étudier la fréquence de la
mutation identifiée dans cette race. Une fois le gene identifié chez le bobtail, nous avons voulu
déterminer si celui-ci pouvait étre responsable de cas de DCP humaines présentant un

phénotype ultrastructurel similaire a celui des bobtails atteints. Ensuite, nous avons voulu



évaluer les conséquences qu’'une dysfonction de ce géne pouvait entrainer, afin de gagner en
compréhension sur le role de la protéine impliquée et pour confirmer que les mutations
identifiées étaient bien a l'origine du phénotype clinique observé. Enfin, nous avons voulu

déterminer si ce géne pouvait étre impliqué dans d’autres ciliopathies.

Nous avons tout d’abord obtenu des données cliniques sur une dizaine de chiens atteints. Tous
appartenaient au méme pedigree et présentaient un phénotype clinique caractéristique apparu
trés tot dans la vie de I'animal. Ce phénotype se caractérisait par un jetage nasal bilatéral, une
toux productive, une leucocytose neutrophilique et des infections respiratoires récurrentes dont
les séquelles étaient visibles sur les radiographies thoraciques avec des lésions de
bronchopneumonie touchant les lobes crianiaux et moyen droit ainsi que des lésions de
bronchiectasie. L’analyse du sperme d'un de ses chiens mettait en évidence une réduction de la
mobilité des spermatozoides et un pourcentage important de formes anormales en microscopie
optique. Un situs inversus était également présent dans environ un tiers des cas. Les anomalies
ciliaires observées en microscopie électronique chez ces chiens révélaient un phénotype
ultrastructurel peu commun, associant une atteinte des bras de dynéine internes et des
anomalies de la paire centrale de microtubules.

L’analyse du pédigree de ces chiens était en faveur d’'un mode de transmission autosomique
récessif. L'étude d’association génome entier réalisée chez 5 atteints et 15 contrdles a permis
d’identifier une région contenant 151 génes candidats. Une sélection des génes décrits comme
impliqués dans la structure et/ou la fonction des cils (Gherman et al.,, 2006; Inglis et al., 2006) a
permis une réduction drastique des genes candidats. Le séquencage de ceux-ci a permis
d’identifier un codon stop prématuré au sein de CCDC39, un gene codant pour une protéine
enrichie en domaine « coiled-coils ». Tous les chiens atteints possédaient cette mutation a I’état
homozygote tandis que leurs parents étaient tous hétérozygotes, confirmant ainsi le mode de
transmission autosomique récessif. Apres avoir mis au point un test génétique rapide basé sur la
technologie Tagqman, plus de 500 bobtails ont été génotypés afin d’estimer la fréquence de la
mutation au sein de cette race. L’allele muté se retrouvait plus fréquemment dans la population
européenne avec une fréquence d’hétérozygotes autour de 19%. Les hétérozygotes étaient plus
rares chez les chiens provenant d’Amérique du nord avec une fréquence d’hétérozygotes de 7%.
Plusieurs éléments étaient en faveur du fait que cette mutation était bien la mutation causale.
Premierement, le séquencage d’'une population de 80 chiens issus de 9 races différentes, n’a pas
permis d’'identifier une seule fois cette mutation. De plus, en étudiant 'expression de CCDC39 au
sein de I'épithélium respiratoire de chiens porteurs, nous avons mis en évidence un phénomene
de dégradation de 'ARNm non-sens. Une nette diminution de 'expression de CCDC39 était

visible chez les atteints par rapport aux sains et la protéine était absente des cellules ciliées



respiratoires des atteints, contrairement aux chiens contrdles. Nous avons également pu
démontrer que CCDC39 était principalement exprimé dans les tissus ciliés chez la souris et chez
I'homme. Enfin, pour confirmer définitivement que CCDC39 joue un role important dans la
mobilité ciliaire, nous avons supprimé son expression a l'aide de morpholinos dans des
embryons de zebrafish. L’injection provoquait l'apparition de défauts de latéralité, dose-
dépendants. Ce phénotype était spécifique car il disparaissait lorsque les embryons étaient co-
injectés avec de ’ARNm sauvage.

Vu son implication dans une DCP canine, il était 1égitime de suspecter que CCDC39 pouvait étre a
I'origine de cas humains. Nous avons sélectionné une cinquantaine de patients présentant un
phénotype ultrastruturel identique a ceux des bobtails atteints. Le séquencage de ces patients a
permis d’identifier quinze mutations différentes. Chez la plupart des atteints, ces mutations
étaient, soit a I'état homozygote, soit a I'état d’hétérozygote composite. Par contre, nous n’avons
pas mis en évidence de mutation au sein de CCDC39 pour une vingtaine de patients atteints de
DCP avec un phénotype ultrastructurel différent ou chez plus de 200 patients ne présentant que
des défauts de latéralité.

Afin de mieux comprendre la fonction de CCDC39 et I'impact de sa dysfonction sur la structure
cilaire, nous avons analysé son expression au niveau protéique, en examinant des cellules
épithéliales nasales prélevées par frottis brosse. Comme chez le chien, la protéine était absente
des cellules épithéliales respiratoires des patients atteints, alors qu’elle était présente chez les
controles. En utilisant des techniques d'immunofluorescence a haute résolution, nous avons pu
démontrer que CCDC39 se localisait principalement au niveau de l'axonéme ciliaire chez
I'individu sain mais pas chez I'individu atteint. Afin de caractériser I'impact d'une déficience de
CCDC39, nous avons étudié les autres composants de 'axonéme ciliaire en utilisant des anticorps
dirigés spécifiquement sur des sous-unités de 'axonéme ciliaire. Nous avons ainsi pu démontrer
que l'absence de CCDC39 est responsable d’'une absence de certains constituants axonémaux
comme les bras de dynéine internes ou le complexe régulateur des dynéines. Enfin, I'analyse du
battement ciliaire de certains sujets atteints a permis de mettre en évidence un pattern

dyskinétique, caractérisé par une amplitude réduite et des axonémes rigides.

Cette étude a permis d’identifier un nouveau gene impliqué dans les DCP tant dans la race
bobtail que chez 'homme. Nous avons pu mettre en évidence que ce géne code pour une
protéine axonémale dont I'absence est responsable d'une atteinte des bras de dynéine internes
et d'une désorganisation axonémale, ce qui a pour conséquence un battement ciliaire
dyskinétique. Le phénotype clinique présenté par les chiens atteints est remarquablement

similaire a celui de 'homme, avec une atteinte sévere des voies respiratoires, mais également



des anomalies spermatiques chez le male et l'existence de défaut de latéralité chez certains
atteints.

Comme dans la grande majorité des DCP, les individus ne présentent la maladie que s'ils
recoivent deux copies défectueuses de CCDC39, puisque nous avons pu montré que tous les
chiens atteints étaient homozygotes pour la mutation et que la plupart des patients humains
atteints possédaient soit une mutation a I'’état homozygote, soit deux mutations différentes.
Toutes les mutations identifiées au sein de ce géne sont associées a une perte de fonction et sont
vraisemblablement responsables d’'une absence de production de la protéine, secondaire a un
phénoméne de dégradation de 'ARNm, comme nous avons pu le mettre en évidence chez le
bobtail. Par la suite, d’autres études ont confirmé cette hypothése en identifiant de nouvelles
mutations au sein de CCDC39, pratiquement toutes liées a une perte de fonction (Blanchon et al,
2012) (Zariwala et al, 2013) (Antony et al, 2013). Les mutations identifiées étaient
systématiquement associées a un phénotype ultrastructurel bien particulier représentant
environ 12% des cas de DCP (Jorissen et al., 2000b) (Chilvers et al., 2003a) (Papon et al, 2010)
(Shoemark et al,, 2012).

Simultaménent a la découverte de CCDC39, un autre géne, CCDC40, a été identifié comme étant
responsable d’'un phénotype ultrastrucurel identique. Ces deux genes sont étroitement liés,
puisque I'absence de CCDC40 affecte la localisation axonémale de CCDC39 au sein de la cellule
ciliée (Becker-Heck et al, 2010). Ces deux genes expliquent a eux seuls une grande proportion
des patients présentant ce phénotype particulier (Blanchon et al, 2012) (Antony et al, 2013).
Nous avons pu démontrer, par différentes méthodes, que ce géne jouait un réle important dans
la structure et la fonction des cils mobiles en observant que son expression était principalement
localisée dans les organes présentant des cils mobiles et que la protéine était absente chez des
individus porteurs de mutation. De plus, en inactivant I'expression de ce géne dans des
embryons de zebrafish, nous avons observé I'apparition de défaut de latéralité ce qui suggere
une atteinte des cils mobiles de la vésicule de Kupffer, responsable de I'asymétrie droite gauche.
L’identification de ce géne est particulierement intéressante car CCDC39 a été la premiére
protéine enrichie en domaine « coiled-coils » a étre impliquée dans une DCP et a permis de
souligner 'importance de ces motifs pour la fonction du cil mobile. Depuis lors, plusieurs autres
génes possédant ces structures particuliéres ont été associés avec d’autres cas de DCP humaines
(Becker-Heck et al, 2010) (Hjeij et al, 2014) (Horani et al, 2013a) (Knowles et al, 2013a)
(Panizzi et al, 2012) (Wirschell et al, 2013). Le role exact de ces protéines riches en des
domaines « coiled-coils » reste a préciser, mais elles semblent jouer un réle dans la structure du
complexe régulateur des dynéines et dans l'ancrage des bras de dynéine aux microtubules

adjacents.



Cette étude a permis d’identifier le premier géne responsable de DCP dans 'espéce canine. Le
génotypage de plus 500 bobtails a permis d’établir que la mutation semble plus fréquente en
Europe, ce qui pourrait étre 1ié a 'usage intensif de certains grands champions dans les années
80. La disponibilité de ce test permettra aux éleveurs de dépister les porteurs asymptomatiques
et évitera 'apparition de nouveaux atteints.

Enfin, cette étude permet de mettre en lumiere I'intérét du chien en tant qu'organisme modele
pour identifier les origines génétiques de certaines pathologies humaines. En effet, le chien
représente un modele unique a bien des égards (Lequarré et al, 2011). Le chien bénéficie de
soins médicaux de plus en plus poussés et chaque race de chien représente un isolat génétique,
ce qui a pour conséquence une concentration de certains alléles morbides responsables de
pathologies similaires a celles de 'homme. On peut ajouter que le chien posseéde un répertoire
génétique tres proche de celui de 'homme et que la strucure de son génome est
particuliéerement intéressante pour disséquer génétiquement des caracteres mendéliens, mais
aussi des caracteres complexes (Lindblad-Toh et al, 2005). Enfin, ou peut imaginer que les
bobtails atteints de DCP pourraient représenter une opportunité unique pour tester de
nouvelles thérapies et éventuellement pour mettre au point une thérapie ciblée contre le défaut

génétique responsable.



Summary

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare inherited disorder characterized by specific
ultrastructural defects of motile cilia associated with impaired ciliary motion and mucociliary
clearance (Leigh, 2006). Motile cilia play an important role in the organism. They are present at
most airways surface but they are also located in the brain, the fallopian tube and the embryonic
node. Spermatozoid flagella have a core structure similar to motile cilia. In human, PCD
prevalence is estimated around 1:10000 (Afzelius et Stenram, 2006). In dogs, more than thirty
cases have been published in twenty different breeds. Both species share similar clinical signs
related to impaired ciliary motility. Most of affected individuals harbour clinical signs since
birth. These signs include recurrent rhino-sinusitis, reccurent bronchitis or bronchopneumonia
leading to bronchiectasis, fertility disorders and in half of the cases, some laterality defects also
called situs inversus (Leigh, 2006). Motile cilia structure is highly conserved across species and is
characterized by 9 peripheral doublets of microtubules organized around a central pair of
microtubules. Several other structures are also present to stabilize the various components of
the axonema, including radial spokes and dynein regulatory complex as well as the dynein arms
conferring motility to the cilia. This structure is quite disorganized in most PCD cases and
several ultrastructural defects are reported related to the underlying genes (Papon et al.,, 2010)
(Jorissen et al., 2000b). In human and in dogs, the most common defect is an absence of outer
dynein arms. PCD is usually recessively inherited and several causative genes have been
identified (Zariwala et al, 2011). However, the molecular bases of a significant proportion of
human cases are still unknown and in the dog no gene was yet identified. The dog represents a
spontaneous model of the disease and might be useful to unravel the genetic basis of some PCD
cases. This work had several objectives. A first objective was to describe the clinical phenotype
of PCD segregating in an Old English Sheepdog pedigree and to identify the molecular basis of
this defect. We then aimed determining the mutation frequency in the breed. The next objective
was to investigate if the gene identified in this breed might be responsible for some human PCD
cases with an ultrastructural defect similar to the one observed in affected dogs. Another
objective was then to investigate the functional impact of dysfunction of this gene in order to
better understand the role of the involved protein as well as to confirm that the identified gene
was really the causative gene. A last objective was to test this gene as a potential candidate for

other ciliopathies.
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We have obtained clinical data for eleven affected dogs. All these dogs were related and had a
compatible clinical phenotype, present shortly after birth. All dogs had bilateral nasal discharge,
moist productive cough, neutrophilic leucocytosis and recurrent respiratory infections with
radiographic lesions of bronchopneumonia affecting cranial and middle lung lobes and
bronchiectasis. Semen analysis revealed reduced motility of spermatozoids and high percentage
of abnormal morphology. Situs inversus was also present in one third of the cases. Ciliary
anomalies in transmission electron microscopy revealed an uncommon phenotype
characterized by the absence of inner dynein arms and axonemal disorganization. Pedigree
analysis suggested an inherited autosomique recessive pattern. Genome wide association study
performed on five affected dogs and fifteen control dogs allowed the identification of an area
containing 151 genes. To select the best candidate genes, cilia database were interrogated and
ten candidates were selected (Gherman et al, 2006) (Inglis et al, 2006). Sequencing of these
candidates allowed the identification of a premature stop codon within CCDC39, a gene coding
for a protein enriched in coiled coils domains. All affected dogs were homozygous for the
mutation, all obligated carriers where heterozygous, confirming the autosomal recessive
inherited pattern. To assess the mutation prevalence with Old English Sheepdogs breed, more
than 500 dogs were genotyped using Tagman technology. The mutated allele was more frequent
in the European population with a carrier frequency of 19%. Heterozygous were less common in
dogs from North America, with a frequency around 7%.

Several results confirmed that this mutation is responsible for the observed clinical phenotype.
First, this variant was not found in a control population of 80 dogs from nine different breeds.
Second, non-sense mediated RNA decay was visualized in respiratory epithelial cells from a
carrier and mRNA expression of CCDC39 was severely reduced in affected dogs compared to
control dogs. CCDC39 protein was also absent from affected ciliated cells compared to control
ciliated cells in dogs. Furthermore, we were able to show that CCDC39 was preferentially
expressed within ciliated tissues in mouse and human. Finally, when CCDC39 expression is
suppressed in zebrafish embryos, we observed the occurrence of dose dependent laterality
defects. When morphants embryos were rescued with wild type CCDC39 mRNA, the left lateral
expression became predominant again. Due to its involvement in canine PCD, CCDC39 might be
responsible for human cases. To test this hypothesis, we selected 53 human patients with a
similar ultrastructural phenotype. Sequencing of coding parts and exon-intron boundaries
revealed 15 different mutations. In most of the cases, mutations were present either at
homozygous state or as compound heterozygous. However, no mutations were identified in
patients exhibiting a different ultrastructural phenotype or in patients with laterality defect

alone.
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To better understand CCDC39 function on ciliary structure, protein expression analysis were
performed. CCDC39 protein was absent in respiratory epithelial cells from human patients, as it
was the case in affected dogs. High-resolution immunofluorescence analysis of respiratory cells
showed predominant axonemal staining in controls but not in cells containing mutations in
CCDC39. We used the same technique to characterize the effect of CCDC39 deficiency on cilia
structure using several antibodies directed against several cilia substructure. Inner dynein arms
and dynein regulatory complex were absent from CCDC39 mutant cells. Finally, a dyskinetic
pattern was visualized for affected cells. This pattern was characterized by reduced amplitude

with rigid axonemes that showed fast, flickery movements.

This study allowed the identification of a novel gene involved in PCD in Old English Sheepdogs
and in human. This gene codes for an axonemal protein whose absence is responsible for inner
dynein arms defect and axonemal disorganization resulting in a dyskinetic ciliary beating
pattern. The clinical phenotype in Old English Sheepdogs is remarkably similar to humans cases,
with severe respiratory signs, spermatic abnormalities and lateral defects in some of the cases.
As in most of PCD cases, individuals will develop the disease if they receive two CCDC39
damaged copies, as all affected dogs were homozygous for the mutation and human patients
were either homozygous or compound heterozygous. All the mutations identified in this study
were associated with a loss of function and are probably responsible for a loss of the protein,
due to mRNA decay, as it has been shown in Old English Sheepdogs. Subsequently, other studies
have confirmed this finding with identification of new mutations within CCDC39 associated with
a loss of function (Blanchon et al, 2012) (Zariwala et al., 2013) (Antony et al, 2013). All the
identified mutations were systematically associated with a well defined ultrastructural
phenotype accounting for 12% of human PCD cases (Jorissen et al, 2000b) (Chilvers et al.,
2003a) (Papon et al,, 2010) (Shoemark et al., 2012).

Simultaneously to CCDC39 discover, another gene, CCDC40 was identified as a causative gene for
the same ultrastructural phenotype. These two proteins are closely related as CCDC40 deficiency
lead to CCDC39 mislocalization in ciliated cells (Becker-Heck et al., 2010). These two genes
explain most of PCD cases with inner dynein arms deficiency and axonemal disorganization
(Blanchon et al., 2012) (Antony et al, 2013).

We demonstrated that CCDC39 plays a key role in motile cilia structure and function. Indeed,
expression analysis revealed that CCDC39 was predominantly expressed in ciliated tissues and
the protein was absent in mutated cells. Furthermore, inactivation of this gene in zebrafish
embryos leaded to laterality defects suggesting a dysfunction of motile cilia from Kupffer

vesicles, an organ responsible for left right asymmetry.
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The identification of this gene is particularly interesting as it is the first gene enriched in coiled
coils domains involved in PCD cases. This discovery highlighted the key role of these structures
for motile cilia. Subsequently, several other genes coding for protein rich in coiled coils were
associated with human PCD cases (Becker-Heck et al, 2010) (Hjeij et al, 2014) (Horani et al,
2013a) (Knowles et al, 2013a) (Panizzi et al, 2012) (Wirschell et al, 2013). The exact role of
these proteins remains unclear, but they seem to play a role in dynein regulatory complex
structure and in the anchoring of inner dynein arms to adjacent microtubules.

CCDC39 is the first gene involved in canine PCD. More than 500 Old English Sheepdogs were
genotyped and higher carrier frequency was identified in Europe. This finding might be related
to extensive use of some famous dogs in the eighties. The availability of this test is a tool for
breeders to detect healthy carriers and avoid new cases occurrence.

Finally, this study is a good illustration of the use of dogs to unravel the genetic basis of some
human pathologies. Indeed, the canine model is unique for various reasons (Lequarré et al,
2011). First, dogs benefit from advanced health care. Furthermore, each breed represent a
genetic isolate. The consequence is a concentration of deleterious alleles that can explain the
high frequency of some pathologies similar to human diseases in specific breeds. Third, the
canine genome is very similar to human genome and its structure is unique to decipher
mendelian traits and complex traits (Lindblad-Toh et al., 2005). Finally, affected Old English
sheepdogs might be used to test new therapy and might represent a unique opportunity to

develop gene therapy for PCD patients.
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LISTE DES ABBREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMPc : Adenosine monophosphate cyclique
ARNm : Acide ribonucléique messager

cGMP : Guanosine monophosphate cyclique
BD : Bras de dynéine

BI: Broncho-interstitiel

BDE : Bras de dynéine externes

BDI : Bras de dynéine internes

CBF : Fréquence du battement ciliaire

CR: Crétes radiales

DCP : Dyskinésie ciliaire primaire

IFT : Transport intra-flagellaire

LCR: Liquide céphalo-rachidien

N-DRC : complexe régulateur des bras de dynéine
PCD : Primary ciliary dyskinesia

RFX: Regulatory factor X

SA : Situs ambiguus

SS : Situs solitus

SI: Situs inversus

TEM : Microscopie a transmission électronique

US : Ultrastructure
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INTRODUCTION

Avant d’aborder les dyskinésies ciliaires primaires, il est indispensable de se pencher sur le réle
des cils dans l'organisme et plus particuliérement dans le systéme respiratoire, et de rappeler
leurs structures ainsi que leurs modes de formation. Ensuite, ce travail reprendra briévement la
composition et le rdole de l'escalator mucociliaire et les études réalisées sur différents
organismes modeles qui ont contribué a une meilleure connaissance des genes et des protéines
impliquées dans la structure et la fonction des cils. La seconde partie de cette introduction se
focalisera sur les dyskinésies ciliaires primaires en médecine humaine, puis dans l'espéce

canine.

1 Lescils

Les cils sont des prolongements cytoplasmiques qui sont apparus tres tot dans I'évolution des
eucaryotes. Ce sont des petites projections qui s’étendent a la surface de la cellule dans le milieu
extracellulaire. IlIs sont constitués de plusieurs centaines de protéines, organisées autour d'un
squelette de microtubules, entourés par une prolongation de la membrane apicale cellulaire. Le
squelette du cil ou axonéme ciliaire dérive du centriole qu’il prolonge en formant une structure

cylindrique composée de microtubules.
L’ancétre eucariotique cilié commun contient un set de microtubules internes, la paire centrale,
qui a soit été maintenue pendant I'évolution dans une configuration « 9+2 » ou perdue dans la

configuration « 9+0 » (Figure 1).

Ciliary axoneme

CDO Qmsﬁ g

Primary 9+0 cilia Motile 9+2 cilia Primary 9+0 cilia Motile 9+2 cilia
Key Central — Dynein Microtubule Radial
OO microtubule pair — arm O)doublet spoke

Figure 1 : Les cils sont des structures que I'on classe en fonction de la configuration des
microtubules qui les composent. Les cils primaires ont une configuration 9+0 (neuf paires de
doublet de microtubules) tandis que les cils mobiles possedent une configuration 9+2 (+2

représente la paire centrale additionnelle)(Oh et Katsanis, 2012).
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1.1 Les cils primaires et les cils mobiles

Historiquement, on distingue deux grands types de cils en fonction de cette architecture. La
majorité des cils mobiles possedent un arrangement 9+2, tandis que la plupart des cils primaires
ou non-mobiles ont une configuration de type 9+0.

Il existe quelques exceptions a cette régle, comme par exemple, les cils mobiles du nceud
embryonnaire qui possedent un arrangement de type 9+0 (Nonaka et al, 1998) et les kinocils
présents dans l'oreille interne qui présentent un arrangement de type 9+2 et qui sont immobiles
(Flock et Duvall, 1965). Un meilleur indicateur de la mobilité ciliaire est la présence de

structures axonémales requises pour la génération du mouvement, comme les dynéines.

Les cils primaires sont des organelles sensorielles qui contiennent une variété de récepteurs,
incluant des récepteurs couplés a la protéine G (Singla et Reiter, 2006). Typiquement un seul cil
pousse a la surface de la cellule, telle une antenne qui recoit les signaux venus de I'extérieur. Ces
cils primaires possédent un cytosquelette de microtubules organisés avec un arrangement
« 9+0 ». Les cils primaires sont présents sur la plupart des cellules des vertébrés, sous la forme
d’'un cil isolé qui peut apparaitre seulement pendant l'interphase (Satir et al, 2010). Jusque
récemment, les cils primaires étaient considérés comme des organelles vestigiales et isolées
sans réelle signifiance clinique. Néanmoins, il devient de plus en plus clair que le cil primaire
joue un role sensoriel, via des récepteurs extracellulaires qui répondent a des stimulations
mécaniques, chimiques et pour les structures spécialisées, a des stimuli comme la lumiére, la
température ou la gravité. Les cils primaires jouent également un réle prépondérant dans de
nombreuses voies de signalisation du développement et de 'homéostasie de nombreux tissus
(Satir et Christensen, 2007; Gerdes et al, 2009). Pour se convaincre du role majeur des cils
primaires, il suffit de voir le nombre de ciliopathies existantes, ainsi que leur grande variété de

phénotypes.

A T'opposé de ces cils sensoriels, les cils mobiles apparaissent par dizaines voir centaines a la
surface des cellules épithéliales ou ils génerent un réle mécanique. Les cils mobiles possédent un
arrangement typique « 9+2 ». Les cils mobiles réalisent une variété de fonctions trés différentes.
Parmi ces fonctions, on peut citer la génération du mouvement d’organismes unicellulaires vers
un signal lumineux ou vers des nutriments, le déplacement des spermatozoides vers 'ovocyte, le
mouvement dirigé de matériel extracellulaire comme c’est le cas pour I'épithélium respiratoire

ou encore une réception sensorielle (Mizuno et al.,, 2012).
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Dans des organismes simples, tels que 1'algue flagellée unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii
(C. reinhardtii), il existe un chevauchement considérable entre les fonctions sensorielles et
motrices et cette classification peut paraitre simpliste. Les fonctions sensorielles et motrices
sont considérées comme distinctes dans les cellules des mammiferes, bien que certaines études
récentes suggérent que les cils mobiles ont des propriétés chemo-sensorielles et peuvent

détecter des substances dans leur environnement (Shah et al., 2009; Bloodgood, 2010).

1.2 Cils ou flagelle ?

Ces deux organelles partagent une structure largement commune, puisqu’elles possédent entre
autres une configuration identique de type 9+2 ainsi que les mémes mécanismes d’assemblage
(transport intra-flagellaire) (Silverman et Leroux, 2009).

Classiquement, on distingue les cils mobiles des flagelles grace a leur différence de longueur,
leurs types de mouvement et le nombre d’organelles présentes par cellule. Le flagelle est
classiquement plus long que 'axonéme des cils mobiles. Le mouvement flagellaire est en général
sinusoidal et se déroule sur un méme plan, tandis que celui des cils mobiles est plus complexe.
Enfin on retrouve un ou deux flagelles par cellule tandis que les cils mobiles sont plus nombreux

(Afzelius, 2004).

1.3 La structure et 'ultrastructure du cil mobile

Les cils primaires et les cils mobiles partagent une structure largement commune composée des
doublets de microtubules périphériques et de la membrane ciliaire. Ici, nous nous intéresserons
principalement a la structure de base des cils mobiles.

Leur taille est d’environ 6-7 um et de 0,2-0,3 um de diameétre.

La plupart de nos connaissances en matiére de constituants ciliaires sont basées sur I’étude du

flagelle chez I'algue verte C. Reinhardtii (Dutcher, 1995).

1.3.1 Structure transversale de I'axoneme

La structure basique du cil a été identifiée a I'aide du développement de la microscopie
électronique. Les 9 doublets de microtubules sont disposés en paralléle et radialement autour
d'une paire centrale de microtubules isolés. Les microtubules sont des cylindres creux
constitués grace a la polymérisation de tubulines a et 3. Chaque doublet est composé d'un

tubule A circulaire, composé de 13 protofilaments et d'un tubule B elliptique et incomplet,
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composé de 10 protofilaments. Le tubule B partage donc une paroi commune avec le tubule A
(Warner et Satir). Au niveau du corpuscule basal, on retrouve également un tubule C incomplet

(10 protofilaments) en plus des 2 précédemment cités (Li et al., 2011).

Dans la configuration 9+2, une paire de microtubules A est placée au centre de 'axoneme
ciliaire. Cette paire centrale possede son propre jeu de projections ainsi qu'un complexe de

protéines qui forme une gaine centrale.

Dans la zone de doublet (voir ci-dessous, la structure de I'axonéme), plusieurs complexes
protéiques sont attachés aux paires de microtubules périphériques. Parmi ces complexes
protéiques, on retrouve, les dynéines qui conférent l'activité motrice au cil, ainsi que des crétes
radiales qui jouent un réle structurel en maintenant la paire centrale au milieu de 'axoneme,
mais également fonctionnel en régulant le battement ciliaire. Enfin, le complexe régulateur des
dynéines contient les liens de nexine qui relient les paires de microtubules adjacents entre eux

et jouent également un réle dans la régulation du battement ciliaire (Heuser et al., 2009).

L’axonéme ciliaire est composé par la répétition de segments identiques d’environ 96 nm. Les
différents complexes protéiques sont représentés dans ce segment et sont donc réguliérement

espacés le long du tubule A, tous les 96 nm environ (Figure 2) (Fisch et Dupuis-Williams, 2011).

A <+«——— 96 nm repeat ——— «—— 96 nm repeat ——— «——— 96 nm repeat —
from

<——outer arms

inner arms
from distal
},rlgm radial spokes
from prox. s2 ] st s2 {5 1 a0
front view

Figure 2: Schéma représentant la répétition périodique des complexes protéiques liés a
I'axoneme ciliaire. Vue longitudinale d’'un doublet de microtubules composé de 3 segments de 96
nm. On peut y observer la présence de 4 BDE, 3 BD], 1 groupe de crétes radiales et d'une paire de

N-DRC. D’aprés (Heuser et al., 2009).
Comme le mécanisme moléculaire du mouvement est hautement conservé, le diametre

axonémal, qui dicte la relation entre le glissement des doublets et le ploiement du cil, doit étre

conservé. La structure axonémale est également hautement conservée.
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1.3.2 Structure longitudinale de I'axonéme

Longitudinalement, le cil peut étre divisé en plusieurs régions : le corpuscule basal, la zone de

transition, la zone de doublet et I'extrémité du cil (Figure 3)(Fisch et Dupuis-Williams, 2011).

Le corpuscule basal, ne fait pas a proprement parler partie du cil. C’'est une structure dérivée
du centriole, qui permet la fixation et I'organisation des microtubules. Il est composé de 9
triplets de microtubules, disposés en cercle. Il est situé en périphérie de la cellule ciliée et est
entouré par du matériel péricentriolaire (Gerdes et al, 2009). Le corpuscule basal joue
également un role de site d’amarrage pour le transport intraflagellaire des particules (Deane et

al, 2001).

La zone de transition fait la liaison entre le cil et le corpuscule basal. Elle prend naissance la ou
les triplets de microtubules se poursuivent par des doublets et se termine la ou la paire centrale
de microtubules prend naissance. Bien que ses composants soient conservés, son apparence
varie entre les especes. C’est une région complexe, qui inclut différentes structures telles que des
fibres transitionnelles, des « Y-linkers » et les plaques basales et terminales. Elle joue un réle
dans le transport intraflagellaire de molécules (Deane et al., 2001) et pourrait jouer un role dans

la stabilisation de la paire centrale de microtubules (O'toole et al.,, 2007).

Elle est suivie de la zone de doublet dans laquelle on observe 9 paires de microtubules
périphériques. La zone de doublet est celle qui a été le plus étudiée et c’est dans cette zone que

I'on retrouve les différents complexes protéiques moteurs.

Finalement, 'extrémité du cil est composée d’'une zone ou les microtubules sont isolés (Fisch et
Dupuis-Williams, 2011). La partie distale du cil pourrait également contribuer a la mobilité du
cil, notamment pour les cellules respiratoires et celles de 'oviducte. En effet, cette zone serait
plus rigide en raison de liens présents entre les tubules A restants, et la membrane ciliaire. Cette
rigidité accrue permettrait la propulsion du mucus dans la trachée et de l'ovocyte dans
I'oviducte. Une protéine appelée Sentan localisée par immunofluorescence dans cette zone,
pourrait faire partie de ces molécules qui forment un pont entre les tubules A et la membrane

(Kubo et al, 2008).

Les cils sont des structures polarisées. En effet, les microtubules y sont arrangés avec leur pole
positif a I'extrémité du cil, tandis que le pole négatif est dirigé vers le corpuscule basal (Yamada

etal., 1998).
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La membrane ciliaire recouvre I'axoneme ciliaire. Elle est en continuité avec la membrane
plasmatique mais leur composition respective différe. Chez les organismes unicellulaires, elle
contient des canaux Ca++ et des récepteurs spécifiques afin de contréler le battement ciliaire
(Satir et Guerra, 2003). Chez C. reinhardtii, la membrane ciliaire contient différents canaux et
pompes ioniques et des récepteurs sensoriels capables de détecter divers stimuli (Taylor et
Zhulin, 1999). On peut supposer que des organismes plus complexes comme les mammiféres ont
conservé une fonction sensorielle pour les cils mobiles. Des lors, des récepteurs et des canaux
devraient étre présents sur la membrane ciliaire. Une étude réalisée sur des cellules
respiratoires bovines a mis en évidence que le controle de la fréquence du battement ciliaire
repose en partie sur des nucléotides cycliques (Wyatt et al., 2005). On pourrait supposer que
comme c’est le cas pour des organismes ciliés, 'adenylyl et la guanylyl cyclase sont présentes
sur la membrane ciliaire afin de participer a ces changements de fréquence. Certains récepteurs
spécifiques, comme des récepteurs a tyrosine kinase, ont été identifiés sur la membrane ciliaire
des cellules de I'oviducte. De plus, le niveau de certaines protéines de la membrane ciliaire
comme les polycystines augmente avec I'ovulation, ce qui implique que l'activité ciliaire de ces
protéines est associée avec la détection de changements physico-chimiques, établissant ainsi un
environnement favorable au transport et a la fertilisation de 'ovocyte (Teilmann et al, 2005).

La figure 3 illustre la structure normale d’un cil de vertébrés (Gerdes et al., 2009).
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Figure 3 : représentation simplifiée d'un cil mobile et des différentes structures axonémales qui
le composent. (a) Section longitudinale. Les différentes régions sont indiquées sur la gauche. Les
microtubules A et B prennent naissance au niveau du corpuscule basal ou ils forment des triplets
avec un microtubule C, et s’étendent tout le long de I'axonéme pour former les doublets
périphériques. Les structures axonémales motrices sont attachées aux microtubules A. Un
convoi d’IFT se déplace par voie antérograde sur la gauche de I'axonéme, tandis qu'un autre
convoi est visible et se dirige de facon rétrograde. (b) Section transversale dans la portion
proximale du corpuscule basal (B). (c) Section transversale au travers de la zone de doublet (C).
Les 9 doublets de microtubules forment un anneau, qui est connecté a la paire centrale grace aux
crétes radiales. La région (d) détaille les différentes structures présentes sur une sous-unité de
I'axoneme ciliaire et provient de la zone entre les lignes pointillées sur le graphique (a)(Mizuno

etal, 2012).

23



1.3.3 Les dynéines

Les dynéines sont des protéines motrices qui sont responsables de la génération de la force
requise par le battement ciliaire. Elles transforment donc I'énergie chimique contenue dans
I’ATP en énergie mécanique et sont a I'origine du battement ciliaire en provoquant le glissement

des microtubules les uns par aux autres.

Elles sont composées de chaines lourdes contenant 6 domaines AAA+ (ATPases associated with
diverse cellular activities), de chaines intermédiaires et de chaines légeres. Les chaines lourdes
contiennent les domaines qui génerent la force motrice, alors que les chalnes intermédiaires et
légeéres ont un role de régulation de I'activité et interviennent dans le transport intraflagellaire.

Plus de 50 polypeptides différents ont été identifiés chez C. reinhardtii, intervenant dans la
composition, dans la fonction ou dans l'assemblage des dynéines (Hom et al, 2011). Les
dynéines axonémales sont localisées pres des doublets de microtubules et sont subdivisées en 2
catégories, les bras de dynéine externes (BDE) et les bras de dynéine internes (BDI) en fonction

de leurs localisation et structure.

Les BDE sont localisés a la périphérie externe de 'axonéme. Chaque segment est composé de 4
BDE. Ils sont constitués de 2 ou 3 chaines lourdes (les dynéines a, P, et y) selon I'espece, et
associés a plusieurs chailnes intermédiaires et 1égeres (Salathe, 2007; Mizuno et al, 2012). IIs
sont localisés perpendiculairement a 'axonéme ciliaire et sont dirigés vers le microtubule B
adjacent (Ishikawa et al, 2007). Durant le battement ciliaire, les chaines lourdes de dynéines
interagissent avec les microtubules adjacents et induisent un mouvement des microtubules les
uns par rapport aux autres. Les BDE contréleraient ainsi la vitesse a laquelle I'axoneme ploie

pour créer les ondes motrices (Elam et al,, 2009).

Les BDI sont, comme leur nom l'indique, localisés a la périphérie interne du doublet. Chez C.
reinhardtii, il existe 7 types différents dont 6 sont des monomeres et possédent une seule téte
tandis que le dernier est un dimére composé de 2 tétes. Ils interviennent dans la régulation de la
formation de 'onde et dans la propagation de la courbe le long de I'axoneme et donnent la forme

finale du battement ciliaire (Brokaw, 1994; Chilvers et al., 2003b).

1.3.4 Les crétes radiales

Les crétes radiales sont des structures en forme de T avec une longue tige fixée sur le tubule A

d’'un doublet périphérique et une téte orthogonale qui est en contact avec la paire centrale de
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microtubules (Warner et Satir, 1974). On observe un groupe de crétes radiales attaché a chaque
sous-unité du microtubule A. Chez la plupart des organismes et chez les mammiféres, ce groupe
est composé d’'un triplet de crétes (RS1, RS2 et RS3). En revanche, C. reinhardtii ne possede

qu’une paire de crétes sur chaque segment (Pigino et Ishikawa, 2012).

Les crétes radiales résultent de l'assemblage de nombreuses protéines. Au moins 23

polypeptides différents ont été identifiés comme étant leurs composants (Yang et al., 2006).

Les crétes radiales et la paire centrale auxquelles elles sont fixées, régulent ensemble I'activité
des dynéines. Le mécanisme de coordination entre la paire centrale, les crétes radiales et les
dynéines a été démontré en étudiant I'orientation de la paire centrale chez C. Reinhardtii. Chez
les mutants qui possédaient des crétes radiales, la paire centrale était orientée vers les doublets
périphériques en mouvement (Wargo et Smith, 2003). L’orientation de la paire centrale serait

une réponse passive au ploiement du cil (Mitchell, 2004).

1.3.5 Les liens de nexine et le complexe régulateur des dynéines (N-DRC)

Le complexe régulateur des dynéines est un complexe qui régulerait I'activité des dynéines. Ce
complexe a été identifié comme une structure en forme de croissant qui s’étend sur une large
surface entre les doublets de microtubules. Il est localisé a proximité de la deuxiéme créte
radiale et est en connexion avec les BDI (Mastronarde et al, 1992; Gardner et al, 1994; Heuser

etal, 2009)}.

Les liens de nexine sont des structures qui connectent 2 doublets de microtubules adjacents. Ces
liens limitent le glissement local des doublets de microtubules généré par les bras de dynéines et
transforme le glissement « longitudinal » local en un ploiement axonémal (Summers et Gibbons,
1971). Ces liens de nexine font partie du complexe régulateur des dynéines, c’est pourquoi on
parle de N-DRC, pour « Nexin-Dynein Regulatory Complex » (Heuser et al, 2009). Au moins 12

protéines sont impliquées dans la structure du N-DRC (Lin et al.,, 2011).
Plusieurs enzymes (kinases, phosphatases, et autres enzymes métaboliques) sont associées a la

mobilité axonémale et aux structures constituant 'axonéme ou proches de celui-ci (Ginger et al,

2008).
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1.4 Le battement ciliaire

Les BDE et BDI sont les moteurs moléculaires du cil, qui permettent au doublet de microtubules
auxquels ils sont fixés, de glisser par rapport a celui d’a c6té. Durant un battement, les bras de
dynéines passent par un cycle d’attachement, de rétraction et de détachement au doublet de
microtubule adjacent. Il en résulte un mouvement de glissement longitudinal des doublets de
microtubules les uns par rapport aux autres qui est transformé en ploiement par les liens de
nexines. Les dynéines se déplacent ainsi vers 'extrémité négative de I'axoneme ciliaire. Ce
mouvement unidirectionnel le long du tubule B, induit un ploiement dans une direction, alors
que les dynéines localisées a 'opposé de 'axonéme induisent un ploiement dans la direction
opposée (Satir, 1989). Si toutes les dynéines étaient actives simultanément, aucun battement
ciliaire ne serait généré. Pour générer un battement ciliaire, 'activité des dynéines doit étre
coordonnée sur la longueur mais aussi sur la circonférence de I'axoneme (Satir, 1989) (Smith et
Sale, 1992). Le battement ciliaire est donc permis grace a la coordination de l'activité des
dynéines par des structures telles que le N-DRC, les crétes radiales et la paire centrale (Piperno

et al., 1994; Smith, 2002; Bower et al, 2009).

La paire de microtubules centrale s’oriente passivement en fonction de l'activité des dynéines.
Ce changement d’orientation transmet un signal via les crétes radiales et le N-DRC aux bras de

dynéine internes qui est ensuite transmis aux bras de dynéine externes (Heuser et al., 2009).

Ces interactions permettent un mouvement de va-et-vient du cil par un controle du ploiement
du cil. Pendant longtemps, on a cru que le battement des cils se déroulait en deux phases bien
distinctes: une phase de battement dite «efficace » et une phase dite de «récupération »
(Sanderson et Dirksen, 1985). Les études du pattern du battement ciliaire a 'aide de systéme de
vidéo digitale a haute vitesse et a haute résolution ne semblent pas confirmer cette hypothese,
puisque les cils respiratoires y battent simplement de I'avant vers l'arriere sur un méme plan
sans mouvement de c6té (Chilvers et O'callaghan, 2000). La fréquence maximale des battements

ciliaires peut aller jusqu’a 100 Hz, mais la plupart du temps est autour de 10-20 Hz.

Il existe une corrélation entre le nombre de BDE présents et la fréquence du battement ciliaire
puisque les patients atteints d'un dysfonctionnement ciliaire montrent une fréquence de
battement ciliaire plus faible (Chilvers et al, 2003a). Ces résultats confirment que les BDE
controlent la fréquence des battement ciliaires en augmentant ou en réduisant la vitesse de
glissement des doublets dans 'axonéme sans réellement affecter la forme du battement ciliaire.

Ces changements de vitesse sont permis principalement par une phosphorylation dépendante
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de la concentration en AMPc, des chaines légeres des BDE (Christensen, 2001). Le cGMP joue

également un réle dans ce processus (Salathe, 2007).

Les BDI controlent des parametres qui sont liés a 'amplitude du ploiement du cil et a la forme
du battement (Brokaw, 1994). Ce contrdle est effectué au moins en partie via des kinases et des
phosphatases qui phosphorylent ou déphosphorylent les protéines de la créte radiale (Porter et
Sale, 2000). Ces changements agissent sur la vitesse du glissement des doublets qui sont limités

par les BDL

1.5 Localisation et fonction des cils dans le corps humain

Bien que la structure de I'axonéme ciliaire soit hautement conservée au cours de I'évolution, les
cils ont néanmoins évolué afin d’accomplir de nombreuses fonctions spécialisées tres différentes

au sein du corps humain.

1.5.1 Localisation et fonction des cils primaires

Les cils primaires se retrouvent sur la plupart des organes. Ils sont présents sur des cellules
épithéliales comme celles des tubules rénaux, du canal biliaire ou encore au niveau du pancréas
endocrine ou de la thyroide. On les retrouve également sur des cellules non-épithéliales comme
les chondrocytes, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les neurones ou les cellules de
Schwann (Satir et al, 2010).

Les cils primaires sont principalement des senseurs cellulaires et détectent des changements
extracellulaires de température, d’osmolalité, de lumiére, de tension mécanique, de pression
osmotique, de liaison hormonale, etc. et traduisent ces signaux en changements intracellulaires

(Schwartz et al., 1997; Schwartz et al., 2011).

1.5.2 Localisation et fonction des cils mobiles

Chez les mammiferes, on retrouve les cils mobiles a la surface des épithéliums respiratoires,
dans le systéme nerveux central, dans les systémes reproducteurs male et femelle. Le flagelle
des spermatozoides posséde une structure analogue aux cils mobiles. Un autre type de cils
mobiles est présent transitoirement a la surface du nceud embryonnaire ventral. Le nombre et la
longueur des cils varient considérablement entre ces différents types de tissus (Afzelius, 2004).

La figure 4 illustre ces localisations variées.

27



1.5.2.1 Les cils de I’épithélium respiratoire

Des cils mobiles et un épithélium cilié sont présents au niveau du systéme respiratoire
supérieur. On les retrouve, sur la muqueuse de 'oreille moyenne, au niveau des cavités nasales,
des sinus paranasaux, des trompes d’Eustache et dans le naso-pharynx. On les retrouve
également au niveau du tractus respiratoire inférieur, dans la trachée, les bronches et les

bronchioles respiratoires.

Les cils présents sur le tractus respiratoire sont un des composants clés de la clairance
mucociliaire. Chaque cellule épithéliale possede environ 200 cils qui se projettent a sa surface.
Leur longueur est d’environ 6 pm. La fréquence de battement normale est de 10-12 battements

par seconde (Afzelius, 2004).

Leur fonction est de propulser la couche de mucus qui repose a leur extrémité. Les cils
respiratoires ont un mouvement principalement vertical pendant la premiére phase de
battement, ce qui leur permet de pénétrer la couche de mucus qui les recouvre, propulsant ainsi
le mucus vers le pharynx. Durant la seconde phase, la quasi totalit¢é du cil bouge
horizontalement, dans la couche de fluide périciliaire qui est relativement immobile et situé en

dessous de la couche de mucus (Boucher, 2004; Braiman et Priel, 2008).

Il existe une coordination des cils d’'une méme cellule, mais aussi entre les cellules adjacentes
afin de propulser le mucus vers l'oropharynx. Tous ensemble, ils générent un mouvement
métachronal, caractérisé par un mouvement ondulatoire généré par une activation séquentielle,
et non synchronisée, des cils présents a la surface de I'épithélium. Le mécanisme de coordination
entre les cils qui génére ce mouvement n’est pas encore élucidé. La proximité spatiale des cils
jouerait un réle important pour la coordination (Gheber et Priel, 1989). La coordination du
battement ciliaire entre les cellules ciliées pourrait étre liée a des flux de calcium au travers de
gap junctions (Sanderson et al., 1988). De plus, 'environnement dans lequel les cils battent est
constitué de fluide, ce qui implique qu'il existe des forces hydrodynamiques entre les cils. Ces
interactions hydrodynamiques pourraient étre le facteur le plus important de la coordination
ciliaire a la surface de I'épithélium respiratoire et expliqueraient la longueur limitée des ondes

métachronales (Gheber et al, 1998).
Une clairance mucociliaire efficace dépend donc de la présence d’'un nombre suffisant de cils a la

surface de la cellule, de leurs battements a une fréquence appropriée, mais aussi de la forme de

leurs battements et de la coordination entre les cellules de I’épithélium respiratoire.
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Enfin les cils présents a la surface de cet épithélium jouent également un réle sensoriel puisque
leurs membranes ciliaires possédent notamment des récepteurs sensibles a l'amertume.
L’interaction de composés amers avec ces récepteurs entraine une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium qui induit une augmentation de la fréquence des
battements ciliaires. Cette augmentation de fréquence permet une élimination plus rapide des

composés toxiques par 'accélération de la clairance muco-ciliaire (Shah et al., 2009).

1.5.2.2 Les cils du systéme nerveux central

Des cils mobiles sont également retrouvés sur les cellules épendymaires qui tapissent les
ventricules cérébraux. Ces cils sont plus longs que ceux de I'épithélium respiratoire. [Is mesurent
entre 10 et 15 pm et battent a une fréquence plus élevée. Ils sont également moins nombreux,

leur nombre varie entre un seul cil et une douzaine par cellule.

Leur réle n’est pas clairement identifié, mais ils faciliteraient le mouvement du liquide céphalo-
rachidien (LCR). En effet, le développement d'une hydrocéphalie chez des souris possédant des
mutations sur des génes liés aux cils, suggére fortement que les cils épendymaires jouent un role
dans le transport du LCR (Ibafiez-Tallon et al, 2002). Cependant, il est peu probable que le
battement ciliaire soit responsable de la majeure partie du mouvement de LCR qui est produit
au niveau des plexus choroides. En effet, les changements de pression au sein des vaisseaux
cérébraux, entre la systole et la diastole, contribuent a la majeure partie du mouvement du LCR
(Bradley et al, 1986). Les cils pourraient jouer un role particulierement important dans la
circulation du LCR au niveau des portions les plus étroites comme 'aqueduc de Sylvius ou le

foramen.

En I'absence de flux correct, 'accumulation de LCR résulte en une augmentation de pression au
sein des ventricules cérébraux qui mene a la perte des cellules épendymaires et a la mort
cellulaire des neurones du cortex et finalement résulte en un amincissement du cortex cérébral

(Del Bigio, 2004).
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1.5.2.3 Les cils et le systéme reproducteur

On retrouve des cellules ciliées au niveau des trompes de Fallope, de 'endomeétre et du cervix
chez la femelle. Ces cils faciliteraient le transport de l'ovocyte, des ovaires a l'utérus. Les
changements hormonaux cycliques induisent des modifications au niveau de I'épithélium des
trompes de Fallope qui affectent les cellules ciliées et la fréquence du battement ciliaire
(Verhage et al, 1979; Donnez et al., 1985). Le mécanisme par lequel I'épithélium répond a divers
stimuli hormonaux n’est pas completement élucidé, mais le cil pourrait jouer un réle de fonction
sensorielle et de transduction des signaux provenant de l'environnement extracellulaire

(Teilmann et al., 2005; Teilmann et al., 2006).

La propulsion des gameétes et des embryons est due a des interactions complexes entre la
contraction musculaire, I'activité ciliaire et le courant généré par les sécrétions des trompes de
Fallope (Lyons, 2006). Les cils ne seraient donc pas indispensables au transport de l'ovocyte

(Halbert et al, 1997).

Les cils mobiles jouent également un réle dans le systeme reproducteur masculin, puisqu’ils
tapissent une partie de I'épididyme et du canal déférent. Ces cils assisteraient le transport des
spermatozoides des testicules vers l'urétre. Enfin, le flagelle du spermatozoide posséde une
ultrastructure qui s’apparente fortement a I'axoneme des cils mobiles. Il est beaucoup plus long
que ces derniers et mesure environ 45 pm et possede également des bras de dynéine. Le
mouvement qu'il génére est différent de celui des cils mobiles puisque le flagelle développe un

mouvement sinusoidal (Afzelius, 2004).

Chez 'homme, la composition des bras de dynéine varie en fonction du type cellulaire. En effet,
Fliegauf et al. (Fliegauf et al, 2005) ont démontré, par une analyse histochimique, que la
composition des BDE variait entre les cellules respiratoires et le flagelle des spermatozoides.
Dans les cellules respiratoires, le complexe DNH5 était présent sur toute la longueur de
I'axoneme ciliaire, tandis que DNAH9 était localisé exclusivement a I'extrémité distale du cil. Par
contre, le flagelle des spermatozoides montrait une disposition différente de ces composants,
avec DNAHS5 qui était localisé sur la portion proximale du flagelle et DNAH9 qui était présent sur

toute la longueur de 'axoneme (Fliegauf et al., 2005).
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Figure 4 : illustration de la localisation des différents types de cellules ciliés ainsi que leurs

structures (Fliegauf et al, 2007).

1.5.3 Cas particulier du nceud embryonnaire

Malgré la symétrie bilatérale externe, le corps des vertébrés posséde une asymétrie gauche

droite interne. Chez les mammiferes, le coeur est classiquement situé a gauche dans la cavité

thoracique et le foie est situé a droite dans la cavité abdominale. Dans les 20 dernieres années,

de nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes qui ménent a I'établissement de

I'asymétrie interne.
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1.5.3.1 Structure du nceud embryonnaire

Chez les mammiferes, le nceud embryonnaire est situé a l'extrémité distale de 'embryon
cylindrique. Il est constitué de deux couches cellulaires au sein desquelles 200 a 300 cellules
sont ciliées. Chaque cellule possede un seul cil (monocil) qui provient de la face ventrale de

I'embryon (Sulik et al., 1994).

Dans la plupart des études chez la souris, les cils du nceud embryonnaire possedent un
arrangement de type 9+0, sans paire de microtubules centrale (Bellomo et al, 1996; Takeda et
al, 1999). Toutefois, un arrangement de type 9+2 a été mis en évidence chez le lapin (Feistel et
Blum, 2006) et le zebrafish (Kramer-Zucker, 2005) et une étude menée sur le nceud
embryonnaire chez la souris a mis en évidence la présence de cils mobiles possédant une paire

centrale de microtubules (Caspary et al, 2007).

Ces cils développent une activité motrice rotationnelle, car ils possédent des bras de dynéine
(Nonaka et al, 1998; Okada et al, 1999; Takeda et al, 1999). Chez 'embryon de souris, des
mutations dans un gene codant pour une chaine lourde des BDE étaient associées a 'immobilité

des cils présents sur le nceud embryonnaire (Supp et al, 1997).

1.5.3.2 Génération du flux nodal

Certains cils présents au niveau du nceud embryonnaire sont capables de générer un flux
nécessaire a l'initiation de la cascade des signaux menant a I'asymétrie gauche-droite (Nonaka et
al., 1998). La surface ventrale du nceud embryonnaire chez les mammiféeres, ou de la structure
équivalente chez des autres vertébrés est couverte de monocils qui tournent dans le sens des
aiguilles d’'une montre, générant ainsi un courant dirigé vers la gauche, dénommé le flux nodal
(Essner et al., 2002). Quand les cils du nceud sont immobiles ou absents, le flux nodal n’existe
pas, ce qui conduit a une latéralisation aléatoire des différents organes (Supp et al, 1997;
Nonaka et al, 1998; Okada et al, 1999). A contrario, la génération d’'un flux de fluide artificiel
dirigé vers la droite sur des embryons de souris inversait I'asymétrie gauche-droite (Nonaka et
al, 2002). Ces résultats indiquent que la génération du flux nodal est un élément clé dans

I’établissement de 'asymétrie de nos organes internes.

Deux hypothéses ont été proposées afin d’expliquer la détermination de I'asymétrie par le flux

nodal (Figure 5).
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La premiére hypothese repose sur le « modeéle des deux cils ». Dans ce modéle, des cils mobiles
localisés au centre du nceud embryonnaire généreraient le flux nodal et des cils « sensoriels »
situés a la périphérie du nceud pourraient détecter ce flux et initier la cascade des signaux liée au
développement. Ce modéle est principalement basé sur I'observation que l'expression de la
polycystine-2, une protéine impliquée dans la mécano-sensation, est limitée a la périphérie du
nceud, alors que les cils situés au centre expriment une protéine impliquée dans la structure des
dynéines (LRD) mais n’expriment pas la polycystine 2 (Pennekamp et al, 2002; Mcgrath et al,
2003). Cette hypothése semble étre confirmée par une étude réalisée sur le nceud
embryonnaire chez la souris, dans laquelle les cils en position centrale contenaient des dynéines
et étaient capables de générer un flux, tandis que les cils présents a la périphérie du nceud
étaient immobiles (Mcgrath et al, 2003). La coexistence de cils avec un arrangement de type
9+2 et 9+0 au sein du nceud embryonnaire pourrait également étayer cette hypothése (Caspary

etal., 2007).

La deuxiéme hypothése postule que des facteurs transportés par le flux nodal pourraient
déclencher l'initiation de la régulation de genes spécifiques au coté gauche. Le flux nodal
emporterait des vésicules remplies de morphogénes vers la gauche ou ces vésicules seraient
brisées et libéreraient leur contenu afin de déclencher 'activation des génes du c6té gauche

(Tanaka et al., 2005).

Ces deux hypothéses ne sont pas mutuellement exclusives et pourraient toutes deux intervenir

dans la détermination de I'asymétrie.
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Figure 5: Illustration des deux mécanismes responsables de la latéralisation des organes
internes. En haut, des vésicules remplies de morphogénes sont emmenées du coté gauche par le
flux nodal généré par les cellules ciliées ou elles s’ouvrent et déversent leur contenu. Les
morphogenes se lient alors a des récepteurs spécifiques transmembranaires localisés sur la
membrane ciliaire, ce qui induit une libération du Ca2* intracellulaire et des événements en aval
qui rompent la bilatéralité.

Le schéma du bas représente le modeéle des deux cils. Les cils mobiles du centre génerent un flux
nodal dirigé vers la gauche qui est mécaniquement détecté par le ploiement des cils sensoriels
localisés a gauche. Le ploiement des cils déclenche la libération du Ca?* intracellulaire du coté

gauche qui initie I'établissement de I'asymétrie (Fliegauf et al, 2007).
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2 Ciliogénese et transport intra-flagellaire

2.1 Les premiéres étapes de I'assemblage ciliaire

On distingue quatre grandes étapes dans l'assemblage du cil primaire (Sorokin, 1962). Ces
différentes étapes sont illustrées dans la figure 6. Les trois premiéres étapes correspondent au
pré-assemblage du cil et la quatrieme étape correspond a I’élongation de 'axonéme ciliaire via

le transport intra-flagellaire des composants de I'axoneme cilaire.

La premiére étape est caractérisée par 'attachement d'une vésicule provenant de I'appareil de
Golgi a 'extrémité distale du centriole « mére ». Lors de cette étape, 'axoneme ciliaire naissant
émerge et la vésicule s’invagine a cause de I'extension du centriole et de 'accumulation des

structures accessoires qui deviendront le corpuscule basal.

La deuxieme étape correspond a la fusion des vésicules environnantes avec la nouvelle
membrane qui se forme a la base du cil afin de créer une gaine qui entoure I'axonéme en

construction dans lequel les paires de microtubules sont rapidement assemblées.

Lors de la troisieme étape, la membrane entourant 'axonéme atteint la surface cellulaire. La
membrane ciliaire fusionne alors avec la membrane plasmatique et le corpuscule basal s’arrime

a la périphérie de la cellule (Sorokin, 1962).

h primary cilium
Stages in primary cilia assembly @

axoneme

plasma membrane

centriolar © . ) @ centriole
vesicle (CV) (2) centriolar migration and fusion
) -~ @ of CV with secondary CVs
SN e
@ @—mother centriole (3) docking and fusion with the
\daughter centriole plasma membrane

(@) IFT-mediated elongation of
the primary cilium

Golgi

Figure 6 : Schéma reprenant les quatre étapes de la formation du cil primaire (Pedersen et al,

2008).
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2.2 Le transport intraflagellaire

Les cils sont assemblés par une voie de transport extrémement conservée, appelée le transport
intraflagellaire (IFT). L'IFT est caractérisé par un mouvement bidirectionnel de macromolécules

le long de 'axonéme.

Ce transport a été identifié pour la premiére fois par Kozminski et al. en 1993. Cette équipe a mis
en évidence la présence de particules, suffisamment grandes pour étre observées en
microscopie optique et qui se déplagaient sous la membrane flagellaire a une vitesse de 2 - 3
um/s. En microscopie électronique, les particules d’IFT apparaissent comme du matériel
électron-dense qui occupe l'espace entre les microtubules périphériques et la membrane
flagellaire. Les particules sont organisées en convoi (encore appelé « IFT trains ») de longueur

variable (Kozminski et al., 1993).

Le transport antérograde est caractérisé par le mouvement de particules de la base vers
I'extrémité du cil tandis que le transport rétrograde se fait de I'extrémité du cil a sa base. Les
particules propulsées par la voie antérograde sont des précurseurs des structures axonémales,
comme la tubuline (Bhogaraju et al, 2013) ou des composants des crétes radiales, destinées au
site d’assemblage a I'extrémité du cil. En revanche, les particules qui se déplacent par voie
rétrograde sont associées au turn-over de 'axonéme et sont ramenées a la cellule pour y subir

un recyclage (Qin, 2004).

Les particules sont propulsées par des moteurs moléculaires. La kinésine 2 est le moteur
moléculaire de la voie antérograde puisqu’elle « marche» vers l'extrémité positive des
microtubules (Cole et al, 1998). Ce complexe protéique utilise I’énergie libérée par I'hydrolyse
de I'ATP afin de propulser les trains a I'extrémité du cil (Pedersen et Rosenbaum, 2008). Les
dynéines cytoplasmiques motrices 2 et 1B fournissent la force du mouvement le long des
microtubules de 'axonéme de la voie rétrograde (Pazour et al., 1999; Porter et al, 1999; Perrone

etal., 2003).

Ce transport est réalisé a 'aide de deux complexes IFT, le complexe IFT A contenant 6 sous-
unités et le complexe IFT B qui est constitué de 14 sous-unités. Le role de ces complexes serait
d’agir en tant qu’adaptateur entre les moteurs (kinésine-2 et dynéine cytoplasmique) et le
chargement. Plusieurs études ont démontré que des mutations dans les composants de ces

complexes IFT, étaient associées a des ciliopathies (Pazour et al., 1999; Fliegauf et al., 2007).
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Figure 7 : illustration du transport intraflagellaire.

Etape 1: les particules et les moteurs se positionnent en périphérie du corpuscule basal.

Etape 2: la kinésine-2 effectue le transport antérograde des complexes A et B, des
précurseurs axonémaux et de la dynéine cytoplasmique.

Etape 3 : libération des différents éléments a I'extrémité du cil

Etape 4 : les complexes A et B se lient a la dynéine cytoplasmique activée. La kinésine 2
s’attache également a ce « train ».

Etape 5 : la dynéine cytoplasmique 2 transporte les autres composants de I'IFT, ainsi que
les produits du turn-over axonémal vers la cellule.

Etape 6 : Les composants de I'IFT sont a nouveau dans la cellule.

L’image de droite représente une section longitudinale du flagelle de chlamydomonas en TEM,

avec deux groupes de particules d’'IFT (Pedersen et Rosenbaum, 2008).
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2.3 La différentiation en cils mobiles

Chez les mammiferes, seules certaines cellules dans des tissus spécifiques ont la capacité de

former des cils mobiles. Ce qui implique 'existence d'un « programme » génétique dédié a la

ciliogénése des cils mobiles, activé uniquement dans certains types cellulaires.

Jain et al. ont démontré qu’'un cil primaire était présent transitoirement sur I'épithélium des
cellules respiratoires non-différenciées, mais que ce cil primaire disparaissait dans les cellules
bien différenciées des voies respiratoires de 'adulte. Leurs résultats suggerent que les cellules
possédant un cil primaire seraient vouées a devenir les cellules ciliées de 1'épithélium
respiratoire, notamment, parce qu’elles présentent deux marqueurs précoces de la cellule ciliée

mobile naissante : des centrioles répliqués et I'expression de Foxj1 (Jain et al.,, 2010).

Foxjl est un des acteurs clés dans la formation des cils mobiles puisqu’il est exprimé dans
différents tissus possédant des cils mobiles (Hackett et al, 1995; Brody et al, 2000; Jain et al,
2010), que son absence induit 'apparition de défaut de latéralité et d’hydrocéphalie chez la
souris {Brody 2000, Jacquet 2009} et que I'expression ectopique de Foxjl chez le zebrafish et
Xenopus est suffisante pour induire une croissance de cils mobiles dans des divers tissus

(Stubbs et al, 2008; Yu et al., 2008).

Centriologenesis Primary cilia Motile

Specification for motile ciliogenesis resorption axoneme assembly
it S ()]
a-l N °o
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Primary Centriole Basal body  Basalbody  Early motile Mature motile
ciliogenesis replication formation docking cilia growth ciliated cell
Foxj1 expression =

Figure 8: Proposition de modéle expliquant la différentiation des cellules ciliées mobiles a
partir d’un cil primaire. Une cellule épithéliale respiratoire possédant un cil primaire génére une
cellule fille qui entre dans la voie de différenciation d’une cellule ciliée. Dans un environnement
approprié, la présence d’un cil primaire indique les cellules qui généreront plusieurs centrioles,
qui formeront plus tard, les corpuscules basaux, et qui exprimeront Foxj1. Une fois que la cellule
exprime Fox]1, elle est destinée a posséder des cils mobiles et le cil primaire disparait (Jain et al,

2010).
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3 L’escalator et la clairance muco-ciliaire

Les voies respiratoires bifurquent 20 a 25 fois entre la trachée et les alvéoles. L’air s’engouffre
en premier lieu au niveau d’un passage relativement étroit dans les cavités nasales et la trachée
et atteint ensuite une surface totale tres importante due au grand nombre de bifurcations au
sein des bronches et des bronchioles. Cette forme d’entonnoir pose quelques problémes en
terme de défense pulmonaire puisque, a chaque respiration, les poumons sont exposés a des
pathogénes inhalés, tels que des poussiéres, des bactéries ou encore des toxines. Un systeme de
défense local et complexe s’est progressivement mis en place afin de protéger les voies
respiratoires. Ce systéme de défense contient notamment I'escalator muco-ciliaire dont le réle
est d’éliminer mécaniquement les particules qui se déposent a la surface de I'épithélium. Cet
escalator muco-ciliaire représente la premiere ligne de défense envers le bombardement
constant de ces particules inhalées. Il est constitué d’'un épithélium cilié et de deux couches de

mucus. La toux représente un autre mécanisme de clairance pulmonaire.

3.1 L’épithélium

L’épithélium des voies respiratoires est un épithélium cilié pseudostratifié. Il est composé de
différents types de cellules qui sont toutes directement en contact avec la membrane basale. Il
est composé d’une seule couche cellulaire, mais les noyaux ne sont pas alignés sur un méme
plan, ce qui donne cet aspect multi-couches.

La majorité des cellules qui le composent sont de trois types: les cellules ciliées, les cellules

sécrétantes et les cellules basales.

Les cellules ciliées sont des cellules cylindriques qui possedent les cils décrits dans le chapitre
précédent. Ce sont les cellules prédominantes de I'épithélium respiratoire puisqu’elles
représentent plus de 50% des cellules et leur réle est de propulser le mucus des bronches

jusqu’au pharynx.

Les cellules sécrétantes liberent différentes molécules antimicrobiennes (defensine, lysozyme et
IgA), mais aussi des molécules immuno-modulatrices (cytokines) ainsi que de grosses
glycoprotéines appelées mucines qui peuvent fixer de grandes quantités d’eau et former ainsi la
couche de mucus recouvrant I'épithélium respiratoire (Evans et al, 2010). Parmi les cellules
sécrétantes, les cellules muqueuses sont relativement nombreuses. Ces cellules contiennent

des granules de mucine. Elles sont reconnaissables grace a leur forme de calice et leurs granules
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qui sont relativement clairs en microscopie électronique. Les cellules séreuses sont présentes
en moins grand nombre. Elles ressemblent aux cellules muqueuses car elles possédent
également des granules mais ceux-ci sont électron-denses. Les cellules de Clara quant a elles,
sont responsables de la production du surfactant. On les retrouve dans I'épithélium des

bronches et des bronchioles.

Les cellules basales sont petites et cuboides. Elles ont gardé des capacités de différenciation et
sont considérées comme des cellules souches de I'épithelium respiratoire. Ces cellules sont, par
exemple, capables de migrer vers une zone lésée de I'épithélium afin de le couvrir et de se

différencier ensuite afin de restaurer I'épithélium.

L’épithélium respiratoire contient également un petit nombre de cellules neuroendocrines. Ces
cellules sécrétent un certain nombre d’amines biogéniques et de peptides qui joueraient un role
important dans la croissance foetale pulmonaire. Elles joueraient également un role de
chémorécepteur en détectant par exemple une hypoxie au niveau des voies respiratoires (Knight

et Holgate, 2003).

Le role de cet épithélium est de fournir les activités intégrées requises pour le transport du
mucus, notamment I'activité ciliaire et la régulation de la quantité en sel et en eau présente a la
surface cellulaire via le transport transépithélial d’ions. Il joue également un réle de bouclier
chimique contre les bactéries inhalées par la sécrétion locale de substances antimicrobiennes

(Knowles et Boucher, 2002).
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Figure 9 : illustration des différents types cellulaires présents dans I'épithélium respiratoire.

3.1.1 Leliquide présent a la surface de I’épithélium respiratoire

Ce liquide est composé d’au mois deux couches, une couche de mucus et une couche de fluide

périciliaire sous-jacente. La couche de mucus est composée d’un réseau de macromolécules de
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mucines qui sont particulierement adaptées pour se lier et retenir les particules inhalées, en
partie grace a la grande diversité de leurs chalnes de carbohydrates. En effet, les mucines
présentent un catalogue de toutes les séquences de carbohydrates et peuvent se lier en théorie,
a toutes les particules qui se posent sur I'arbre respiratoire et, du coup, les éliminer des voies

respiratoires (Lamblin et al, 2001).

La couche de liquide périciliaire posséde deux grandes fonctions. La premiere est de fournir aux
cils un environnement peu visqueux qui leur permet de battre rapidement, sans trop de
résistance. La seconde est d’'empécher que les glycoprotéines de la couche de mucus n’entrent en

contact avec le glycocalyx de la membrane apicale épithéliale (Knowles et Boucher, 2002).

Chez les individus sains, le mucus est constitué de 97% d’eau et seulement de 3% de solides. La
portion solide est constituée d’'un tiers de mucines, d’autres protéines, de lipides, de sels et de
débris cellulaires. Avec cette composition, le mucus a la consistance d'un blanc d’ceuf et peut
aisément étre déplacé par le battement ciliaire. Cependant, ce fragile équilibre peut étre
compromis soit par une hypersécrétion de mucines, soit par une mauvaise régulation du volume
de liquide ce qui peut conduire a un épaississement du mucus qui sera alors beaucoup plus

difficile a déplacer (Fahy et Dickey, 2010).

La grande quantité d’eau présente dans la couche de mucus sert de tampon au fluide périciliaire,
ce qui permet a cette couche de maintenir un volume suffisant durant des variations

physiologiques de I'hydratation des voies respiratoires (Tarran et al, 2001).

Précédemment, on considérait que la couche de liquide périciliaire était constituée
principalement d’eau. Cependant une étude récente, suggere que cette couche est constituée
d’'une grande quantité de mucines et de grandes glycoprotéines qui seraient intimement liées
aux cils et formeraient ainsi un fin filet. Ce réseau préviendrait la pénétration de molécules plus
grandes comme les particules inhalées et les mucines de la couche de mucus dans le fluide
périciliaire. Ce modéle expliquerait pourquoi les deux couches peuvent coexister sans se

mélanger (Button et al, 2012).
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3.1.2 Mouvement du liquide présent a la surface des voies respiratoires

3.1.2.1 Transport macroscopique

Une approche utile pour quantifier la clairance basale du mucus chez 'homme est de mesurer la
clairance de particules radioactives déposées au niveau des poumons en fonction du temps, et ce
par scintigraphie. Cette clairance dépend des interactions entre les cils et la couche de mucus les
surplombant. La fréquence des battements ciliaires ainsi que l'efficacité des cils sont des
déterminants majeurs du taux de clairance, mais la quantité et les propriétés viscoélastiques des
mucines ainsi que celles de la couche de fluide périciliaire sont également importantes. Une
grande variabilité du taux de clairance existe, méme chez des patients sains (Wanner et al,

1996).

3.1.2.2 Transport microscopique

Des interactions complexes existent entre les cils, les mucines mobiles de la couche de mucus et
le fluide périciliaire sous-jacent. Par exemple, les deux couches bougent le long de I'épithélium
de maniére unidirectionnelle, suite a I'action des cils (Matsui et al, 1998). Mais, les cils jouent
également un role dans le mouvement vertical au sein de la couche de mucus. Les particules qui
se déposent a la surface de la couche de mucus sont mélangées a celle-ci et sont alors prises au
piege (Worlitzsch et al.,, 2002). Cette particularité permet a la couche de mucus d’éliminer tous

les types de particules inhalées.

Le battement ciliaire agit aussi sur la surface inférieure de la couche de mucus afin de propulser
celui-ci vers le pharynx. Ce déplacement entraine une friction entre la couche de mucus et la
couche de fluide périciliaire, qui a pour conséquence un déplacement de cette couche secondaire

dans un sens opposé et a la méme vitesse que la couche de mucus.

3.2 Latoux, second mécanisme de clairance mucociliaire

La toux est le second mécanisme qui permet la clairance du mucus. Par définition, cette clairance
est indépendante de l'activité des cils mais son efficacité dépend des propriétés de la couche de
mucus et de la couche de fluide périciliaire (Knowles et Boucher, 2002). En effet, I'épaisseur et le
volume de liquide présent a la surface des voies respiratoires sont directement corrélés a

I'efficacité de la toux, tandis que celle-ci est inversement proportionnelle a sa viscosité.
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L’absence de fluide périciliaire permet a la couche de mucus de se lier aux cils et réduit

I'efficacité de la toux comme c’est le cas des patients atteints de mucoviscidose.

Les patients atteints d'une dysmotilité ciliaire ne possédent pas de clairance muco-ciliaire
basale. Par contre, la toux en tant que mécanisme de clairance existe bel et bien chez ces patients
(Ellerman et Bisgaard, 1997b; Marthin et al, 2010a). Du coup, ces patients peuvent avoir une
clairance muco-ciliaire quasiment normale, pourvu qu’ils toussent de maniere répétée. Le fait de
conserver un mécanisme de clairance grace a la toux explique probablement pourquoi les
patients atteints de dysmotilité ciliaire présentent un phénotype pulmonaire moins grave que

celui des patients atteints de mucoviscidose.
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4 Ciliopathies

Les ciliopathies représentent un groupe trés hétérogene de maladies, tant sur le plan
phénotypique que génétique. Elles ont toutes une dysfonction ciliaire a l'origine de leurs
mécanismes pathologiques. La découverte que de nombreuses pathologies étaient liées a des
génes codant pour des composants ciliaires a souligné I'intérét d’'une meilleure connaissance de

ces structures.

Le seul désordre des cils mobiles bien défini est la dyskinésie ciliaire primaire (DCP), encore
appelé le syndrome du cil immobile (Noone et al, 2004). Ce syndrome hétérogene est
principalement lié a des mutations dans des genes codant pour des protéines impliquées dans la

génération du battement ciliaire.

Les mutations dans des génes impliqués dans I’élaboration ou dans la structure du cil primaire
sont responsables d’autres syndromes. Parmi ces syndromes, on retrouve des maladies touchant
la fonction rénale comme les maladies polykystiques ou la néphrophtisie. On retrouve également
de nombreuses maladies de I'ceil comme la rétinite pigmentaire ou des syndromes plus
complexes, comme le syndrome de Bardet-Biedl, le syndrome de Meckel-Gruber ou encore le

syndrome de Joubert (Hildebrandt et al, 2011).

On pourrait s’attendre a ce que les mutations qui affectent la structure ou les processus de
ciliogénése conservés entre le cil primaire et le cil mobile (corpuscule basal, microtubules ou
transport intra-flagellaire), soient a I'origine de maladies dont le phénotype refléte la fonction
des deux types de cils, et que les mutations affectant des voies spécifiques a un type de cils
seraient a I'origine d’un spectre plus restreint de signes cliniques.

Or, beaucoup de maladies classiquement attribuées a une atteinte des cils primaires présentent
certaines caractéristiques d’une atteinte des cils mobiles. Il existe un chevauchement entre les
phénotypes des différentes ciliopathies. On peut citer, par exemple, des cas de DCP associés a
une rétinite pigmentaire (Moore, 2005) ou encore des cas de DCP liés a un syndrome oral-facial-
digital (Budny et al., 2006) ainsi que des maladies polykystiques rénales associées a des lésions

de bronchiectasie (Driscoll, 2008).
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5 Ciliome et organisme modele

L’identification d’'un nombre croissant de ciliopathies a permis d’acquérir une meilleure
connaissance des constituants des cils ainsi que des protéines qui interviennent dans son
développement. La structure des cils mobiles et des cils primaires étant largement partagée, une
grande proportion des constituants se retrouve dans les deux types de cils. Cependant, chacun

des types posséde des constituants uniques qui sont nécessaires a leur fonction spécifique.

Un certain nombre d’études se sont intéressées aux protéines impliquées dans la structure ou
dans la biogénese des cils chez des différents types d’organismes modéles, depuis un organisme
unicellulaire flagellé tel que chlamydomonas, jusqu’a des organismes beaucoup plus complexes
tels que la souris. Ces études ont été réalisées a l'aide de différentes approches telles que la
protéomique, la bioinformatique, ou encore la génomique comparative. Elles sont la source de

deux bases de données relatives aux cils (cilia proteome : http://v3.ciliaproteome.org/cgi-

bin/index.php; ciliome : http://www.sfu.ca/~leroux/ciliome_home.htm ) avec l'identification de

plus de 1200 protéines impliquées de pres ou de loin dans la structure ou la fonction des cils
(Gherman et al, 2006; Inglis et al, 2006). Le paragraphe suivant reprendra une breve

présentation des différentes études utilisées afin de générer ces deux bases de données.

5.1 Analyse protéomique de I’'axonéme

Un moyen efficace d’identifier des protéines ciliaires est de réaliser des analyses de protéomique
sur des cils isolés. Ces études ont été réalisées sur différents types d’organismes modéles en
utilisant la spectrométrie de masse apres digestion, afin de séparer et de caractériser les

différentes molécules constituantes du cil.

Certaines de ces études ont été menées sur I'axoneme ciliaire de protozoaires flagellés comme
trypanosoma brucei (Broadhead et al,, 2006) ou tetrahymena thermophila (Smith et al, 2005).
Ces études ont permis l'identification de plusieurs centaines de protéines impliquées dans la
structure du flagelle. Une autre étude, réalisée sur I'axoneme et la membrane ciliaire de flagelles
purifiés provenant de l'algue verte, C. reinhardtii a permis de mettre en évidence plus de 600

protéines impliquées dans ces structures (Pazour, 2005).

D’autres études de protéomique, ont été réalisées sur des cellules provenant d’organismes

beaucoup plus complexes. Par exemple, une analyse a été effectuée sur des cellules épithéliales
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respiratoires humaines, mises en culture sur une interface air-liquide. L'isolation d’'une quantité
suffisante d’axonéme ciliaire a permis l'extraction de plus de 200 protéines axonémales. Sans
surprise, les isoformes des tubulines o et  ainsi que des constituants des bras de dynéine
représentaient la plus grande proportion des protéines extraites (Ostrowski et al., 2002). Enfin,
une derniére étude s’est intéressée aux différents constituants du cil sensoriel des
photorécepteurs présents sur la rétine des souris. Cette structure représente I’évolution extréme
d’un cil primaire. Plus de 1900 protéines différentes ont été identifiées au sein de cette structure
complexe comprenant un segment externe incluant 'axonéme, le corpuscule basal, la portion
transmembranaire ainsi que la portion interne de la cellule. La plupart de ces protéines sont
probablement liées a la fonction ultra-spécialisée de ce cil puisque la grande majorité d’entre

elles ne se retrouvaient pas chez des organismes ciliés moins complexes (Liu et al.,, 2007).

5.2 Analyse protéomique du corpuscule basal

Une seule des deux bases de données (ciliary proteome) reprend deux études de protéomique
s'intéressant aux constituants du corpuscule basal chez I'homme et chez l'algue verte,
respectivement (Gherman et al,, 2006). La premiere étude s’est concentrée sur les constituants
du centriole, a partir de cellules humaines, en mitose et durant l'interphase. Plus d'une
cinquantaine de protéines différentes ont été identifiées (Andersen et al., 2003). La seconde s’est
intéressée aux constituants du centriole de C. reinhardtii et a permis d’identifier une petite

centaine de protéines.

5.2.1 Utilisation de la bioinformatique a la recherche des séquences X-box

La production d'un cil requiert la coordination de lI'expression de plusieurs centaines de
protéines, au bon moment et au bon endroit. Lorsque le flagelle ou le cil est retiré, on observe
I’émergence rapide de l'expression de genes flagellaires ainsi que l'assemblage rapide d'un
nouveau flagelle. Il existe donc des mécanismes de coordination de I'expression des génes au
niveau de leur transcription. La premiére preuve de l'existence de facteur de transcription
controlant I'expression de génes ciliaires a été mise en évidence chez un nématode possédant
des cellules ciliées, Caenorhabditis elegans (Swoboda et al.,, 2000). Swoboda et al. ont démontré
que beaucoup de genes impliqués dans la ciliogenese sont sous le controle d’'un facteur de
transcription de type RFX (regulatory factor X), qui reconnait un motif régulateur spécifique
appelé X-box, situé en amont du codon start de nombreux genes. Cette découverte a permis de

scanner l'ensemble du génome d’organismes ciliés tels que Caenorhabditis elegans afin
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d’identifier les genes dont 'expression dépendait d’'une séquence X-box. Ces études ont permis
d’'identifier de nombreux genes, codant notamment pour des nouvelles protéines du transport

intra-flagellaire (Blacque et al, 2005; Efimenko, 2005).

5.2.2 Etude de génomique comparative

L’amélioration des techniques de séquencage a rendu disponible de nombreux génomes
d’eucaryotes ciliés et non-ciliés, ce qui a permis la réalisation d’études génomiques comparatives
puissantes. En soustrayant le génome d’un organisme non-cilié de celui d’'un organisme cilié, on
obtient une liste de toute une série de genes potentiellement impliqués dans la fonction ciliaire.
Deux études ont utilisé cette approche. La premiere a recherché les points communs entre le
génome humain et celui de C. reinhardtii, pour en soustraire ensuite, celui d'un organisme non-
cilié Arabidopsis thaliana. Cette approche a permis d’identifier plus de 600 protéines différentes
dont la moitié environ n’avait pas de lien connu avec le cil (Li et al, 2004). Une deuxiéme étude
basée sur la méme technique a été réalisée en comparant le génome de six ciliés (Drosophile
melanogaster, Homo sapiens, Caenorhabditis elegans, Plasmodium falciparum, C. reinhardtii et
Trypanosoma brucei) avec des organismes non-ciliés (Arabidopsis thaliana, Dictyostelium
discoideum et Saccharomyces cerevisiae). La centaine de genes identifiés par cette méthode a
ensuite été séparée en fonction de leur présence ou absence dans certains des organismes ciliés
afin d’identifier, par exemple, les genes impliqués dans la structure ou la fonction des cils

mobiles (Avidor-Reiss et al., 2004).

5.2.3 Analyse du transcriptome pendant la régénération flagellaire

Stolc et al. ont réalisé une étude génome entier sur les quantités de transcrits d’ARN présents
chez Chlamydomonas pendant une nouvelle période de flagellation. Le flagelle des algues vertes
avait été au préalable détruit. Les auteurs ont ainsi identifié 220 genes qui étaient exprimés au

moins deux fois plus pendant cette régénération flagellaire (Stolc et al.,, 2005).

L’identification de plusieurs centaines de génes par des méthodes différentes et chez divers
organismes a permis d’élucider en partie, les différentes protéines impliquées dans la
construction des cils. L'utilisation de différentes méthodes, puis le croisement des résultats ont
permis aussi d’identifier des faux positifs ainsi que des faux négatifs. Un bref résumé des
différentes études utilisées dans les deux bases de données relatives aux cils est présenté dans la

table 1.
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Etude Méthode Organisme Protéines | Gherman | Inglis et

identifiées | etal 2006 | al 2006
(Lietal, 2004) Génomique comparative C. reinhardtii 688 v v
(Efimenko, 2005) Recherche des X-box Caenorhabditis elegans 395 v v
(Stolc et al., 2005) Analyse de transcriptome C. reinhardtii 220 v v
(Ostrowski et al, 2002) | Spectrométrie de masse Homo sapiens 165 v v
(Pazour, 2005) Spectrométrie de masse C. reinhardtii 652 v v

(Avidor-Reiss et al.,

2004) Génomique comparative | Drosophila melanogaster 183 v v
(Keller et al,, 2005) Spectrométrie de masse C. reinhardtii 129 v X
(Andersen et al,, 2003) Spectrométrie de masse Homo sapiens 110 v X
(Blacque et al., 2005) Recherche des X-box Caenorhabditis elegans 396 v v
(Broadhead et al, 2006) Spectrométrie de masse Trypanosoma brucei 326 v X
(Liu et al, 2007) Spectrométrie de masse Mus musculus 1925 v X
(Smith et al., 2005) Spectrométrie de masse | Tetrahymena thermophila 223 X v

Table 1 : Etudes composant les deux bases de données moléculaires relatives aux cils.

Comme nous venons de le voir, les cils sont des organelles trés complexes et les études de

génomique comparative et de protéomique présentées ci-dessus suggerent que les cils des

vertébrés requierent jusqu’a 1000 polypeptides différents (Gherman et al., 2006).

La complexité et le nombre de protéines impliquées dans la formation et fonction ciliaire

refletent les roles multiples que les cils jouent chez les vertébrés (Gerdes et al.,, 2009).

48




6 Les dyskinésies ciliaires primaires chez ’"homme

6.1 Définition

Les dyskinésies ciliaires primaires sont des maladies génétiques rares, regroupant des
pathologies respiratoires liées a une anomalie constitutionnelle des cils mobiles. Ces anomalies
sont responsables d'une dysfonction de la mobilité ciliaire avec pour conséquence une variété de
manifestations cliniques, une atteinte des voies respiratoires comprenant des bronchites
chroniques qui ménent a de la bronchiectasie et des rhino-sinusites a répétition, mais aussi de

I'infertilité, et, dans la moitié des cas environ, des défauts de latéralité.

Les premiers cas ont été décrits au début du 20%me siécle. Ces patients étaient atteints d'un
syndrome clinique, appelé syndrome de Kartagener, caractérisé par la triade situs inversus,
sinusite chronique et bronchiectasie (Siewert, 1904; Kartagener, 1933). Dans les années
septante, des défauts ultrastructuraux dans I'organisation ciliaire sont mis en évidence chez des
patients atteints du syndrome de Kartagener, ainsi que d’autres patients atteints de sinusite
chronique et de bronchiectasie. Ce syndrome prend alors le nom de syndrome d’immobilité
ciliaire (Afzelius, 1976; Eliasson et al, 1977). Par la suite, plusieurs études démontrent que ces
cils conservent une activité motrice, mais que leurs battements sont non coordonnés et
inefficaces. Ce syndrome prend alors le nom de dyskinésie ciliaire primaire qui décrit mieux la
dysfonction ciliaire qui caractérise cette maladie. La dyskinésie ciliaire primaire est la premiére
ciliopathie humaine décrite (Afzelius, 1976).

Le mot « primaire » permet de différencier les défauts ciliaires d’origine génétique, des lésions
épithéliales acquises a la suite de divers dommages, telles que des infections respiratoires

virales ou I'exposition a des agents toxiques (Sleigh, 1981).

Les termes employés pour décrire les anomalies de latéralité sont parfois source de confusion.
Un arrangement anatomique gauche-droit normal est nommé situs solitus. Une image en miroir
de toutes les structures asymétriques est appelée situs inversus ou situs inversus totalis. Quand
I'axe gauche-droit n’est ni normal, ni une image en miroir, on parle de situs ambiguus, ou
d’hétérotaxie qui signifie en grec autre arrangement, ou encore de syndrome d’Ivemark,

d’asplénie ou de polysplénie.
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6.2 Epidémiologie

La prévalence des DCP est difficile a estimer de maniere précise et varie considérablement d’'une
étude a l'autre. Les estimations de la prévalence varient entre 1:4000 et 1:40.000, avec la
prévalence réelle se situant probablement autour de 1:10.000 dans la population générale
(Torgersen, 1947; Katsuhara et al, 1972; Afzelius et Stenram, 2006). La variation observée
reflete une véritable variabilité au sein de différentes populations, mais aussi les différences en
terme de moyens diagnostiques (Kuehni et al., 2010). De plus, les signes cliniques de patients
atteints de DCP varient considérablement en terme de sévérité et le diagnostic final peut étre
difficile a poser, particulierement chez les patients atteints de formes légeres. L’estimation de
1:10.000 pourrait donc représenter une sous-estimation de la prévalence réelle de la maladie,
particulierement quand il n’y a pas de défaut de latéralité et/ou lorsque 'axoneme ciliaire
présente une ultrastructure normale. Chez certains groupes ethniques, ou la consanguinité est

importante, la prévalence est également plus importante (O'callaghan et al, 2010).
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6.3 Phénotypes des dyskinésies ciliaires primaires

Les signes cliniques des patients atteints de DCP sont directement liés aux organes ou la mobilité
ciliaire est une composante importante de leur fonction normale. Le tractus respiratoire qui
posséde des cils depuis I'oreille moyenne jusqu’aux bronchioles, est 'appareil le plus touché lors
de DCP. Les manifestations cliniques du tractus respiratoire supérieur et inférieur sont donc,
une des caractéristiques essentielles des DCP. Elles sont la plupart du temps présentes juste

apres la naissance.

6.3.1 Atteinte du systéme respiratoire supérieur

6.3.1.1 Atteinte otologique

L’altération de la clairance muco-ciliaire dans I'oreille moyenne et les trompes d’Eustache induit
des manifestations séveres et précoces, dues a une prédisposition aux infections bactériennes
répétées. Cliniquement, elles se caractérisent par des otites aigués a répétition, par des otites
effusives, ou encore par des otorrhées récurrentes. Ces modifications peuvent conduire chez le
jeune enfant, a des otites chroniques et a des déficits auditifs dus a un défaut de transmission et
peuvent mener a des retards de langages (Kennedy et al.,, 2007a; Campbell et al., 2009; Pruliére-

Escabasse et al, 2010).

Dans une étude rétrospective évaluant les caractéristiques otologiques des enfants atteints de
DCP, tous les enfant des moins de 5 ans ont été diagnostiqués au moins une fois, avec une otite
chronique effusive, d'une durée d’au moins 3 mois. Les otites aigués étaient trés fréquentes chez
les jeunes enfants et leur fréquence diminuait au cours du temps pour disparaitre a I'dge adulte
(Pruliére-Escabasse et al., 2010). Dés lors, dans un contexte clinique suggérant une DCP chez un
enfant, I'absence d’épisode d’otite aigué ou chronique dans 'anamnese, ne plaide pas en faveur

d’un diagnostic de DCP (Campbell et al, 2009; Pruliére-Escabasse et al, 2010).

Les déficits auditifs dus a I'accumulation de sécrétion et a un défaut de transmission sont
également trés répandus chez les jeunes enfants (64%) et leur fréquence diminue

progressivement pour atteindre 15% chez le jeune adulte (Pruliére-Escabasse et al., 2010).

La fréquence et la sévérité des troubles otologiques pourraient varier avec le défaut ultra-

structurel sous-jacent. En effet, dans les cas de DCP ou la paire centrale de microtubules est
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touchée, la fréquence des otites aigues et chroniques est plus élevée que dans les cas ou les bras
de dynéine sont atteints et menent a une fréquence plus élevée de tympanostomie et de lésions

secondaires (Pruliére-Escabasse et al., 2010).

6.3.1.2 Atteinte sinonasale

Les rhinites sont présentes dés le plus jeune age et se caractérisent par de la congestion et du
jetage nasal. Elles posent des problemes tout au long de la vie des patients atteints de DCP. Les
sécrétions nasales sont la plupart du temps aqueuses ou mucoides, mais peuvent étre
purulentes durant les épisodes de surinfection bactérienne. Parfois, les rhinites a répétition

peuvent conduire a de 'anosmie (Noone et al, 2004).

Les sinusites aigues et chroniques touchent I'ensemble des sinus paranasaux et sont trés
fréquentes chez les enfants plus agés, les adolescents et a 'dge adulte, touchant jusqu’a 60% des
patients atteints de DCP (Sommer et al, 2011). Une aplasie ou une hypoplasie des sinus
paranasaux est une complication fréquente touchant environ trois quarts des individus atteints
de DCP. Les sinus les plus touchés sont ceux qui possedent une croissance post natale, a savoir
les sinus frontaux et sphénoidaux, ce qui suggére un réle déterminant des infections a répétition
et de 'inflammation chronique de la muqueuse. L’hypoventilation nasale liée a une obstruction
nasale précoce chez les jeunes enfants pourrait également jouer un réle dans le mauvais

développement de ces sinus (Pifferi et al., 2011).

Une polypose nasale est identifiée chez 18 a 30% des patients environ.

6.3.2 Atteinte du systéme respiratoire inférieur

L’atteinte des voies respiratoires inférieures apparait tot, durant 'enfance. La progression et la
sévérité de I'atteinte pulmonaire varient considérablement d'un individu a l'autre. Les raisons
pour lesquelles les DCP ménent irrémédiablement a des dommages structurels pulmonaires et
éventuellement a une insuffisance respiratoire, n’'ont pas été clairement établies. Cependant la
plupart des experts s’accordent sur la cascade d’événements qui ménent a ces lésions. Une
mutation délétére dans un géne intervenant dans la structure ou la fonction ciliaire est
responsable d'un défaut de la fonction ciliaire, ce qui induit un dysfonctionnement de la
clairance muco-ciliaire, suivie d'une infection et d’'une inflammation chronique des voies

respiratoires. L'inflammation est ensuite responsable de dommages structurels des voies
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respiratoires, et induit des lésions de bronchiectasie, qui peuvent mener a terme a une
insuffisance respiratoire. Le diagramme suivant reprend la pathogénese des 1ésions pulmonaires

dans la DCP (Sagel et al, 2011).

Abnormal cilia gene

i

’ Cilia dysfunction

Impaired mucociliary clearance l

'l

r Mucus obstruction s
Inflammation ? Infection

| Bronchiectasis ‘

Abnormal lung function

|

Respiratory failure

Figure 10 : Pathogénese supposée des lésions pulmonaires dans les DCP (Sagel et al, 2011).

Quand les lésions de bronchiectasie s’installent, un cercle vicieux apparait. En effet, cette
anomalie structurelle des bronches, favorise la stase du mucus qui, elle-méme, entretient
I'inflammation chronique. Le diagramme suivant illustre ce cercle vicieux. De plus, la stase du
mucus permet la formation de bouchons muqueux qui induisent une obstruction, voire une

oblitération des bronches qui aggravent la bronchiectasie (Mcshane et al., 2013).
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Figure 11 : Cercle vicieux induit par des lésions de bronchiectasie (Mcshane et al, 2013).

6.3.2.1 Le syndrome de détresse respiratoire du nouveau né

L’association entre un syndrome de détresse respiratoire chez le nouveau-né et la DCP suggére
que la fonction ciliaire joue un réle critique dans la clairance des fluides feetaux pulmonaires
(Ferkol et Leigh, 2006). Les poumons du feetus contiennent un fluide qui est produit en continu
et sécrété par le développement des pneumocytes alvéolaires. A la naissance, les poumons du
feetus sont remplis a 40% environ de leur capacité totale, par ce fluide, qui doit étre éliminé

rapidement pour permettre un échange d’air adéquat pendant la respiration (Jain, 1999).

Plusieurs facteurs sont importants pendant cette transition, notamment la compression
mécanique du thorax lors de 'accouchement, mais aussi le déplacement du liquide de 'espace
alvéolaire vers I'espace interstitiel qui est ensuite réabsorbé par la circulation pulmonaire et les
vaisseaux lymphatiques. Enfin, I'activation du transport de sodium provenant de la lumiére
entraine une absorption d’eau concomitante (Jain, 1999). La motilité ciliaire pourrait jouer un
role sur un de ces facteurs, ou pourrait étre un mécanisme de plus, dans la clairance des fluides

pulmonaires feetaux (Ferkol et Leigh, 2006).

Une grande proportion des patients atteints (43% et > 75%), ont un historique de détresse

respiratoire du nouveau-né d’origine indéterminée (Noone et al, 2004) (Holzmann et Felix,
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2000a) (Whitelaw et al.,, 1981; Hossain et al., 2003; Jain et al., 2007). Cette atteinte se caractérise
par de la congestion, de la toux, de la tachypnée, de I'hypoxie, et moins fréquemment par une
insuffisance respiratoire. Ces symptomes sont dus a une mauvaise élimination du mucus foetal
pulmonaire, chez un nouveau-né la plupart du temps, né a terme. L’association entre le
syndrome de détresse respiratoire du nouveau-né et la DCP suggére donc que la fonction ciliaire
joue un réle critique dans la clairance des fluides foetaux pulmonaires (Ferkol et Leigh, 2006).
Ces nouveau-nés requiérent une supplémentation en oxygéne pendant quelques jours. Dans
certains cas, ils nécessitent un support avec une ventilation mécanique prolongé (Holzmann et
Felix, 2000b). La présence d'un défaut de latéralité sur les radiographies thoraciques d'un
nouveau-né souffrant d'un syndrome de détresse respiratoire doit faire suspecter la présence

d’'une DCP sous-jacente (Ferkol et Leigh, 2006; Sagel et al., 2011).

Une incidence plus élevée de pectus excavatum est reportée chez les patients atteints (9% vs
0,3% pour la population générale)(Kennedy et al, 2007b)}. Le lien entre cette malformation
sternale et les DCP n’est pas clair, mais pourrait étre lié a l'augmentation des efforts

respiratoires en période néonatale.

6.3.2.2 Bronchite chronique, pneumonie récurrente et bronchiectasie

La dysfonction ciliaire provoque une déficience de la clairance muco-ciliaire dans les voies
respiratoires inférieures, ce qui provoque une stase du mucus et un risque accru d’infections
chroniques. Une toux chronique productive et quotidienne est présente chez tous les sujets

atteints. Des sifflements et la production d’expectoration muco-purulente sont tres fréquents.

Une progression vers des 1ésions de bronchiectasie est quasi systématique et débute, en général,
chez des enfants en age de scolarisation. Certains « case reports » mentionnent des lésions de
bronchiectasie détectables dans les premieres années de vie (Brown et al, 2008). Une étude
rétrospective portant sur les lésions radiographiques évaluées par CT-scan a haute résolution,
sur 45 patients atteints de DCP, révélait la présence d’'une bronchiectasie chez I’'ensemble des
adultes et chez 56% des enfants (Kennedy et al, 2007b). Une autre étude révélait que jusqu’a

trois quarts des enfants présentaient des lésions de bronchiectasie (Jain et al.,, 2007).

Les lésions de bronchiectasie ne sont pas uniformément distribuées au sein du parenchyme
pulmonaire. Une atteinte préférentielle du lobe moyen droit et des lobes pulmonaires inférieurs
est remarquée. L'atteinte des lobes pulmonaires supérieurs est exceptionnelle, contrairement a

la mucoviscidose qui touche préférentiellement ces lobes. L’atteinte préférentielle des lobes
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moyen et inférieurs pourrait étre liée a une plus grande difficulté de drainage des sécrétions
(Jain et al, 2007). La sévérité des 1ésions de bronchiectasie est corrélée avec 1'age, la fonction
pulmonaire, ainsi qu’avec la présence de pathogenes opportunistes comme les souches
mucoides de Pseudomonas aeruginosa (Kennedy et al., 2007b; Santamaria, 2008). Entre 10 et
27% des patients atteints de bronchiectasie ont subi une lobectomie (Noone et al, 2004;

Kennedy et al, 2007b).

Chez des patients agés, un dépot de calcium dans les voies respiratoires est possible pouvant
mener a 'expectoration de petites pierres de calcium. D’aprés Kennedy et al., environ un quart
des patients de plus de 40 ans présentaient de la lithoptysie. Ces broncholithes sont due a une
bio-minéralisation due a l'inflammation chronique des voies respiratoires et aux infections

répétées des sécrétions respiratoires (Kennedy et al., 2007a).

Les infections chroniques des voies respiratoires sont fréquentes, notamment par des agents
pathogénes opportunistes. Haemophilus influenzae est le pathogéne le plus fréquemment isolé,
dans 37% a 84% des cas (Noone et al, 2004; Jain et al, 2007; Santamaria, 2008). Un autre
pathogéne fréquemment isolé est Pseudomonas aeruginosa que l'on retrouve chez 38% des
enfants et jusqu'a 76% des adultes. Différentes souches ont été isolées, avec des souches
« lisses », davantage rencontrées chez 'enfant et des souches « mucoides » responsables de la
formation d’un biofilm et que 'on retrouve chez des patients plus agés (Noone et al, 2004;
Kennedy et al, 2007b; Santamaria, 2008). Les autres pathogenes fréquemment isolés sont
Staphylococcus aureus dans 10 a 22% des cas, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis.
Enfin, des mycobactéries non-tuberculeuses ont été isolées dans 9 a 14% des cas environ
(Noone et al, 2004; Kennedy et al, 2007b), et ce chez des patients agés. Certains patients sont
porteurs de plusieurs pathogénes respiratoires (Noone et al, 2004; Brown et al, 2008). Dans
peu de cas, environ 15% des sujets, la culture revient négative pour des agents pathogenes
(Noone et al, 2004; Santamaria, 2008). Un monitoring régulier de la flore des voies respiratoires

inférieures est donc recommandé.

6.3.2.3 Fonction pulmonaire

La fonction pulmonaire évaluée par spirométrie est en général réduite, et ce dés l'enfance
(Hellinckx et al, 1998; Brown et al, 2008). En effet, un tiers des enfants de moins de 6 ans
atteints présentent déja une fonction pulmonaire réduite (Marthin et al, 2010a). Typiquement,
cette dysfonction pulmonaire est caractérisée par un certain degré d’obstruction au passage de

'air, par de I'emprisonnement d’air et par une capacité pulmonaire totale normale (Hellinckx et
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al., 1998). Ellerman et al. montraient dans une étude prospective que la fonction pulmonaire de
patients adultes était diminuée par rapport aux enfants atteints de DCP (Ellerman et Bisgaard,
1997b). D’autres études démontrent que plus le diagnostic est posé tardivement, plus les
mesures de fonction pulmonaire sont réduites par rapport aux valeurs attendues avec une
réduction annuelle de la fraction expiratoire forcée de 0,8% environ (Noone et al., 2004; Marthin
et al, 2010b). De plus, certaines études ont montré qu’'une réduction de la fonction pulmonaire
mesurée a 'aide de la fraction expiratoire for¢cée sur une seconde, corrélait avec les 1ésions de

bronchiectasie (Kennedy et al, 2007b).

Peu d’études se sont intéressées a I'évolution de la fonction pulmonaire au cours du temps et les
données sont contradictoires. Plusieurs études suggérent que la fonction pulmonaire reste
stable, chez la plupart des patients, durant 'enfance et 'adolescence (Hellinckx et al, 1998)
(Ellerman et Bisgaard, 1997a), mais également chez I’adulte (suivi pendant 14 ans), lorsqu’un
traitement adapté est mis en place (Ellerman et Bisgaard, 1997b). D’autres suggérent de grandes
variations dans I’évolution de la fonction pulmonaire. Marthin et al.,, dans une étude portant sur
74 sujets atteints sur une période moyenne de 9,5 ans, montraient qu’environ 1/3 des patients
présentaient un déclin de leur fonction pulmonaire, tandis que 57% d’entre eux la conservaient
et que 10% montraient une amélioration, et ce apres la mise en place d'un traitement adapté
(Marthin et al., 2010a). Enfin dans I'étude réalisé par Noone et al. environ un quart des patients
étaient diagnostiqués avec une insuffisance respiratoire définie par de I'hypoxémie et un volume
expiratoire forcé en une seconde, réduit de 40% par rapport aux valeurs attendues (Noone et al.,

2004).

6.3.3 Atteinte du systéeme reproducteur

6.3.3.1 Chez I’lhomme

Le flagelle du spermatozoide posséde une structure similaire, mais pas identique a celle du cil
mobile. En conséquence la plupart des hommes atteints de DCP sont infertiles (Eliasson et al,
1977). La principale cause d’infertilité masculine est un défaut de mobilité des spermatozoides
due a des anomalies structurelles du flagelle (Eliasson et al, 1977; Munro et al, 1994). En
général, les anomalies structurelles observées sur le flagelle sont similaires a celles observées
sur les cils mobiles, comme l'absence de la paire centrale ou l'absence de bras de dynéine
(Neugebauer et al, 1990; Toyama et al, 1996). Dans certains cas, les anomalies structurelles

différent entre les cils de I'épithélium respiratoire et le flagelle. Ainsi une diminution des bras de
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dynéine responsable d’'une immobilité au sein du flagelle peut donner une structure et une
mobilité normale au niveau des cils respiratoires ou l'inverse (Jonsson et al, 1982; Walt et al,
1983). Ces différences démontrent que I'axonéme des cils respiratoires est proche de celui du

spermatozoide mais que chacun possede néanmoins des caractéristiques propres.

De I'azoospermie et de I'oligozoospermie sont également rapportées dans un certain nombre de
cas (Munro et al.,, 1994; Ichioka et al, 2006; Mittal et Shah, 2012). Cette diminution voir absence
de spermatozoides pourrait étre liée a un défaut de transport entre les testicules et l'uretre. En
effet, I'absence ou la dyskinésie des battements ciliaires, dans la portion ciliée du canal déférent
pourrait empécher le transport normal des spermatozoides. Philips et al. rapportent le cas d’'un
patient atteint d’'un syndrome de Kartagener avec une absence des bras de dynéine au niveau

des cils du canal déférent mais qui possédait des spermatozoides mobiles (Phillips et al, 1995).

La spermatogénese pourrait également étre compromise comme c’est le cas chez un modele
murin de DCP (Sironen et al, 2011). Néanmoins, certains hommes atteints de DCP ont une
analyse de sperme normale et plusieurs cas de fertilité spontanée chez des hommes atteints de
DCP ont été décrits (Munro et al., 1994; Noone et al., 2004).

Les hommes non-fertiles peuvent envisager une procréation médicalement assistée en utilisant
une injection intracytoplasmique de sperme pour contrecarrer I'absence de motricité des

spermatozoides (Matsumoto et al., 2010).

6.3.3.2 Chez la femme

Les femmes atteintes de DCP présentent un certain degré d’infertilité et un risque accru de
grossesse extra-utérine. Cette infertilité pourrait étre une conséquence d’une dysfonction ciliaire
au sein des trompes de Fallope (Halbert et al., 1997). Des cas d’infertilité totale, tout comme des
cas de grossesse spontanée ont été rapportés (Afzelius et Eliasson, 1983; Noone et al, 2004).
Afzelius et al. rapportent que sur dix-sept femmes atteintes de DCP, neuf d’entre elles n’ont
jamais été enceintes tandis que les huit autres ont réussi a avoir des enfants (Afzelius, 2004). Les
cas de grossesse spontanée pourraient s’expliquer par le fait que le transport de l'ovocyte
dépend davantage des contractions musculaires au niveau des trompes de Fallope, plutét que de
la coordination des battements ciliaires. Les femmes non fertiles peuvent envisager la

fécondation in vitro et le transfert d’embryons (Abu-Musa et al., 2008).
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6.3.4 Défaut de latéralité

Bien que le corps humain apparait symétrique quand on le regarde de I'extérieur, il existe une
asymétrie gauche-droite interne dont la disposition est globalement la méme chez tous les
sujets. Des malformations apparaissent lorsque le processus qui détermine I'axe droite-gauche

du corps ne fonctionne pas correctement durant 'embryogénése (Casey, 1998).

Le défaut de latéralité le plus fréquemment rencontré est le situs inversus que l'on retrouve
approximativement dans 50% des cas de DCP (Jain et al,, 2007)}. Toutefois la prévalence de situs
inversus est plus élevée dans une population de patients pédiatriques (supérieure a 60%)
comparativement a la population adulte. Cette différence peut s’expliquer par le fait que les
défauts de latéralité servent de marqueurs dans le diagnostic de la maladie (Noone et al, 2004;

Jain et al., 2007; Pittman, 2011).

Les défauts de latéralité sont liés a une dysfonction du nceud embryonnaire ce qui rend
I'orientation thoracoabdominale aléatoire et non prédéterminée génétiquement. En effet, un cas
de jumeaux monozygotes a été rapporté dont I'un était atteint de situs inversus, tandis que

I'autre avait une asymétrie gauche-droite normale (situs solitus)(Noone et al., 1999).

Un situs inversus peut apparaitre en absence de DCP. On considére qu’environ un quart des

patients présentant un situs inversus sont atteints de DCP (Kroon et al, 1991).

Il existe d’autres défauts de latéralité, moins fréquents, appelés situs ambiguus ou encore
hétérotaxie. On reconnait différents sous-types d’hétérotaxie. On parle d’isomérisme lorsque les
organes sont disposés symétriquement de facon anormale. Ainsi on parle d’'isomérisme gauche
quand le cceur présente un atrium gauche et une image en miroir de celui-ci formant I'atrium
droit. L'isomérisme gauche est également caractérisé par une polysplénie. Tandis que
I'isomérisme droit ou syndrome d’lvemark est caractérisé par une asplénie (Kim, 2011). Une
conséquence importante de I'hétérotaxie est la présence d’anomalies cardiaques congénitales
complexes. Une étude réalisée sur 337 patients atteints de DCP révélait la présence d’'un situs
solitus dans 46% des cas, d’un situs inversus dans 47,7% et d’un situs ambiguus dans 6,3% des

cas (Kennedy et al., 2007b).
Afzelius et al., dans une étude rétrospective, ont identifié un situs inversus dans un peu plus de

40% des cas (Afzelius et Stenram, 2006). Cette valeur est en deca des 50% attendus par une

orientation aléatoire. Cette valeur plus basse peut étre expliquée par le fait que certains défauts
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ultrastructuraux touchent la paire centrale de microtubules qui ne serait pas présente dans les
cils du nceud embryonnaire. Les patients atteints par ce type de défauts ultrastructurels
présentent donc les signes typiques respiratoires, mais pas de défaut de latéralité (Stannard et

al., 2004; Ferkol et Leigh, 2006; Castleman et al., 2009; Olbrich et al., 2012).

6.3.5 Autres atteintes plus rares :

6.3.5.1 Hydrocéphalie

Etant donné que les cils sont présents sur I'épendyme des ventricules cérébraux et que ceux-ci
joueraient un réle dans le déplacement du LCR, on pourrait s’attendre a ce que les patients

atteints de DCP soient également atteints d’hydrocéphalie.

Des souris mutantes ne possédant pas un des composants des bras de dynéine ou une protéine
impliquée dans le transport intraflagellaire, développent de ’hydrocéphalie (Chen et al., 1998;
Ibanez-Tallon et al, 2004). Deux mécanismes différents peuvent expliquer le développement de
I'hydrocéphalie chez la souris. Le premier mécanisme serait que I'absence de flux épendymaire
due a I'immobilité ciliaire induit une fermeture de 'aqueduc et par la suite le développement de
I'hydrocéphalie (Ibafiez-Tallon et al., 2002). Le deuxieme mécanisme serait que chez les souris
présentant un défaut d’IFT, certaines fonctions mécano-sensorielles seraient déficientes et
altéreraient I'activité du transport ionique au sein de I'épithélium du plexus choroide, ce qui

pourrait mener a une augmentation de la production du LCR (Banizs, 2005).

Chez 'homme, un défaut de mobilité des cils épendymaires n’est pas suffisant pour induire une
hydrocéphalie et la plupart des patients atteints de DCP ne présentent pas d’anomalies
cérébrales (Roth et al, 1988). Cependant ces patients présentent un risque accru de fermeture
de 'aqueduc et donc d’hydrocéphalie (Vieira et al.,, 2012) et de nombreux cas ont été rapportés
dans la littérature (Afzelius, 1979; De Santi et al,, 1990; Picco et al., 1993). Une mesure de la
taille des ventricules cérébraux en période prénatale peut étre un marqueur de dépistage
intéressant en cas de situs inversus ou dans le cadre d'une fratrie ou des cas de DCP ont déja été

diagnostiqués (Wessels et al., 2003).

6.3.5.2 Atteinte cardiovasculaire

Bien que la plupart des individus qui présentent des anomalies de latéralité ne présentent pas

d’anomalies cardiaques, les DCP sont associées a une prévalence accrue d’hétérotaxie associée
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ou non a des anomalies cardiaques ou vasculaires congénitales. Dans une étude rétrospective
sur plus de 300 patients atteints de DCP, ces anomalies ont été identifiées dans 3% des cas. La
plupart des patients présentant une anomalie cardiaque congénitale étaient également atteints
d’hétérotaxie (Kennedy et al, 2007c). Il est actuellement recommandé de dépister les patients
présentant une malformation cardiaque et de I'hétérotaxie pour une éventuelle DCP sous-

jacente (Nakhleh et al.,, 2012).
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6.4 Diagnostic des dyskinésies ciliaires primaires

Comme beaucoup de maladies rares, la DCP est un diagnostic qui peut étre difficile a poser et qui
repose sur la présence d'un phénotype clinique typique et sur les résultats de tests
diagnostiques appropriés. Le diagnostic final est généralement posé dans des centres spécialisés
qui concentrent un haut niveau d’expertise et I'appareillage nécessaire. Un groupe d’experts
européens a établi les « guidelines » de la démarche diagnostique a suivre. Cette démarche
repose sur une variété de méthodes différentes, puisqu’il n’existe aucun « gold standard » pour
poser un diagnostic définitif de DCP (Barbato et al., 2009). Les paragraphes suivants reprennent

les différentes étapes et examens complémentaires qui ménent au diagnostic de DCP.

6.4.1 Suspicion clinique

La premiére étape qui méne au diagnostic de DCP repose sur une anamnése approfondie et un
examen clinique complet. Les caractéristiques cliniques de la DCP sont en général présentes dés
le plus jeune age (Noone et al, 2004). Il est clair qu'une DCP doit étre envisagée chez les patients
présentant des infections sino-pulmonaires chroniques. Cependant, cette présentation clinique
n’est pas pathognomonique des DCP, et les pathologies respiratoires pouvant étre a l'origine de
symptomes similaires doivent é&tre éliminées. Le diagnostic différentiel de cette
symptomatologie reprend notamment une mucoviscidose, un déficit immunitaire, un

phénomeéne allergique ou encore une anomalie anatomique des voies respiratoires.

Certains phénotypes cliniques sont plus subtils et les recommandations actuelles proposent que
les patients correspondant aux situations reprises ci-dessous subissent des examens
complémentaires pour détecter une éventuelle DCP sous-jacente (Barbato et al., 2009; Lucas et
al, 2014):
- Laprésence d’un situs inversus et de symptomes respiratoires
- Laprésence d'une détresse respiratoire néonatale d’origine indéterminée
- La présence d'un frere ou d'une sceur atteint de DCP surtout si des signes cliniques sont
présents
- Laprésence quotidienne et depuis toujours d’'une toux productive
- Si des tests de dépistage sont envisagés pour une éventuelle mucoviscidose, des tests de
screening de la DCP devraient également étre considérés, surtout en présence de rhinite,
sinusite ou d’otite

- Laprésence d'une bronchiectasie d’origine indéterminée
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- La présence d’otite moyenne séreuse associée a une atteinte des voies respiratoires
supérieures et/ou inférieures

- La présence d'une pathologie cardiaque congénitale associée a de 'hétérotaxie et en
présence de symptomes respiratoires

- Laprésence d'un défaut de mobilité spermatique chez les hommes

6.4.2 Tests de screening

Les tests de screening précedent les tests d’analyse fonctionnelle et structurelle des cils. Ils
permettent de faire un premier tri parmi les patients et de sélectionner les patients les plus
susceptibles d’étre atteints de la maladie. Ces tests sont caractérisés par une sensibilité élevée,
mais une faible spécificité. Le test le plus utilisé a '’heure actuelle, est la mesure du monoxyde
d’azote nasal. D’autres tests sont utilisés afin d’évaluer l'efficacité du transport mucociliaire.
Parmi ces tests on retrouve le test a la saccharine et le test de clairance mucociliaire de

radioaérosol pulmonaire.

6.4.2.1 Mesure du monoxyde d’azote (NO) nasal

Le monoxyde d’azote est une petite molécule de gaz, qui diffuse facilement et qui contribue a de
nombreuses fonctions dans I'organisme. Dans les cavités nasales et les voies respiratoires, les
fonctions supposées du NO comprennent la régulation de la mobilité ciliaire (Li et al., 2000; Jiao
etal, 2011) et une activité antimicrobienne (Hibbs, 2002). Le NO est formé par des NO synthase
en présence de substrat approprié (L-arginine et oxygéne) et de cofacteurs
(tetrahydrobiopterine). Chez le patient sain, la production nasale de NO est 10 a 50 fois
supérieure a celle des voies respiratoires inférieures. C’est pourquoi une estimation précise de
la quantité de NO produite ne peut étre obtenue qu’en forcant la fermeture du palais ou en
bloquant la respiration, et ce afin d’éviter une dilution de la concentration en NO due a une
contamination des voies basses. Ces manceuvres ne peuvent donc pas étre réalisée chez les
jeunes enfants (Lundberg et al, 1994).

Les patients atteints de DCP ont invariablement des concentrations tres basses en NO (10 a 20 %
des concentrations normales), ce qui fait de ce test un outil diagnostic tres utile (Wodehouse et
al., 2003; Corbelli et al,, 2004; Noone et al., 2004). Cependant, une faible concentration en NO est
également rencontrée dans d’autres pathologies respiratoires, telles que la mucoviscidose
(Wodehouse et al, 2003; Noone et al, 2004), la panbronchiolite (Nakano et al, 2000), la

polypose nasale (Colantonio et al, 2002) ou encore lors d’infections de sinusite chronique
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(Lindberg et al, 1997). De plus, des concentrations faibles en NO de maniére transitoire sont
reportées lors d’'infections respiratoires aigués. Il est donc préférable de réaliser ce test, lors
d’'une période « saine ». En cas de concentration faible en NO chez un patient avec des signes
cliniques compatibles, une analyse fonctionnelle et structurelle des cils peut étre envisagée. Il
faut toutefois noter que dans de rares cas, des patients atteints de DCP peuvent avoir une

mesure de NO normale (Karadag et al., 1999; Marthin et Nielsen, 2011).

Il existe plusieurs analyseurs sur le marché et les centres de référence utilisent ce test en
routine. Toutefois, a 'heure actuelle, une standardisation de la méthode ainsi que la définition de
valeurs de référence seraient nécessaires afin de pouvoir comparer les résultats de ce test a

grande échelle (Lucas et al, 2014).

6.4.2.2 Test ala saccharine

Le test a la saccharine permet une évaluation approximative de la fonction mucociliaire. Lors de
ce test, une particule de saccharine est déposée sur un cornet nasal inférieur et le temps pour
que le patient détecte le goiit sucré est comptabilisé. Un retard important de la perception du
golt sucré peut suggérer un probleme avec la clairance ciliaire. Les résultats de ce test sont peu

fiables et il n’est plus recommandé a I'heure actuelle (Barbato et al.,, 2009).

6.4.2.3 Test de clairance mucociliaire a I'aide de radioaérosol

L’évaluation de la clairance mucociliaire nasale et pulmonaire en utilisant des traceurs
radioactifs est un test réalisé depuis de nombreuses années. Cependant, il existe peu d’études
évaluant la clairance mucociliaire chez les patients atteints de DCP. La sensibilité de ce test
semble tres élevée, et ce méme chez les enfants, mais a nouveau, la spécificité est faible

(Armengot et al., 1995; De Boeck et al,, 2005).
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6.4.3 Confirmation du diagnostic

6.4.3.1 Anomalies structurelles : la microscopie électronique

Un des points clés qui méne au diagnostic de la DCP est I'analyse de l'ultrastructure du cil en
microscopie électronique. En microscopie optique classique, I'épithélium des patients atteints de
DCP présente une apparence normale, tandis que 'examen de I'organisation ultrastructurelle du

cil en microscopie électronique, permet d’identifier une variété de défauts ciliaires distincts.

6.4.3.1.1 Dyskinésies ciliaires primaires vs secondaires

Les altérations ultrastructurelles peuvent étre primaires (liées a une anomalie
génétique) ou secondaires. Certaines anomalies ultrastructurelles sont
pathognomoniques d’une atteinte primaire. Une absence de bras de dynéine ou des bras
de dynéine trop courts, une absence des crétes radiales, une translocation des doublets
de microtubules ou encore 'absence de la paire de microtubules centrale sont autant de
défauts qui ne peuvent étre retrouvés qu’en cas d’atteinte primaire. D’autres anomalies
comme le regroupement de plusieurs axonémes, I'ajout ou la suppression d'une paire de
microtubules périphérique, la présence d’'un axonéme désorganisé ou d'une mauvaise
orientation du cil ou encore d’'une interruption de la membrane axonémale sont des
anomalies ultrastructurelles secondaires qui ne sont pas spécifiques (Carson et al., 1994;
Pizzi et al, 2003; Demarco et al, 2013). Ces défauts secondaires apparaissent
généralement suite a des infections respiratoires, a des dommages mécaniques de la
muqueuse ou a des toxiques appliqués localement. Ces altérations sont en général

réversibles.

6.4.3.1.2 Les différents phénotypes ultrastructuraux des DCP

L’hétérogénéité des phénotypes ultrastructuraux observés chez les patients atteints de

DCP est le reflet de la variété des génes impliqués dans ce syndrome.

a) Atteinte des bras de dynéine : 1l s’agit des phénotypes les plus courants. Dans certains
cas, il y a une absence totale des bras de dynéine externes et internes. Dans d’autres cas,
on observe une absence compléte ou partielle soit des BDI, soit des BDE (Chao et al,

1982). Carlen et al ont établi des valeurs de référence du nombre moyen de BDE et de
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BDI par cil, en analysant l'ultrastructure de 50 cils en coupe transversale de patients
atteints de DCP et de patients contréles. Le nombre moyen de BDE chez les individus
controles était de 7,5 a 9. Tandis que chez les patients DCP, il était inférieur a 1,6. Le
nombre moyen de BDI était de 3 a 6 chez les contrdles tandis qu’il était inférieur a 0,6
chez les DCP (Carlén et Stenram, 2005). Comme le montre ces chiffres, les BDE sont
facilement identifiables car ils se situent en périphérie de 'axoneéme et contiennent une
faible quantité de matériel électron-dense. Les BDI, en revanche, posent plus de
problémes lors de l'analyse ultrastructurelle (Papon et al, 2010). D’une part, ils se
répetent a une fréquence moins élevée le long de I'axoneme ciliaire. D’autre part, ils se
projettent dans la portion centrale de 'axoneme ou il y a une quantité de matériel
électron-dense importante qui se superpose a ceux-ci, les rendant plus difficilement
identifiables. Ce mauvais contraste rend les BDI difficiles a voir et ceux-ci peuvent
parfois étre faussement absents a cause d’artéfacts biologiques ou techniques. Une étude
arécemment démontré que sur 21 patients initialement diagnostiqués avec une absence
de BDI, un quart des patients présentait des BDI normaux lorsque ceux-ci étaient
retestés (O'callaghan et al., 2011). Dans certains cas, une analyse des images assistée par
des outils informatiques peut se révéler utile afin d’améliorer la visualisation des BDI

(Escudier et al., 2002).

b) Atteinte des crétes radiales : Certains phénotypes se caractérisent par une absence

compléte des crétes radiales ou de leurs tétes. Ce type d’anomalie est facilement
reconnaissable par la position excentrée que prend la paire de microtubules centrale qui
est normalement maintenue en position centrale par les crétes radiales. Un déplacement
central d'un des doublets périphériques peut également étre présent (Sturgess et al,
1979; Noone et al, 2004). 11 faut noter qu’il existe un phénotype ultrastructurel
particulier, combinant I'absence des BDI, du N-DRC et des crétes radiales. Ce phénotype
particulier représenterait environ 12% de tous les cas de DCP (Jorissen et al, 2000b),

(Chilvers et al., 2003a; Papon et al, 2010; Shoemark et al., 2012).

Transposition microtubulaire / agénésie de la paire centrale: Cette altération
caractéristique de la configuration 9+2 a été décrite dans certaines familles atteintes de
DCP. Elle se caractérise par 'absence de la paire de microtubules centrale associée ou
non a la transposition d'un doublet périphérique vers le centre de 'axonéme (Sturgess et
al, 1980; Stannard et al, 2004). Ce phénotype ultrastructurel particulier n’est pas

associé a des défauts de latéralité. Cette particularité pourrait refléter l'ultrastructure
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9+0 des cils du nceud embryonnaire qui ne serait pas modifiée par des mutations qui

affectent un élément qu'ils ne possédent pas (Takeda et al., 1999).

d) Désorientation ciliaire: La plupart des patients atteints de DCP présentent une

mauvaise orientation des cils. Or, I'orientation ciliaire est un facteur important de la
clairance mucociliaire, puisque les cils doivent battre dans une méme direction pour
pouvoir propulser la couche de mucus vers l'oropharynx. Une étude rétrospective
comparant l'orientation des cils de 15 patients atteints de DCP et de 15 patients atteints
de dyskinésies ciliaires secondaires révélaient une désorientation plus importante chez

les patients atteints de DCP (Rayner et al., 1996; Roomans et al,, 2006).

e) Autres phénotypes : Un certain nombre d’autres anomalies ont été identifiées chez des

f)

patients présentant une dysmotilité ciliaire. Parmi celles-ci, on peut citer une aplasie
ciliaire (Jorissen et al, 2000b; Carlén et Stenram, 2005), caractérisée par 'absence de cils
et 'absence de ciliogénese, une absence du complexe régulateur des dynéines (Carlén et

al., 2003) et une agénésie de la paire de microtubules centrale (Stannard et al., 2004).

Absence d’anomalie structurelle: Un dernier phénotype est présent chez certains
patients atteints de DCP. Il s’agit de patients qui possédent une ultrastructure tout a fait
normale et qui pourtant présentent des symptdmes cliniques caractéristiques et une
dysmotilité ciliaire. L’absence d’anomalies structurelles chez ces patients suggére
I'atteinte d’'une protéine qui affecte la fonction du cil (Schwabe et al.,, 2008; Boon et al,

2014) ou une désorientation des cils (Biggart et al.,, 2001).
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Figure 12: Illustration des anomalies ultrastructurelles les plus fréquemment
rencontrées lors de DCP. Coupe transversale de I'axonéme en microscopie électronique a
gauche et représentation schématique a droite. A : Absence compléte des BDE et BDE. B :
Absence partielle des BDE et BDI. C: Absence des BDE. D : Absence des BDI. E : Absence
des crétes radiales et localisation excentrique de la paire de microtubules centrale. F:

Transposition microtubulaire (Leigh, 2006).
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6.4.3.1.3 Prévalence des défauts ultrastructuraux

De nombreuses études se sont intéressées aux différents phénotypes ultrastructuraux des DCP.

La table 2 ci dessous résume le résultat de ces différentes études.

Anomalie de

Etude Nombre de | Absence des | Absence des | Absence des la paire Autres stglitcl;?l-re
patients BDE + BDI BDE BDI P anomalies
centrale normale
(Jorissen et o 0 10% (+ CR 7% o . 0
al, 2000b) 84 7% 42% absentes) (absence) 4% aplasie 28%
. 14%
(Chilvers et 0 0 0 14 %
al, 2003b) 56 36% 29% 7% (+ CR transposition /
absentes)
(N Ogggjjt al, 76 24% 43% 29% 4% /
(Carlén et 8% absence
Stenram, 38 45% 24% 21% / N-DRC /
2005) 3% aplasie
0,
(Papon et al, 4%
2010) 245 23-32% 32-41% 13% (+ CR 19% / /
absentes)
9% (absence 0
(Shoemark et 242 24% 43% 12% des crétes 12% 3%
al, 2012) ) transposition
radiales)
(Vallet et al, 0 0 17% (+ CR 0
2013) 60 18% 25% absentes) 40% / /
17% absence
(Demarco et 9% (absence axonéme
al, 2013) 35 17% 17% 20% des crétes 14% aplasie /
’ radiales) 6%
transposition
(30200”123""' 199 45% 21% 349%

Table 2: proportion des différents défauts ultrastructurels dans 9 études reprenant des

patients atteints de DCP.
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6.4.3.1.4 Limites de la microscopie électronique

Il existe plusieurs facteurs qui limitent I'utilisation de la microscopie électronique dans le cadre
des défauts ciliaires.
1) 1l estimpératif de pouvoir distinguer les défauts primaires des défauts secondaires a des
dommages répétés de I'épithélium respiratoire.
2) Les méthodes de prélévement, de fixation et de préparation des cellules ciliées sont
délicates et requierent un certain degré d’expertise.
3) Une bonne évaluation nécessite un nombre adéquat d'images interprétables
4) L’interprétation des images nécessite une connaissance parfaite de la variabilité normale

et des changements non spécifiques.

Une étude récente reprenant les résultats de 'analyse en microscopie électronique de plus de
1400 prélévements montrait qu'une analyse n’était réalisable que dans 71% des cas. Les
prélevements réalisés chez des enfants posaient plus de probleme que ceux réalisés chez des
adultes (60 % des échantillons étaient adéquats chez les enfants versus 87% chez les adultes)

(Papon etal, 2010).

L’utilisation de la microscopie électronique en tant que test diagnostique de la DCP a récemment
été évaluée par un groupe d’experts (genetic disorders of mucociliary clearance consortium).
Sur les 394 biopsies nasales de bonne qualité, réalisées selon des procédures standardisées, 155
prélevements avaient les caractéristiques de défauts ciliaires en microscopie électronique, mais
43 patients avaient des résultats indéterminés. De plus, chez certains patients référés au
consortium avec un diagnostic de DCP posé préalablement sur base d’une analyse en
microscopie électronique, le diagnostic n’était pas confirmé lors de l'analyse du second

prélevement (Daniels, 2011).

6.4.3.2 Anomalies fonctionnelles : analyse de la fonction ciliaire

Nous avons vu plus haut qu'un certain nombre de patients atteints de DCP présentaient une
motilité ciliaire anormale en présence d’une ultrastructure normale (Jorissen et al., 2000a; Boon
et al, 2014). De plus, nous venons de voir que I'analyse en microscopie électronique n’est pas
toujours réalisable et facile. Le développement d’outils permettant d’analyser la fonction ciliaire
a permis de pallier certains de ces probléemes et représente une approche complémentaire au
diagnostic de confirmation des DCP. Une évaluation complete de la fonction ciliaire comprend

une mesure de la fréquence du battement ciliaire, du pattern de battement et de la coordination
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de l'activité ciliaire. Peu d’études se sont intéressées a la coordination de l'activité ciliaire qui
peut étre évaluée en regardant le mouvement de fluide ou de débris autour des cellules ciliées. Il
semblerait que la coordination de l'activité ciliaire soit invariablement altérée lors de DCP

(Jorissen et al., 2000a).

6.4.3.2.1 Mesure de la fréquence du battement ciliaire

Historiquement, on évaluait la fréquence du battement ciliaire (CBF) en microscopie optique
afin de dépister les DCP. Une fréquence de battement ciliaire inférieure a 11 battements par
seconde, soit 11Hz, était considérée comme anormale et déterminait quels échantillons devaient
étre analysés en microscopie électronique (Bush et al, 1998). Différentes études ont maintenant
démontré que l'utilisation de cette méthode pouvait mener a de nombreux faux négatifs car
certains phénotypes ultrastructuraux de DCP sont associés a une CBF normale (Chilvers et al,
2003a; Stannard et al, 2010). L’analyse du pattern du battement ciliaire en utilisant un systeme
de vidéo digitale a haute vitesse est la méthode la plus utilisée a 'heure actuelle et permet

d’obtenir beaucoup plus d’informations.

6.4.3.2.2 Analyse du pattern du battement ciliaire

Des morceaux d’épithélium cilié d’'une longueur minimale de 50um sont observés a I'aide d’'une
caméra haute résolution et au grossissement 100x. Le bord de I'épithélium est divisé en zones
adjacentes de 10 pm. Cet enregistrement permet de calculer la fréquence du battement ciliaire,
mais aussi un index d’immobilité qui reflete le pourcentage de cils immobiles au sein de
I'échantillon (Greenstone et al, 1988). Enfin ce systéme permet d’évaluer le pattern du
battement ciliaire en regardant 3 plans différents :

- Vue latérale qui permet de visualiser le mouvement complet du cil

- Vue du dessus

- Vue du battement vers 'observateur

La voie ainsi empruntée par le cil peut-étre analysée image par image.
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Des valeurs de référence chez des adultes et des enfants sains ont été établies,
permettant ainsi de comparer les résultats obtenus chez des patients atteints de
DCP (Chilvers et O'callaghan, 2000). Le schéma A représente un pattern de

battement ciliaire normal ot le cil présente un mouvement de I'avant vers 'arriere

sur un méme plan sans mouvement de coté

Plusieurs études ont ainsi démontré la présence d’un pattern de battement ciliaire anormal chez des
patients atteints de DCP. De plus, les types de pattern ciliaires identifiés étaient associés a des défauts

ultrastructuraux différents (Chilvers et al., 2003a).

a) Des cils pratiquement immobiles : les cils présentant une anomalie des BDE
associée ou non a une atteinte des BDI présentent de larges zones d’immobilité
ciliaire. Quand un mouvement ciliaire est présent, il est restreint a un mouvement,
lent, court et rigide (Schéma B). Chez les patients présentant une atteinte des BDE
et BDI, en moyenne 80% des cils sont immobiles avec une CBF moyenne de 0,8 *
1,7 Hz. Pour les patients présentant uniquement une atteinte des BDE, une plus
faible proportion des cils sont immobiles (55%) avec une CBF moyenne de 2,3 + 2,6

Hz (Chilvers et al., 2003a).

b) Des cils avec un pattern de battement trop rigide : les cils présentant une
anomalie des BDI associée ou non a une atteinte des crétes radiales présentent un
pattern tres anormal qui se caractérise par des cils trés rigides et une amplitude de
mouvement trés réduite. Il n'y a plus de ploiement du cil (Schéma C). L'index

d'immobilité, en revanche est plus faible, puisque seulement 10% des cils sont

immobiles en cas d’atteinte des BDI uniquement, et 30% en cas d’absence des BDI
et des crétes radiales. La CBF moyenne de ces 2 phénotypes ultrastructuraux est
plus proche des valeurs normales, et de 9,3 + 4 Hz et 6 + 3,3 Hz, respectivement

(Chilvers et al., 2003a).

c) Des cils avec un pattern de battement circulaire : ce battement est observé
chez les patients présentant une transposition microtubulaire (absence de paire
centrale). Sur la vue de profil, ces cils présentent un mouvement de va-et-vient qui

ressemble a celui d'un fouet. Par contre, vue du dessus, ces cils présentent un

important mouvement circulaire et giratoire (Schéma D). Aucun de ces cils n’est
immobile et la CBF est normale: 10,7 + 1,6 Hz (Chilvers et al,, 2003a; Stannard et
al,, 2010).
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d) Des cils hyperkinétiques avec une capacité de ploiement réduite : ce pattern est observé
chez des patients présentant un phénotype ultrastructurel normal. L’amplitude des battements
ciliaires est réduite mais la mesure de la CBF est augmentée chez ces patients: 12 a 16 Hz

(Schwabe et al,, 2008; Pifferi et al, 2010) (Horani et al, 2013a).

Plusieurs études ont démontré que I'évaluation du pattern du battement ciliaire était une
méthode plus sensible et plus spécifique pour diagnostiquer les cas de DCP que I'utilisation de la

mesure de la CBF (Stannard et al, 2010; Shoemark et al,, 2012).

6.4.3.3 Ciliogénése

I n’est pas toujours facile de distinguer les anomalies ultrastructurelles primaires, des
anomalies secondaires. De plus, les DCP prédisposent le patient aux infections récurrentes. Les
désordres fonctionnels et structurels ainsi engendrés peuvent rendre linterprétation des
défauts primaires délicate. Jorissen et al. ont mis au point un systéme de régénération ciliaire ou
ciliogénése in vitro. Les cellules épithéliales respiratoires sont d’abord mises en culture sur une
monocouche d'un gel de collagene, ce qui provoque une dédifférenciation et une disparition des
cils. Ensuite, ces cellules cubiques sont placées en culture de suspension, ce qui induit une
régénération du cil de novo (Jorissen et al, 1989a). Ces cils possédent une structure et une
fonction normale (Jorissen et al, 1989b; Jorissen et Bessems, 1995). De cette facon, les
anomalies secondaires disparaissent, ce qui permet d’augmenter la sensibilité et la spécificité du

diagnostic des DCP apres ciliogénése (Jorissen et al, 2000b).

Dans leur étude, Boon et al. ont illustré I'importance de la ciliogéneése dans la démarche
diagnostique de la DCP. En effet, cette étude démontre clairement que certains cas de DCP
peuvent étre manqués, notamment ceux présentant une ultrastructure normale. De plus, chez
certains patients, la dysmotilité ciliaire n’est apparue qu’aprés la ciliogénése en culture. Dans
cette étude, 16% des cas de DCP avec ultrastructure normale auraient été manqués sans la
réalisation de la ciliogénese en culture. Cette méthode est donc un outil supplémentaire

intéressant dans le diagnostic des DCP (Boon et al.,, 2014).
Cette méthode est particulierement intéressante lors de phénotypes ultrastructuraux moins

courants : désorientation ciliaire, aplasie ciliaire, transposition microtubulaire, ou encore

absence de BDI (Barbato et al.,, 2009).
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Cette méthode présente cependant certains désavantages. Tout d’abord, elle requiert une
expertise importante et n’est disponible que dans certains centres tres spécialisés. De plus, la
procédure de culture ne fonctionne pas toujours, soit parce que les cellules épithéliales sont en
nombre insuffisant soit parce que la culture est contaminée par une bactérie ou des levures.
Enfin, cette méthode est longue, puisque la procédure prend un minimum de 6 semaines

(Jorissen et al., 2000Db).

6.4.3.4 Analyse par immunofluorescence

Des techniques de localisation intracellulaire de certaines sous-unités protéiques peuvent
également contribuer au diagnostic des DCP. Cette méthode utilise des techniques
d'immunofluorescence en microscopie optique et utilise des anticorps dirigés notamment contre
des sous-unités des BDE. Dans une étude réalisée en aveugle, cette technique a permis de
confirmer une anomalie des BDE chez des patients présentant un défaut de BDE en microscopie
électronique (Fliegauf et al.,, 2005). Cette méthode est intéressante car elle n’est pas affectée par
les anomalies ciliaires secondaires (Olbrich et al, 2006). Un panel d’anticorps dirigés contre
diverses structures ciliaires est aujourd’hui disponible ce qui permet un screening d’'une grande

variété d’échantillons (Moore, 2005; Omran et al., 2008).

6.4.3.5 Analyse génétique

Le chapitre suivant s’intéresse au génotype des DCP. Nous allons voir que les bases génétiques
des DCP sont de plus en plus connues. Plusieurs génes ont ainsi été identifiés ouvrant la
possibilité au clinicien d’utiliser le test génétique comme outil diagnostique. Les
recommandations actuelles suggerent le recours au test génétique uniquement lorsque le

phénotype ultrastructurel a été identifié (Barbato et al.,, 2009).
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6.5 Génotypes des dyskinésies ciliaires primaires

6.5.1 Mode de transmission génétique

La DCP est un désordre rare qui ségrége dans la population sous un mode autosomique
récessif. Cependant, certaines études rapportent quelques cas avec un mode de transmission
différent. Narayan et al rapportent le cas d’'une mére atteinte de DCP qui a eu cinq enfants de
trois peres différents, tous présentant des signes cliniques compatibles avec une DCP. Cette
étude suggeére que la mutation dans cette famille se transmettrait sous un mode autosomique
dominant ou lié au chromosome X (Narayan et al, 1994). Un mode de transmission différent est
également rapporté pour des cas de DCP associés a d’autres syndromes rares. C’est le cas pour
des patients atteints de DCP et de rétinite pigmentaire o un mode de transmission récessif lié
au chromosome X a été identifié (Krawczy Ski et Witt, 2004; Moore, 2005). C’est également le
cas pour une famille atteinte du syndrome oral-facial-digital 1, caractérisé par un retard mental,
une macrocéphalie et de la DCP qui se transmet aussi sous un mode récessif 1ié a I'’X (Budny et

al,, 2006).

6.5.2 Différents génes identifiés

La grande variété de phénotypes cliniques et ultrastructuraux des DCP est le reflet de la
diversité des genes responsables de ces phénotypes. Il existe donc une hétérogénéité de locus
qui rend la réalisation d’analyses génétiques difficile (Blouin et al, 2000). Le premier gene
responsable de DCP chez 'homme a été identifié en 1999 chez un patient présentant une
absence de BDE (Pennarun et al, 1999). Depuis, une vingtaine de génes responsables et
plusieurs dizaines de mutations différentes ont été identifiés par des méthodes variées. Les
paragraphes ci-dessous reprennent tous les génes identifiés, jusqu'a la découverte du gene de
cette étude, en les présentant selon leur méthode d’identification. Ensuite les génes identifiés
plus récemment seront recensés avec les nouvelles méthodes qui ont permis 'identification de

certains d’entre eux.

6.5.2.1 Clonage positionnel : analyse de liaison génétique

L’analyse de liaison permet de tester si des marqueurs en déséquilibre de liaison avec le gene
causal ségrégent au sein d'une famille, avec le phénotype étudié. On parle de déséquilibre de

liaison lorsqu’il existe une ségrégation non indépendante entre alleles de deux locus proches
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I'un de I'autre. L'un des locus peut donc servir de marqueur pour l'autre. Cette approche permet
d’'identifier des régions chromosomiques ou haplotypes susceptibles de contenir le gene
d’'intérét. Plusieurs études ont pratiqué cette analyse de liaison afin d’identifier un ou des génes
impliqués dans les DCP. Quelques régions chromosomiques ont pu étre identifiées mais cette
méthode employée seule n’a jamais permis d’identifier un géne responsable (Blouin et al, 2000;

Meeks et al., 2000; Jeganathan, 2004; Geremek, 2005).

Des stratégies alternatives existent et se basent sur le fait que la structure axonémale du cil est
hautement conservée au travers des espéces et que les composants protéiques de 'axonéme des
organismes modeéles présentent une homologie de séquence trés importante avec ceux de
I'homme. Ces caractéristiques permettent d’utiliser une approche par génes candidats qui
consiste a étudier des génes impliqués dans la fonction ou la structure des cils chez des

animaux/plantes qui représentent des modéles de la maladie.

6.5.2.2 Approche par géne candidat en utilisant des organismes modéles

Cette approche vise des génes codant pour des sous-unités des bras de dynéine ou bien
impliqués dans l'assemblage de l'axonéme. Elle a permis l'identification de plusieurs génes

responsables de DCP, en utilisant différents organismes modéles.

DNAI1 est le premier gene identifié comme responsable de DCP. Ce géne code pour une chaine
intermédiaire des dynéines axonémales. Il s’agit d'un orthologue d’une protéine impliquée dans
la structure des BDE chez I'algue verte C. reinhardtii (IC78). Ce geéne a été sélectionné car les
mutants de C. reinhardtii ne possédant pas cet IC78, présentaient une diminution de mobilité de
70% avec un phénotype ultrastructurel proche des patients atteints de DCP, soit une absence de
BDE (Wilkerson et al., 1995). Pennarun et al. ont dans un premier temps cloné puis séquencé le
géne DNAII en utilisant des primers choisis au niveau des séquences les plus conservées de
IC78. Ensuite, ce géne constitué de 20 exons, a été séquencé chez 6 patients atteints de DCP et
sans lien de parenté. Ces patients ont été sélectionnés car ils possédaient le méme défaut
ultrastructurel que les mutants de 1'algue verte, a savoir une absence de BDE. Ce séquencage a
permis l'identification de deux mutations du cadre de lecture, chez un des patients. Chacune de
ces mutations provenait d’'un des deux parents (Pennarun et al.,, 1999). Par la suite, deux autres
études ont identifié des mutations bialléliques chez cinq autres patients (Guichard et al.,, 2001;
Zariwala et al., 2001). Puis, une large étude reprenant 179 patients atteints de DCP avec divers
phénotypes ultrastructuraux, a permis d’identifier des mutations dans ce géne chez 9% d’entre

eux. Cette étude identifia de nouvelles mutations ainsi qu’'un effet fondateur pour une des
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mutations décrites dans la premiére étude. On parle d’effet fondateur lorsqu’un groupe restreint
d’'individus d’'une population déja existante forme une nouvelle population dont le pool
génétique est moins diversifié et concentre certaines mutations délétéres. Cet effet fondateur a
pu étre mis en évidence parce que la mutation était plus fréquemment rencontrée et pouvait
étre confirmée en utilisant des marqueurs microsatellites a proximité de DNAI1 (Zariwala et al,
2006). Enfin, une étude réalisée sur 104 patients n’a permis d’identifier une mutation sur les

deux alléles de DNAI1 que dans 2% des cas (Failly et al,, 2008).

Un second gene a été identifié en utilisant la méme approche. Bartoloni et al. ont caractérisé le
transcrit et 'organisation génomique de la chaine lourde des dynéines axonémales de type 11,
DNAH11 (Bartoloni et al, 2002). Ce gene a été choisi car il codait pour une sous structure des
bras de dynéine et qu'une lignée de souris présentaient des défauts de latéralité lorsqu’il était
muté (Supp et al., 1997). Les 82 exons de ce gene ont été séquencés chez un patient atteint de
situs inversus, sélectionné car il possédait une disomie du chromosome portant le gene d'intérét
(Pan, 1998). Le séquencage a permis d’identifier une mutation «non sens» homozygote
(Bartoloni et al, 2002). Quelques études ont démontré I'implication de ce géne dans des cas de
DCP avec un phénotype ultrastructurel normal (Schwabe et al, 2008; Pifferi et al, 2010;
Knowles et al, 2012). DNAH11 serait responsable de 22% des cas de DCP présentant une

ultrastructure normale (Knowles et al., 2012).

TXNDC3 a été identifié comme étant responsable de rares cas de DCP caractérisés par une
absence des BDE. Duriez et al. se sont intéressés a ce gene car son orthologue codait pour un
composant des BDE présents dans le sperme des oursins de mer. Ils ont dans un premier temps,
testé I'expression de ce géne dans les cellules respiratoires humaines. Ils ont ensuite séquencé
les portions codantes et les sites d’épissage de ce géne et ont identifié une patiente présentant 2

mutations différentes (hétérozygote composite) (Duriez et al., 2007).

De maniére similaire, DNAAF1 a été identifié comme responsable de rares cas de DCP, grace a
I'identification de mutants medaka (poisson) présentant des défauts de latéralité secondaire a
une dysmotilité ciliaire. Deux mutations responsables d’'une perte de fonction ont été identifiées
a I'état homozygote dans deux familles différentes présentant des cas de DCP avec absence des
deux types de bras de dynéine. DNAAF1 jouerait un rdle dans le pré-assemblage des sous-unités
des bras de dynéine avant leur mise en place le long de l'axonéme par le transport

intraflagellaire (Omran et al.,, 2008).
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Nous venons de voir que I'approche par géne candidat a été couronnée de succés dans certains
cas. Toutefois, elle a également été plusieurs fois infructueuse (Maiti et al., 2000; Bartoloni et al,

2001; Pennarun et al., 2002; Zariwala et al., 2004).

De plus, il est intéressant de souligner que le géne DNAIZ2, avait dans un premier temps été testé
comme géne candidat car il codait pour une chaine intermédiaire des dynéines, mais qu’aucune
mutation n’avait pu étre identifiée (Pennarun et al, 2000). Huit ans plus tard, Loges et al
démontraient que ce gene était tout de méme responsable de cas de DCP en appliquant une
analyse de liaison dans une famille consanguine avec l'identification d'une région unique
d’homozygotie par descendance (les deux copies de l'alleles mutés proviennent d’'un ancétre
commun) chez les individus atteints, suivie d'une approche par gene candidat. Le séquengage de
ce géne a permis d’'identifier 3 mutations différentes responsables d’'une absence de BDE en

microscopie électronique (Loges et al., 2008).

Ce dernier illustre l'intérét d’utiliser une approche combinée se basant sur plusieurs méthodes :
un clonage positionnel grace a une analyse de liaison ou une cartographie par homozygotie, une
approche par génes candidats via des organismes modeles ou via des analyses informatiques
comparatives incluant des études de génomique comparative, de protéomique ou de

transcriptomique.

6.5.2.3 Approche combinant clonage positionnel et organismes modeéles

DNAHS5 a été identifié en utilisant une approche en deux étapes. La premiere étape consistait en
une stratégie de cartographie de ’homozygotie dans une grande famille ou la consanguinité était
importante. Le génome des membres de cette famille a été caractérisé a l'aide de 340
microsatellites hautement polymorphiques. Une région présentant une homozygotie par
descendance a été identifiée sur le chromosome 5 comme étant significativement associée au
phénotype étudié (Omran et al, 2000). Au sein de cette région, se trouvait un orthologue humain
d'un gene codant pour des chaines lourdes des BDE chez l'algue verte, C. reinhardtii. Des
mutations de ce géne produisent un mutant caractérisé par une nage lente et des anomalies des
BDE. Ce géne comprend 80 exons et s’étend sur 250 kb et son séquencage a permis d’identifier
de nombreuses mutations responsables de perte de fonction chez des patients atteints de DCP
avec absence ou raccourcissement des BDE. Ce géne est a ce jour le plus fréquemment identifié
comme responsable de DCP chez 'homme (Olbrich et al,, 2002; Fliegauf et al, 2005; Hornef et
al., 2006; Failly et al,, 2009).
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DNAAF2 a été identifié selon une approche similaire, mais en utilisant une technique de
génotypage plus récente avec une densité de marqueurs plus importante tout au long du
génome (analyse de liaison génome entier). Ce génotypage a été réalisé sur sept familles de DCP,
présentant une consanguinité importante et une atteinte des BDE et des BDI. Au sein d’'une de
ces familles, quatre régions identiques par descendance ont été identifiées contenant environ
770 genes. DNAAF?2 faisait partie de ces genes et représentait un excellent candidat puisque des
mutations présentes dans les orthologues de ce gene chez Chlamydomonas et chez le zebrafish
sont responsables d'une anomalie structurelle caractérisée par une atteinte des BDE et BDI.
Plusieurs mutations ont été identifiées dont certaines impliquent une délétion de tres grande
taille. Tout comme DNAAF1, ce géne joue un role dans 'assemblage des bras de dynéine (Loges

etal., 2009).

6.5.2.4 Approche combinant clonage positionnel et l'utilisation d’outil informatique
d’analyses comparatives

Une analyse de liaison génome entier réalisée dans deux familles ou ségrégeaient des cas de DCP
a permis d’identifier deux nouveaux génes. Ces familles ont été sélectionnées sur base d'un
défaut ultrastructurel similaire, soit une transposition microtubulaire, soit une agénésie de la
paire de microtubule centrale. Le génotypage de plusieurs milliers de SNP répartis tout le long
du génome a été réalisé grace a une puce illumina. Les régions d’homogozygotie identique par
descendance ont été identifiées dans les deux familles. Ensuite, une approche par génes
candidats utilisant des outils informatiques comparant le génome d’organismes ciliés a celui
d’organismes non ciliés a permis d’identifier les quelques génes candidats. Le séquencage des
parties codantes a permis d’identifier une mutation homozygote dans les deux génes suivants :
RSPH9 et RSPH4. Ces deux genes codent pour des protéines impliquées dans la structure de la
téte des crétes radiales. Castleman et al. ont ensuite voulu déterminer I'impact fonctionnel d’'une
mutation dans RSPH9 chez différents organismes modéles, en étudiant 'expression du transcrit
par hybridation in situ chez la souris, par l'utilisation de morpholinos (oligonucléotides qui
bloquent I'accés des autres molécules a de petites régions de la surface d’appariement des bases
des ARNm) chez le zebrafish et enfin en étudiant la mobilité de Chlamydomonas mutant pour ce
géne, lorsqu’il était réparé avec l'alléle sauvage. L'ensemble de ces manipulations a confirmé
I'impact de ces genes dans la DCP (Castleman et al, 2009). Une étude réalisée sur une large
population des patients DCP provenant d’Europe de l'est a permis d’identifier de nouvelles

mutations au sein de RSPH4 (Zietkiewicz et al, 2012).
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OFD1, un gene impliqué dans un syndrome rare responsable d'un retard mental, une
macrocéphalie et de la DCP. Ce gene a été identifié au sein d'une famille atteinte par analyse de
liaison en utilisant des marqueurs situés sur le chromosome X. En effet, le mode de transmission
suggérait un mode de transmission récessif lié a I'’X. Une approche géne candidat a été utilisée
dans une seconde étape en utilisant les études de génomique comparative disponibles (Budny et

al,, 2006).

Une mutation du gene RPGR a été identifiée au sein d'une famille atteinte de rétinite
pigmentaire et d'un phénotype compatible avec une DCP. Le pattern de ségrégation au sein de
cette famille était également compatible avec une mode de transmission lié au chromosome X.
Le séquencage du gene RPGR connu pour son implication dans les rétinites pigmentaires a mis
en évidence une mutation du cadre de lecture qui est vraisemblablement a l'origine du

phénotype respiratoire présenté par certains membres de cette famille (Moore, 2005).

En 2011, avant la parution de 'article présenté dans la suite de ce manuscrit, onze génes avaient
été identifiés et expliquaient entre 30 et 45 % des cas de DCP. Depuis en I'espace de trois ans, 14
génes supplémentaires ont été identifiés, notamment griace a l'essor des techniques de

séquencage haut débit. Ces génes sont brievement présentés dans les paragraphes suivants.

6.5.2.5 Genes identifiés apreés la découverte de CCDC39

CCDC40 a été identifié en parallele de CCDC39 par I'équipe du Pr. Omran. Ce géne a été identifié
grice a une approche de génes candidats via des organismes modeles. Des souris homozygotes
présentant des défauts de latéralité et une mortalité précoce ont permis d’identifier une
mutation non sens au sein de CCDC40. L'impact fonctionnel de CCDC40 a ensuite été confirmé
chez des zebrafish a I'aide de morpholinos dirigés contre ce géne. Ensuite, sur base d'un
phénotype ultrastructurel similaire (diminution des BDI, déplacement ou une absence de la
paire centrale et un déplacement d’'un doublet périphérique), des patients humains ont été
sélectionnés. Le séquencage a permis d’'identifier plusieurs mutations déléteres au sein de ce

géne (Becker-Heck et al., 2010).

DNAL1 a été identifié grace a une étude de liaison au sein de deux familles consanguines puis
par une approche gene candidat en utilisant la base de donnée du « cilia proteome ». Ce géne est
responsable d’'une absence des BDE (Mazor et al, 2011). Ce géne avait pourtant été séquencé
quelques années plus tot, chez 86 patients atteints, mais aucune mutation significative n’avait

été identifiée (Horvath et al, 2005).
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La découverte de DNAAF3 a été réalisée grace a un mutant immobile de C. reinhardtii présentant
une atteinte des BDE et BDI. Ce gene a été identifié chez ce mutant par une cartographie
moléculaire suivie d’'un sauvetage phénotypique. Ce géne était situé au niveau d'un locus de DCP
précédemment cartographié au sein de trois familles consanguines présentant un phénotype
ultrastructurel semblable (Meeks et al., 2000). Plusieurs mutations dans différentes familles ont

ainsi été identifiées (Mitchison et al,, 2012).

Suivant la méme méthode, CCDC103 a été identifié grace a une lignée mutante de zebrafish
présentant des défauts de latéralité et une absence complete ou partielle des BDE et une
diminution des BDI. Une analyse de liaison génome entier réalisée sur quelques familles
atteintes, puis un séquencage d'une centaine de patients atteints a permis d’identifier 10

patients humains présentant des mutations au sein de ce géne (Panizzi et al.,, 2012).

LRRC6 a été mis en évidence a quelques mois d’intervalle par deux équipes différentes. Ces
deux équipes ont utilisé la méme approche a savoir un clonage positionnel au sein de familles
présentant une atteinte des BDE et BDI, puis une approche par géne candidat en utilisant
notamment des études de génomiques comparatives. Ce géne est impliqué dans le processus

d’assemblage des bras de dynéine (Kott et al., 2012; Horani et al., 2013b).

CCDC65 est le dernier géne identifié par les approches présentées ci-dessus. Une analyse de
liaison génome entier a permis d’identifier 2 régions d’'intérét contenant 172 génes. 17 étaient
présents dans les bases de données du « ciliary proteome » mais un seul était conservé au sein
des organismes ciliés. Ce géne est responsable d'un phénotype ultrastructurel normal en

microscopie électronique (Horani et al., 2013a).

6.5.2.6 Genes identifiés réecemment gréce au séquengage a haut débit

HYDIN est le premier géne identifié grace a une technique de séquencage a haut débit. Dans un
premier temps, une analyse de liaison génome entier a été réalisée au sein d'une famille
. . e o e goA - 5
consanguine, ce qui a permis d’identifier un locus d’intérét. Dans la région de ce locus, un gene
était particulierement prometteur puisqu’il était responsable d’une lignée mutante de souris
hydrocéphales suite a une dysmotilité ciliaire épendymaire. Contrairement aux lignées de souris
présentées plus haut, ces souris ne présentaient pas de défaut de latéralité, tout comme les
patients étudiés. Le séquencage de ce géne a permis d’identifier une premiere mutation au sein

de HYDIN. Puis, de nouvelles mutations ont été identifiées chez d’autres patients en utilisant un
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séquencage de toutes les parties codantes du génome. Ces mutations sont responsables d'une
fonction ciliaire anormale mais, la structure ciliaire en microscopie électronique est conservée

(Olbrich et al, 2012).

HEATR2 a été identifié uniquement en utilisant une technique de capture et de séquencage des
parties codantes du génome. Le génome de deux patients provenant d'une famille consanguine
ainsi que celui de leurs parents respectifs ont été séquencés. Ce séquencage a permis d’identifier
plus de 15.000 variants au sein des régions codantes. Une stratégie de filtration a ensuite été
utilisée, en comparant les variants identifiés a ceux déja connus et repris dans la base de donnée
« 1000 genomes project » et en éliminant ceux qui n’était pas a I'état hétérozygote chez les
parents et homozygotes chez les enfants atteints. Cette stratégie a permis de réduire le nombre
de 15.000 a 56. Parmi ces variants, 55 étaient déja connus et possédaient une fréquence allélique
mineure relativement élevée, ce qui ne plaidait pas en faveur de la mutation causale. Par contre,
le dernier variant n’avait pas encore été rapporté et était responsable d’'une mutation « faux
sens » dans le géne HEATRZ2. Des études fonctionnelles réalisées sur Chlamydomonas et sur des
cellules épithéliales respiratoires ont confirmé que ce géne était bien impliqué dans la fonction
ciliaire et jouait un rdle dans 'assemblage ou le transport des bras de dynéine (Horani et al,

2012).

Zariwala et al. dans une étude récente, ont développé une stratégie qui combinait un séquencage
exome entier suivi d'une cartographie des régions homozygotes au sein de 31 familles
différentes. Cette approche permet de diminuer le nombre de variants faux positifs et de
confirmer la ou les mutations causales de génes déja identifiés dans 16 familles des 31. Dans une
famille, cette approche a permis d’identifier un nouveau géne: ZMYND10 responsable d’'une
absence des BDE et BDI chez les patients mutés (Zariwala et al, 2013). Cette méme technique a
aussi permis d’identifier des mutations au sein de CCDC151 (Alsaadi et al, 2014; Hjeij et al,
2014).

Tres récemment, une puce spécifiquement dirigée contre 772 génes présents dans le « ciliary
proteome » a été mise au point. Cette puce a permis d’'identifier un nouveau géne responsable
d'une anomalie des BDE: ARMC4. Des mutations dans ce gene ont été identifiées dans 10
familles différentes (Hjeij et al., 2013). Enfin, SPAG1 et CCDC114 ont été identifiés grace a un
séquencage exome entier de patients présentant le méme type de défaut ultrastructuraux: une
absence des deux bras de dynéine pour le premier et une absence des BDE, pour le second

(Knowles et al., 2013a; Knowles et al., 2013b; Onoufriadis et al, 2013).
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L’ensemble des études présentées ci-dessus, permet de reprendre quelques points clés :

- La plupart des genes ont été identifiés en recherchant les régions homozygotes par
descendance au sein de famille consanguine ou en utilisant des lignées mutantes de
certains organismes modéles, par définition consanguins.

- Le succeés de l'identification des bases moléculaires d'une maladie hétérogéene comme la
DCP repose sur une combinaison de technique de clonage positionnel suivie d'une
approche par géne candidat.

- Une meilleure caractérisation des anomalies structurelles / fonctionnelles a permis
d’'identifier des groupes de patients avec un phénotype homogéne, ce qui a ensuite

facilité les études génétiques.
La figure 13 ci dessous, reprend les 26 genes identifiés, ainsi que 'impact d'une déficience de ce

géne sur l'ultrastructure ciliaire. La table 3, ci-dessous reprend un résumé des différents génes

identifiés.

Paire centrale

BDE
- DNAHS
Créte radiale - g:::;
[ RopneA - TXNDC3
© R - DNALIL
- ARMC4
- CCDC114
N-DRC - CCDC151
- CCDC39*
- CCDCcao*
- CCDC164
Ultrastructure
_ BDE et BDI normale
- DNAAF1 — HYDIN
- DNAAF2 - DNAH11
- DNAAF3 - CCDC65
- LRRC6
) ?EA(T:RéB Associés a
- DC1 b
- ZMYDN10 d’autres
= SPAGL . Tubule A TubuleB syndromes
Y - OFfD1
Doublet microtubule - RPGR

Figure 13 : Schéma représentant une coupe transversale de I'axonéme ciliaire et ses
différents composants, ainsi que les 26 genes impliqués dans les DCP humaines.

* génes responsables d'une atteinte du N-DRC et d’une atteinte des BDI.
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Prévalence

N . . Site Fonction de la Défaut Défaut . dans la P
Geéne Localisation ) . L. . Association . Réf.
d’expression protéine ultrastructurel fonctionnel population des
DCP
(Pennarun et al,,
Absence de 1999; Guichard
Assemblage des
N mouvement, un etal,2001;
Chaine BDE, attache aux Atteinte des etit Zariwala et al.
DNAI1 9p13-21 intermédiaire pairs de p / 2-10% .
. BDE mouvement 2001; Zariwala
des BDE microtubules . .
ériphériques résiduel est etal,2006;
perip q parfois présent. Failly et al,
2008)
(Omran et al,
2000; Olbrich et
. Assemblage des . al, 2002;
DNAH5 5p15 Chaé“e l];’ggde Y | BDE proximaux Atteg]‘)tg des Agsezcefet / 15-28% Fliegauf et al.,
€s et distaux mouvemen 2005; Hornef et
al, 2006; Failly
etal., 2009)
(Bartoloni et al,
Battement 2002; Schwabe
Chaine lourde Ultrastructure etal, 2008;
DNAH11 7p21 des BDE Indéterminé normale }i};p:rlzmte?éq;e.,t / Min. 6-9% Pifferi et al,
plotement redul 2010; Knowles
etal, 2012)
N o Combinaison de
Chaine légére et Liaison aux Atteinte des battement (Duriez et al
TXNDC3 7p15 intermédiaire . . / Rare v
microtubules BDE normal et de cils 2007)
des BDE . .
immobiles
Transport des Anomalies Absence de Rétinite
RPGR Xpl1-21 Base ciliaire protéines le long . . Rare (Moore, 2005)
) \ complexes mouvement pigmentaire
de 'axonéme ?
Chaine Assemblage des .
DNAIZ 17q23 intermédiaire | BDE proximaux | ‘eintedes ? / 2% (Loges et al,
. BDE 2008)
des BDE et distaux
Pré-assemblage . . .
: Atteinte des Absence de 12% si atteinte (Loges et al,
DNAAFz 14921 Cytoplasme g’ézoé’]l)a;:tl%‘]‘; BDE et BDI mouvement / des BDE et BDI 2009)
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Transduction
des signaux

CBF normale

Absence de

(Castleman et

RSPH9 6p21 Téte de.s cretes entre la paire Transposm(.)n Mouvement défaut de Rare . al.,.ZO(.)9;
radiales microtubulaire . PR Zietkiewicz et
centrale et les rotatoire latéralité
[0 al, 2012)
bras de dynéine
Transduction (Castleman et
Téte des crétes des signaux Agénésie de la CBF normale Absence de al.,, 2009;
RSPH4A 6q22 . entre la paire & Mouvement défaut de 2-3% L
radiales paire centrale . o Ters Zietkiewicz et
centrale et les rotatoire latéralité
‘0 al, 2012)
bras de dynéine
Retard mental,
CBF normale, malformations
Centrosome et Assemblage du désorganisation craniofacial et (Budny et al
OFD1 Xp22 cil, réle dans ? 8 L . Rare y v
corpuscule basal VIFT ? du pattern de digital, maladie 2006)
' battement rénale
polykystique
Assemblage des
BDE et BDI Atteinte des Absence de (Omran et al.
-50, ’
DNAAF1 16q24 Cytoplasme proximaux et BDE et BDI mouvement / 4-5% 2008)
distaux
Assemblage des | Atteinte des BDI Petits (Merveille et al,
BDI crétes ot mouvements 2010; Blanchon
CCDC39 3926 Axonéme ciliaire ! , L trés rapides, / 2-5% etal,2012;
radiales et N- désorganisation N
DRC microtubulaire axonémes Antony et al,
rigides 2013)
Assemblace des Petits (Becker-Heck et
Cytoplasme BDI crégtes Atteinte des BDI mouvements al, 2010;
ccDC40 17q25 apical et L déplacement de tres rapides, / 3-8% Blanchon et al.,
R radiales et N- : N
axoneme DRC la paire centrale axonemes 2012; Antony et
rigides al,2013)
Interaction avec Diminution de la
Chaine légére Atteinte des CBF (Horvath et al,
DNAL1 14q24 des BDE DNAHS a.nd * BDE Absence de / Rare 2005)
tubulin -
coordination
Assemblage des Atteinte des Absence de (Mitchison et al,
DNAAF3 19q13 Cytoplasme BDE et BDI BDE et BDI mouvement / Rare 2012)
Assemblage des Atteinte des Absence ou (Panizzi et al,,
(CDC103 17q12-22 Cytoplasme BDE et BDI BDE et BDI réduction des / Rare 2012)
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mouvements

Assemblage des

Atteinte des

Diminution de la

(Horani et al,

HEATR2 7p22 Cytoplasme | ) - de dynéine |  BDE et BDI mobilité / Rare 2012)
Absence de
. coordination, Absence de :
HYDIN 1q21 Paire centrale Indéterminé Ultrastructure | /i ution de défaut de Rare (Olbrich et al,
de microtubules normale ) . o Ters 2012)
I'amplitude de latéralité
ploiement
. . . (Kottetal,
0,
LRRC6 8q24 Cytoplfasme et Assemblage’(.ies Atteinte des Absence de / 11 % si atteinte 2012; Horani et
cils bras de dynéine BDE et BDI mouvement des BDE et BDI
al, 2013b)
Assemblage et Battement .
CCDC65 12q13 Cytoplfasme et maintenance du Ultrastructure hyperkinétique, / Rare (Horani et al,
cils normale . P 2013a)
N-DRC ploiement réduit
Diminution de la
CBF. Absence de
Cytoplasme et Assemblage des Réduction du mouvement ou <10% si atteinte (Hjeij et al,
ARMCY 10p11-12 axoneme ciliaire BDE distaux nombre de BDE petit / BDE 2013)
mouvement
résiduel.
Interagit avec Atteinte des Absence de o (Zariwala et al,
ZMYDN10 3p21 Cytoplasme LRCC6 BDE et BDI mouvement. / 4-5% 2013)
Assemblage ou .
Atteinte des (Knowles et al.
? )
SPAG1 8q22 Cytoplasme transport o!gs BDE et BDI ? / Rare 2013b)
bras de dynéine
Onoufriadis
. o o .
cCcDC114 19q13 Axonéme ciliaire Assemblage des Atteinte des Absence de / 6% si atteinte 2013(Knowles
BDE BDE mouvement des BDE
etal,2013a)
. (Alsaadi et al.,
CCDC151 19p13 Axonéme ciliaire | ASSemPlagedes | Atteinte des Absence de / Rare 2014; Hijeij et al,
BDE BDE mouvement
2014)
Diminution de
Assemblage du Atteinte du N- , . (Wirschell et al,
?
CCDC164 2p23 ? N-DRC DRC I'amplitude de / Rare 2013)

ploiement
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7 Les dyskinésies ciliaires primaires dans I'espéce canine

Les données relatives aux DCP chez le chien sont beaucoup moins nombreuses que chez
I’'homme. On compte un peu plus d’une trentaine de cas décrits dans I'espéce canine et ce, dans
20 races différentes. La plupart des publications rapportent des cas isolés. Toutefois, plusieurs
publications concernent des fratries de chiens atteints (Randolph et Castleman, 1984; Morrison
et al, 1987; Edwards et al, 1989; Watson et al, 1998). Dans ces études, le diagnostic est posé
suite a la présence de signes cliniques compatibles associés a des défauts de latéralité ou a des

défauts ultrastructuraux en microscopie électronique (Edwards et al., 1992).

7.1 Présentation clinique

Les signes apparaissent en général trés tot dans la vie du chien, dés les premiers jours dans la
plupart des cas. Toutefois, certains chiens sont restés asymptomatiques pendant quelques temps
(Edwards et al, 1989; Hoover et al, 1989). Il existe méme la description d'un dalmatien qui
serait resté asymptomatique pendant 10 ans avant de montrer des signes cliniques respiratoires
(Killingsworth et al, 1987). La véracité du diagnostic chez ce dalmatien pourrait étre mise en
doute étant donné I'absence de signes cliniques pendant une trés longue période, 'absence de

défaut de latéralité et le faible pourcentage de cils présentant des défauts ultrastructuraux.

Les signes cliniques présentés par I'espéce canine sont tres similaires a ceux présentés par
I'homme. Les symptdmes respiratoires incluent la présence d’'un jetage nasal mucoide a
mucopurulent, des éternuements et une toux humide et productive. Une détresse respiratoire
peut étre présente dans certains cas (Foodman Ms, 1989; Watson et al., 1998). L’auscultation de
ces chiens révele une augmentation diffuse des bruits pulmonaires, la présence de crépitements
et dans certains cas avancés, une diminution des bruits respiratoires en région ventrale. (Clercx

etal, 2000)

Les examens post-mortem réalisés chez certains de ces chiens révelent des lésions de rhinite
chronique, caractérisées histologiquement par un infiltrat plasmocytaire, et d'un plus faible
nombre de neutrophiles, ainsi que par la présence d’'une hyperplasie des glandes muqueuses
(Randolph et Castleman, 1984; Foodman Ms, 1989; ]I, 2014). D’autres lésions du tractus

respiratoire ont été décrites incluant des cornets nasaux hypoplastiques (Carrig et al., 1974;
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Clercx et al, 2000; J1, 2014), la présence de sinusite frontale (Carrig et al., 1974; Randolph et

Castleman, 1984) et la présence de rhinolithes (Edwards et al., 1992).

Les voies respiratoires inférieures sont également touchées. Les lésions peuvent se présenter
sous forme de bronchite et de bronchiolite ou encore de bronchopneumonie sévére, de
bronchiectasie et de consolidation des lobes pulmonaires ventraux. On observe habituellement
une quantité variable de matériel muqueux a mucopurulent dans les voies respiratoires. Les
surinfections bactériennes sont trés fréquentes et les bactéries les plus fréquemment isolées
sont Pasteurella multocida, Mycoplasma species, Pseudomonas species, Streptococcus
epidermicus (Edwards et al.,, 1992; Watson et al., 1998).

Les lobes craniaux et moyen droit sont les plus souvent et les plus sévérement atteints. Les
portions dorsales des poumons sont relativement épargnées. Deux tiers des chiens présentent
des lésions de bronchiectasies et la plupart de ceux qui n’en présentent pas sont des chiens
jeunes ou le remodelage n’a vraisemblablement pas eu le temps de se mettre en place (Edwards
etal, 1992; Neil et al.,, 2002; Beck et al., 2014). Une leucocytose neutrophilique est fréquemment

rencontrée, particulierement lors de surinfection bactérienne.

L’analyse des spermatozoides de chiens males atteints réveéle une diminution de la mobilité
progressive (Edwards et al, 1989; Watson et al, 1998), voir une immobilité totale (Morrison et
al., 1987), une diminution du nombre de spermatozoides et des anomalies de conformation des

spermatozoides (Watson et al., 1998).

Un peu plus de la moitié des cas décrits chez le chien présentaient un situs inversus, un seul cas
de situs ambiguus au niveau du thorax est rapporté chez le pointer anglais (Morrison et al,

1987).
La plupart des chiens pour lesquels une hydrocéphalie a été recherchée présentaient un certain

degré de dilatation des ventricules cérébraux. Toutefois, aucun d’entre eux ne présentait des

déficits neurologiques associés.
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7.2 Anomalies ultrastructurelles

Les défauts ultrastructurels sont similaires a ceux observés dans I'espéce humaine.

Une analyse en microscopie électronique des défauts ultrastructurels ciliaires n’est détaillée que
dans 13 des 20 races identifiées. Comme chez ’homme, les anomalies des bras de dynéine sont
les plus fréquentes, que ce soit une atteinte des BDE (Morrison et al., 1987; Edwards et al., 1989;
Hoover et al., 1989), des BDI (Randolph et Castleman, 1984; De Scally et al., 2004) ou des deux
(Watson et al, 1998; Beck et al, 2014). Une transposition microtubulaire est également
rapportée dans quelques races (Morrison et al., 1987; Beck et al., 2014). Certaines études en
microscopie électronique démontrent une désorganisation axonémale (Afzelius et al, 1984;
Dhein et al, 1990). Une absence des BDI, des crétes radiales et du N-DRC est rapportée chez
deux bobtails et chez un American Staffordshire (Randolph et Castleman, 1984; De Scally et al,
2004). Enfin, une ultrastructure normale est rapportée chez un Chow-chow et chez un Golden
retriever. Ces deux chiens présentaient des signes cliniques compatibles avec une DCP et un

Situs inversus.

Cette derniere race est intéressante car c’est la seule dans laquelle sont rapportés trois cas
distincts avec des résultats différents en microscopie électronique (Afzelius et al, 1984;
Morrison et al., 1987; Reichler et al, 2001). Un des chiens présentait une ultrastructure normale
tandis qu'un autre présentait une désorganisation axonémale et que le troisieme présentait une
transposition microtubulaire et une absence des BDE. On s’attend, au sein d’'une population
consanguine, comme c’est le cas de nos races de chiens, a observer les mémes défauts
ultrastructuraux, liés a un seul gene responsable. Toutefois, il faut noter que le Golden Retriever
est une race possédant une population d’effectifs efficaces assez importante (Lindblad-Toh et al,
2005) et que chez 'homme, méme dans des populations relativement isolées, plusieurs variants

responsables de DCP ont été identifiés (Casey et al,, 2014).

L’analyse ultrastructurelle peut se faire aprés ciliogénése comme chez I'homme afin de se
« débarrasser » des défauts ultrastructurels secondaires (Clercx et al., 2000).
Le tableau ci-dessous reprend les différents cas de DCP identifiés chez le chien et leurs

principales caractéristiques.
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Age au

Défaut de

Bronchi

Hydro-

Races Nbre . . Sexe PR . . . Autres TEM Référence
diagnostic latéralité | ectasie céphalie
Alaskan 1 8 mois F s . . Transposition microtubulaire (Becketal,
Malamute + absence des BD 2014)
Cavalier King . (Durant,
Charles 1 3 mois F SI - ND / 2008)
. Absence des BDI et des crétes
American 1 3 mois SS - ND radiales. Absence de la paire (De Scally et
Staffordshire ' p al., 2004)
centrale.
(Neil et al,
Teckel 1 4 ans MC SI + + / 2002)
. P Agénésie de la paire centrale | (Clercxetal,
Bullmastiff 1 2,5 ans M SS Ciliogénese CBF réduite 2000)
9 mois F - + Dysplasie tricuspide CBF réduite et pattern (Reichler et
Dyskinétique. US normale al, 2001)
Golden . SI Sperme immobile Atteinte des BDE et (Morrison et
Retriever 3 14 mois M " ND transposition microtubulaire al, 1987)
. i i . I ) (Afzelius et
7 mois M Désorganisation axonémale al, 1984)
Faible mobilité progressive
Terre-neuve 3 1-3,5 ans 1M, SS - ND et nombreuses anomalies Atteinte des BDE et BDI (Watson e¢
2F . al.,, 1998)
des spermatozoides
. . (Carrig et al,
Border Collie 1 7 semaines M SI + ND 1974)
Setter Anglais 1 8 mois F SI + ND (J1,1976)
Doberman 1 7 semaines M SI - ND (August]r,

1982)




Chihuahua 15 mois F SI ND ND / (B, 1983)
(Edwards et
Springer 1sem.- 4 3M/ . al., 1989)
Spaniel mois > F 4S1/ 1SS + + Atteinte des BDE (Edwards et
al,, 1983)
1SA
Pointer . (thorax) Atteinte des BDE et (Morrison et
Anglais 3 mois 4F 18I * 1+/3ND transposition microtubulaire al, 1987)
2SS
Atteinte des BDL 1 p .1 dolph et
. . 1M/1 Transposition microtubulaire
Bobtail 2 mois 1 SI + 1+ s . Castleman,
F et déplacement de la paire
1984)
centrale
Bichon frisé ? 2 mois 1M/1 SS + + Mauvaise orientation ? (Edwards Df,
F 1987)
. Pas de signes cliniques avant 20% des cils présentaient (Killingswort
?
Dalmatien ? 11 ans FS 55 * ND 10 ans une absence de BDE et BDI h etal, 1987)
Oligoazoospermie et
Chow-Chow 2 ans M SI . . mobilité progressive réduite CBF normale (Edwards et
Clairance mucociliaire Ultrastructure normale al, 1989)
réduite
. . (Foodman
Caniche nain 12 ans MC SI + ND / Ms, 1989)
. Atteinte des BDE, (Hoover et al,
Rottweiler 2 ans M 55 " ND désorganisation axonémale 1989)
Shar Pei 2 mois SS ND + Clalrance, m1'1c0c111a1re Désorganisation axonémale (Dhein et al,
réduite 1990)
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7.3 Mode de transmission génétique

Un mode de transmission autosomique récessif est également suspecté chez le chien (Edwards
etal, 1989; Watson et al, 1998). Plusieurs éléments sont en faveur de ce mode de transmission.
Premierement, les parents de chiots atteints ne présentent pas de symptomes. Deuxiémement,
les cas rapportés sont toujours des chiens de race, ce qui augmente la probabilité de
consanguinité. Troisiemement, les deux sexes sont atteints de maniére similaire. Enfin, Edwards
et al. obtiennent environ un atteint sur trois en croisant le pere de chiots atteints avec une de ses
filles asymptomatique (Edwards et al, 1989). Avant la réalisation de ce travail de recherche,

aucun gene responsable n’avait été identifié dans I’espece canine.
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Objectifs

Pour comprendre les objectifs de ce travail de recherche, il faut préciser le contexte dans lequel
il a débuté. En 2006, une éleveuse de bobtail s’est présentée a la consultation de médecine
interne de la faculté de médecine vétérinaire avec trois jeunes femelles, dgées de 8 mois,
montrant des signes cliniques respiratoires évoluant depuis leur naissance. Rapidement, une
dyskinésie ciliaire primaire a été suspectée, car 'une des chiennes présentait également un situs
inversus. L’analyse ultrastructurelle réalisée avant et aprés ciliogéneése sur 'une d’entre elles a
permis d’identifier un phénotype ultrastructurel similaire a celui de certains cas de DCP
humaine, a savoir une absence des BDI, des crétes radiales et du N-DRC. Au moment de la
réalisation de cette recherche, aucun gene n’avait été identifié pour ce phénotype particulier,
tandis que I'ensemble des génes identifiés n’expliquait qu'environ 35% des cas de DCP chez
I'homme. A la méme époque, le génome du chien venait d’étre séquencé (Lindblad-Toh et al,
2005) et l'intérét du chien comme organisme modele afin d’identifier des génes responsables de
caractére monogénique venait d’étre démontré (Karlsson et al., 2007). Suite au séquencage du
génome du chien, plus de deux millions de polymorphismes avaient été identifiés permettant la
génération de puces de génotypage génome entier. Les outils nécessaires a la réalisation d’'une
étude de liaison génome entier et d'une approche par géne candidat étaient donc disponibles. Ce
travail s’inscrivait dans le cadre d'un projet de recherche européen, le projet « LUPA » (Lequarré
et al, 2011), impliquant une vingtaine de facultés vétérinaires provenant de douze pays
européens. Le but de ce projet était d’étudier des pathologies d’origine génétique chez le chien,
afin d’identifier des génes qui pourraient étre impliqués dans des pathologies similaires chez
I'homme. Ce projet comportait cinq axes de recherche différents; les pathologies
cardiovasculaires, les cancers, les pathologies neurologiques, les désordres inflammatoires et les

pathologies monogéniques. L’étude des DCP faisait partie de cette derniere catégorie.

La premiére partie de ce travail s’est axée autour de l'identification d’'un nouveau gene
responsable de DCP tant chez 'homme que chez le chien, tandis que la seconde partie s’est
principalement intéressée a la caractérisation du phénotype clinique de la maladie chez le

bobtail ainsi qu’a la fréquence de la mutation identifiée au sein de la population de bobtails.
Le premier objectif de ce travail était d’identifier les bases génétiques de la dyskinésie ciliaire

primaire ségrégant au sein des bobtails. Nous avons voulu déterminer le mode de transmission

génétique et identifier le géne responsable du phénotype clinique. Une fois ce géne identifié,
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nous avons voulu déterminer si celui-ci était également impliqué dans des cas de DCP chez
I’homme. C’est pourquoi nous avons pris contact avec différents centres de référence travaillant
sur les DCP en France et en Allemagne afin de tester des patients humains présentant des
défauts ultrastructuraux similaires a ceux de nos chiens.

Ensuite, nous avons voulu déterminer les conséquences qu’'une dysfonction de ce gene pouvait
entrainer, pour d’'une part, mieux comprendre le réle de la protéine déficiente au sein de la
cellule ciliée, et d’autre part confirmer que les mutations identifiées étaient bien a l'origine du
phénotype clinique observé. L'impact fonctionnel a été étudié au niveau de la cellule (profil
d’expression, immunomarquage des certains constituants des cils) ainsi qu'au niveau de
I'embryogénése en utilisant des morpholinos sur des zebrafish. Ensuite, nous avons voulu
déterminer si ce géne était impliqué dans d’autres cas de DCP et si il pouvait avoir un impact

dans d’autres ciliopathies, comme des défauts de latéralité.

L’objectif de la seconde étude était de caractériser le phénotype clinique des chiens atteints.
Cette étude clinique s’est principalement axée sur l'atteinte respiratoire que présentaient ces
chiens, mais également sur les défauts de latéralité et sur les anomalies spermatiques. Un second
objectif était de confirmer les conséquences moléculaires de CCDC39 au sein de la cellule ciliée
chez le chien. Enfin, nous avons voulu déterminer la fréquence de la mutation au sein de la
population de bobtails en testant des chiens originaires d’Europe mais aussi d’Amérique du

Nord.
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ETUDES

ETUDE 1 : Identification de CCDC39, un gene impliqué dans les DCP chez le
bobtail et dans I’espéce humaine.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a un pédigree de chiens de race Bobtail, race
dans laquelle ségrégeait une maladie présentant un phénotype clinique de DCP. Les chiens
atteints présentaient depuis la naissance des symptomes respiratoires compatibles et certains
étaient atteints de situs inversus. Le diagnostic final de DCP a pu étre posé, grace a l'identification
en microscopie électronique d’anomalies ultrastructurelles primaires typiques de DCP: une
absence des BDI et une désorganisation axonémale. L’analyse du pedigree de ces chiens faisait

suspecter un mode de transmission autosomique récessif.

Afin d’identifier 'origine génétique de cette DCP, nous nous sommes basés sur une stratégie en
deux étapes ; une étude d’association génome entier afin de cartographier la zone d’intérét puis
une approche par géne candidat. L’analyse d’association a été réalisée a l'aide de deux
programmes développés par l'université de Liége, ASSHOM et ASSIST (Charlier et al, 2008).
Dans un premier temps, nous avons exploré I'hypothése d'un mode de transmission
autosomique récessif. Selon cette hypothese, les individus atteints devraient étre tous
homozygotes pour un méme haplotype, alors que les individus sains devraient soit étre
hétérozygotes, soit homozygotes pour 'allele sauvage. Afin de localiser les loci correspondant a
la maladie, nous avons utilisé les programmes ASSHOM et ASSIST reposant sur le principe de
cartographie par homozygotie et par autozygotie. Nous avons obtenu, pour ces 2 programmes,
un signal unique significatif (p< 0.002 pour 1000 permutations) sur le chromosome 34.

La région homozygote identifiée était malheureusement trés étendue et comprenait plus de 150
génes. Afin de réduire le nombre de candidats potentiels, nous avons sélectionné les génes
présents dans les bases de données relatives aux cils, ce qui a permis de réduire le nombre de
génes candidats de 151 a 10. Les parties codantes et les jonctions intron-exon de ces candidats
ont ensuite été séquencées par une méthode classique (Sanger). Une mutation non-sens a été
identifiée dans le troisieme exon de CCDC39, un gene comprenant 20 exons. Cette mutation était
a I'état homozygote chez tous les individus malades et suivait le pattern de ségrégation adéquat

au sein du pédigree de bobtails.
Plusieurs éléments plaidaient en faveur de cette mutation comme étant la cause de la DCP. Tout

d’abord, les DCP étant une maladie rare, on ne s’attend pas a retrouver le variant responsable de

la maladie dans une population contréle. Le séquencage d'une population de 80 chiens issus de 9
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races différentes, n’a pas permis d’identifier une seule fois cette mutation. Deuxiemement, le
séquencage de '’ARNm des cellules trachéales d’un chien porteur a permis de mettre en évidence
un phénomeéne de dégradation des ARNm non-sens, un mécanisme spécial de controle qualité de
la cellule qui vise a éliminer les ARNm anormaux. De plus, 'expression de CCDC39, détectée par
hybridation in situ chez la souris a différents stades de développement, mais aussi par qRT-PCR
dans des tissus humains d’adultes, était localisée préférentiellement au sein de tissus contenant
des cils mobiles (voies respiratoires, ependymes, etc...). Enfin, pour confirmer définitivement
que CCDC39 joue un rdle important dans la mobilité ciliaire, nous avons supprimé son
expression a l'aide de morpholinos dans des embryons de zebrafish. L’injection provoquait
I'apparition de défauts de latéralité, dose-dépendants. Ce phénotype était bien spécifique

puisqu’il disparaissait lorsque les embryons étaient co-injectés avec ARNm sauvage.

L’étape suivante était de déterminer si ce gene pouvait jouer un réle dans des cas de DCP
humaines. Nous avons sélectionné 53 patients humains issus de 50 familles différentes
présentant les mémes anomalies cilaires que celles observées chez le bobtail. Les 20 exons ainsi
que les jonctions intron-exon ont été séquencées chez tous ces patients. Ce séquencage a permis
d’'identifier 14 mutations associées a une perte de fonction dans 19 familles. Le mode de
transmission des mutations était compatible avec un mode autosomique récessif. Quinze
patients présentaient une mutation a ’état homozygote tandis que cinq étaient des
hétérozygotes composites. Une quinzieme mutation a été identifiée par la suite, chez un des
deux patients qui ne présentaient initialement qu’'une seule mutation. Celle-ci se caractérise par
une insertion d'une centaine de paires de bases, secondaire a I'activation d’'un pseudo-exon. La
plupart de ces mutations étaient privées, mais certaines étaient partagées par plusieurs familles.
Nous avons pu démontré un effet fondateur pour trois d’entre elles, en génotypant 10

microsatellites qui flanquaient la région.

Nous avons voulu ensuite déterminer si des mutations de CCDC39 pouvaient étre a l'origine de
DCP avec un phénotype ultrastructurel différent ou a 'origine de défauts de latéralité chez des
patients ne présentant pas de symptomes respiratoires. Une fois de plus nous nous sommes
intéressés aux portions codantes en utilisant une technique de séquenc¢age massif en parallele. A
I'opposé des cas précédents, aucune mutation non-sens, du site d’épissage ou du cadre de

lecture n’a été identifiée chez les 24 patients DCP ou les 216 patients hétérotaxiques.
Afin de mieux comprendre la fonction de CCDC39 et I'impact de sa dysfonction sur la structure

cilaire, nous avons analysé son expression au niveau protéique. Un western blot réalisé sur des

cellules épithéliales respiratoires a permis de mettre en évidence une bande de la taille attendue
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chez un individu sain mais pas chez un individu déficient pour CCDC39. En utilisant des
techniques d’immunofluorescence haute résolution, nous avons pu démontrer que CCDC39 se
localisait principalement au niveau de I'axonéme ciliaire chez l'individu sain mais pas chez
I'individu atteint. Afin de caractériser 'impact d’'une déficience de CCDC39, nous avons étudié les
autres composants de 'axoneme ciliaire en utilisant des anticorps dirigés spécifiquement sur
des sous-unités des BDE, BDI et du N-DRC. Nous avons ainsi pu démontrer que les sous unités
des BDE n’étaient pas affectées par une déficience de CCDC39. Par contre, un composant des
BDI, DNALI1, était complétement absent et GAS8, un composant du N-DRC, était anormalement

localisé dans le cytoplasme des cellules mutées.

Enfin, nous avons étudié l'impact d’'une déficience en CCDC39 sur la fonction ciliaire. Les
analyses en vidéomicroscopie haute résolution sur des cellules nasales obtenues par un frottis
brosse chez un patient atteint ont permis d’identifier le pattern de battement ciliaire lié a une
déficience en CCDC39. Celui-ci se caractérise par une amplitude réduite, avec des axonemes
rigides qui présentent des petits mouvements rapides, tremblotants. Ce pattern est différent de

celui observé dans les atteintes de BDE qui se caractérise par des cils paralysés.

En conlusion, cette étude a donc permis d’identifier CCDC39, une protéine axonémale dont
I'absence est responsable d’'une atteinte des BDI et d'une désorganisation axonémale liée a une

atteinte du N-DRC et des crétes radiales, mais aussi d’'un battement dyskinétique.

Cette étude est le fruit d'une collaboration entre plusieurs centres de recherche. Le laboratoire
de génomique animale de l'université de Liege a dirigé les travaux de recherche et a réalisé le
clonage positionnel ainsi que le séquencage de tous les patients humains. L’équipe du Professeur
Amselem de I'hopital Armand Trousseau de Paris a fourni une partie des ADN des patients
humains atteints de DCP et a caractérisé le défaut ultrastructurel dont souffraient ces patients.
De plus, cette équipe a réalisé certaines des expérimentations (identification de la mutation
p.Glu390SerfsX6, analyse des haplotypes, analyse de I’expression de CCDC39 chez des patients
humains). L’équipe du Professeur Omran de I'université Albert Ludwigs a posé le diagnostic de DCP
de l'autre partie des patients humains atteints et fourni leurs ADN a notre laboratoire. IlIs ont
également apporté leurs pierres a 1’édifice en réalisant les études d’hybridation in situ chez la souris,
les études d’immunofluorescence et la vidéomicroscopie du battement ciliaire. Enfin, le Professeur
Katsanis et Erica Davis ont réalisé les expérimentations chez le zebrafish et nous ont donné acces a

I’ADN des patients hétérotaxiques.
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CCDC39 is required for assembly of inner dynein arms
and the dynein regulatory complex and for normal ciliary

motility in humans and dogs

Anne-Christine Merveille!?4, Erica E Davis>»?4, Anita Becker-Heck®>>24, Marie Legendre®24, Israel Amirav’-8,
Géraldine Bataille!, John Belmont®, Nicole Beydon!?, Frédéric Billen!!, Annick Clément!?, Cécile Clercx!!,
André Coste!3, Rachelle Crosbie'4, Jacques de Blic!®, Stephane Deleuze!l, Philippe Duquesnoy?®, Denise Escalier®,
Estelle Escudier®, Manfred Fliegauf3, Judith Horvath3, Kent Hill'4, Mark Jorissen'®, Jocelyne Just!’,

Andreas Kispert!8, Mark Lathrop!®, Niki Tomas Loges>?, June K Marthin?’, Yukihide Momozawa!, Guy Montantin®,
Kim G Nielsen?!, Heike Olbrich®%, Jean-Francois Papon®!3, Isabelle Rayet?’, Gilles Roger??, Miriam Schmidts?,
Henrique Tenreiro®, Jeffrey A Towbin®, Diana Zelenika!®, Hanswalter Zentgraf?3, Michel Georges',

Anne-Sophie Lequarré!?3, Nicholas Katsanis>?®>, Heymut Omran®>2> & Serge Amselem

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is an inherited disorder
characterized by recurrent infections of the upper and lower
respiratory tract, reduced fertility in males and situs inversus

in about 50% of affected individuals (Kartagener syndrome).

Itis caused by motility defects in the respiratory cilia that

are responsible for airway clearance, the flagella that propel
sperm cells and the nodal monocilia that determine left-right
asymmetry’. Recessive mutations that cause PCD have been
identified in genes encoding components of the outer dynein arms,
radial spokes and cytoplasmic pre-assembly factors of axonemal
dyneins, but these mutations account for only about 50% of cases
of PCD. We exploited the unique properties of dog populations
to positionally clone a new PCD gene, CCDC39. We found that
loss-of-function mutations in the human ortholog underlie a
substantial fraction of PCD cases with axonemal disorganization
and abnormal ciliary beating. Functional analyses indicated

that CCDC39 localizes to ciliary axonemes and is essential for
assembly of inner dynein arms and the dynein regulatory complex.

6,25

Between December 2006 and November 2007, we examined five Old
English Sheepdogs (Bobtails aged 8-15 months and 3 littermates)
suffering from chronic airway inflammation. Radiography revealed
situs inversus in one, which suggested PCD?. This was confirmed by
identifying ciliary defects in nasal and tracheal biopsies and in respi-
ratory epithelial cell cultures using transmission electron microscopy
(TEM). We noted absent or eccentric central pairs, occasional dis-
placement of outer doublets, reductions in the mean number of inner
dynein arms, and abnormal radial spokes and nexin links (Fig. 1a),
reminiscent of an earlier report of PCD in Bobtails®. Pedigree analy-
sis indicated that the parents of the five probands traced back to the
same female champion. Interviews with breeders and veterinarians
led to the identification of ten additional Bobtail litters with PCD. All
parents were descended from the same founder female. For litters with
complete records, parents were reported healthy, the proportion of
affected offspring was 21 out of 65 (32%) and the male:female ratio
among cases was 9:14, which suggests autosomal recessive inheritance
(Supplementary Fig. 1). Situs inversus was confirmed in three out
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Figure 1 Positional identification of CCDC39 as the gene that underlies
PCD in Bobtails. (a) Old English Sheepdog (Bobtail). Representative
TEM images of disorganized cilia identified in nasal mucosal biopsies

of cases (PCD) and normal cilia from a healthy dog (CTR). (b) Positional
identification of the p.Arg96X alteration in CCDC39. Homozygosity
mapping identified a genome-wide significant signal on chromosome
CFA34, corresponding to a 15-Mb segment shared homozygous-
by-descent by 5 affected animals and encompassing 151 annotated
protein-coding genes, of which 10 were included in the ciliome or cilia
proteome database (or both). Sequencing CCDC39 in affected individuals
revealed a C>T transition in the third exon of the main isoform, creating a
stop codon that causes nonsense-mediated RNA decay. d, disease.

of nine cases examined. A spermogram conducted on one affected
male revealed oligoasthenospermia. The midpiece was narrowed in
around one-third of sperm cells and the flagellum was shortened in
around one-fifth.

We genotyped 5 cases and 15 controls with the Affymetrix
v2 Canine array. We found a 15-Mb segment of autozygosity on
chromosome 34 that was shared by all cases (genome-wide P <
0.001; Fig. 1b). The shared region contained 151 genes. We mined the
ciliary proteome* and ciliome® databases and identified ten proteins
that had been discovered in at least two independent genomic or
proteomic studies of cilia enrichment. We sequenced the coding exons
and intron-exon boundaries of six of these candidates in cases and
controls and identified a stop codon (p.Arg96X) in CCDC39 (Gene
ID: 488089) in the affected dogs that was predicted to truncate 90%
of the 976—amino acid CCDC39 protein (Fig. 1b). All of 10 addi-
tional cases were homozygous for the p.Arg96X alteration, all of
10 obligate carriers were heterozygous for it and 8 of 102 randomly
sampled healthy Bobtails were heterozygous for it; we did not find the
alteration in 80 healthy animals from 9 other breeds. We sequenced
CCDC39 RT-PCR products from the tracheal RNA of a carrier and
found a mutant to wildtype allelic ratio of about 0.25, compatible
with nonsense-mediated RNA decay of transcripts containing the
p.Arg96X alteration (Fig. 1b).

FAP59, the Chlamydomonas ortholog of CCDC39, was predicted
to be essential for motile ciliary function, as orthologs do not occur
in nonciliated organisms (‘CiliaCut’) or in Caenorhabditis elegans
(‘MotileCut’)®. FAP59 was also among the top 50 of the 650 proteins
that were detected by mass spectrometry in purified flagella of
Chlamydomonas, consistent with ciliary localization”. Mouse Ccdc39
was predicted to be present in cilia because Ccdc39 is strongly
expressed in tissues rich in ciliated cells; Ccdc39 was also shown by
in situ hybridization to be expressed in olfactory and vomeronasal
sensory neurons and the respiratory epithelium®. To extend these
findings, we performed in situ hybridization at different stages of
mouse development and identified specific expression of Ccdc39 in
node cells carrying motile cilia, in upper and lower airways, and in
ependymal and choroid plexus cells, consistent with Ccdc39 having a
functional role in motile cilia (Fig. 2a). In tissue from adult humans,
quantitative RT-PCR (qRT-PCR) showed predominant expression of
CCDC39 in nasal brushings and, to a lesser extent, in lungs and testes.
However, this expression was systematically lower than that of other
PCD genes (expression of DNAII > DNAI2 > LRRC50 = Cl4orf104
(also called KTU) > CCDC39; Supplementary Fig. 2a,b).

To provide further support for the role of CCDC39 in ciliary motil-
ity, we used morpholino-based suppression of ccdc39 in zebrafish
embryos. Using reciprocal BLAST, we identified the only Danio rerio
ortholog of CCDC39 (LOC555319; 53% identity and 73% similar-
ity). We amplified this transcript readily from embryonic comple-
mentary DNA (cDNA) as early as the shield stage (data not shown).
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Injection of either a translation-blocking or a splice-blocking morpho-
lino at the two-cell stage caused a dose-dependent increase in heart-
looping defects at 36 hours post-fertilization (rightward or absent
looping; Fig. 2b,c and Supplementary Fig. 3) and bilateral or lack
of spaw expression at the left lateral plate mesoderm in 14 somite
embryos (Fig. 2d,e). These phenotypes were likely specific, as they
were reproduced at similar frequencies by both morpholinos and
were rescued by co-injection with wildtype human CCDC39 mRNA
(Fig. 2d). These findings recapitulate laterality defects seen in other
PCD morphants (for example, C140rf104, also known as ktu, and
Irrc50)*19, consistent with compromised fluid flow at the Kupffer’s
vesicle due to impaired ciliary motility.

These findings prompted us to screen for mutations in unresolved
human PCD cases (Supplementary Note). We sequenced the 20 coding
exons and intron-exon boundaries of human CCDC39 (Gene
ID: 339829) in 53 cases (from 50 families) with axonemal defects
reminiscent of those observed in Bobtails, that is, the absence of inner
dynein arms in all examined cilia and coexistence of axonemes with
various ultrastructural defects within the same section (Fig. 3a and
Supplementary Fig. 4). This group accounts for 5-15% of PCD cases'.
We detected 14 unambiguous loss-of-function mutations in 19 of the
50 families (38%): four nonsense mutations, six frameshifts leading to
premature stop codons and four splice-site variants (located within
3 bp of an intron-exon boundary) (Fig. 3b and Table 1). Notably, no
nonsense or frameshift mutations in CCDC39 were reported in the
latest 1000 Genomes Project data release (see URLS) for 60 sequenced
individuals. Transmission of mutations was consistent with autosomal
recessive inheritance (Table 1 and Supplementary Fig. 5). Fifteen cases
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Figure 2 Expression and functional
studies in mouse and zebrafish.

(a) Whole-mount in situ hybridization
analysis of mouse Ccdc39 in mouse
embryos. Ccdc39 expression is restricted
to the node in embryos at embryonic day
(E) 7.75-8.0 (arrowheads). In E16.5 mouse
embryonic sections, Ccdc39 (arrowheads)
is expressed in ciliated cells of the upper
and lower airways. (b) Dose-response
curve of ccdc39 translation-blocking
morpholino (tb-MO). Wildtype zebrafish
embryos were injected with increasing
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wildtype embryos, spaw is expressed in the left lateral plate mesoderm
in most cases, undetectable spaw expression (right).

(ten of whom were consanguineous) were homozygous and five were
compound heterozygous. Two cases carried only one pathogenic
allele (DCP580 and DCP481). Nasal epithelial cells were available
for DCP580, allowing us to investigate the integrity of the CCDC39

mRNA by RT-PCR. One primer pair yielded a unique 537-bp amplicon
in control subjects as well as an additional 644-bp product in DCP580
because of a 116-bp insertion between exons 9 and 10. Sequencing of
the corresponding genomic region showed that this insertion resulted

Figure 3 Ultrastructural and mutational a
analysis of human PCD cases with axonemal
disorganization. (a) Electron microscopy of
respiratory cilia from an individual (DCP85)
who is homozygous for the CCDC39 mutation
resulting in the p.Glu731AsnfsX31 alteration.
It shows the absence of inner dynein arms in
all ciliary sections, associated with a range of
other, heterogeneous defects: isolated absence
of the nine inner dynein arms (1), axonemal
disorganization with mislocalized peripheral
doublet associated with either a displacement
of the central pair (2), an absence of the
central pair (3), or supernumerary central
pairs (4). Magnification of the axoneme from

a normal cilium is shown in the upper right
panel with presence of inner dynein arms
(black arrow), nexin links (white arrow) and

b

L5

radial spokes (short arrow). The axonemal

disorganization found in cases is associated b ¢.357+1G>C .1035-3C5G
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Table 1 €CCDC39 mutations in PCD cases with axonemal disorganization

LETTERS

Subject Origin Sex  Consanguineous Laterality defects Sperm defects  Alteration and mutation 1 Alteration and mutation 2
DCP852 Algeria F Y - - p.Glu731AsnfsX31 p.Glu731AsnfsX31
c.2190delA €.2190delA
DCP912 Unknown F Y - - p.Glu731AsnfsX31¢ p.Glu731AsnfsX31
c.2190delA c.2190delA
DCP4132 Northern Africa M Y Kartagener NA p.Glu731AsnfsX31 p.Glu731AsnfsX31
DCP4142 M Y Kartagener NA c.2190delA c.2190delA
DCP532 Tunisia M N Kartagener NA p.Glu731AsnfsX31 p.Glu731AsnfsX31
c.2190delA c.2190delA
DCP554 Algeria M N - OAS p.Thr358GInfsX3 p.Thr358GInfsX3
c.1072delA c.1072delA
DCP384 Unknown F Y - - p.Thr358GInfsX3 p.Thr358GInfsX3
c.1072delA c.1072delA
0P122b Germany M N Ilvemark OAS p.Thr358GInfsX3 p.Lys336ArgfsX19
c.1072delA ¢.1007-1010delAGAA
DCP5522 Turkey M N Kartagener NA c.357+1G>C c.357+1G>C
DCP5532 M N Ilvemark NA
DCP274b France M N Kartagener NA c.357+1G>C c.610-2A>G
OP736 I11P Denmark F N - - c.357+1G>C p.Glu851X
OP736 I12° M N - - c.2551G>T
DCP1582 France M N - NA c.357+1G>C p.Ser786llefsX33
c.2357_2359delinsT
DCP580P West Indies/Senegal M N Kartagener OAS p.Ser786llefsX33 p.Glu390SerfsX6
¢.2357_2359delinsT c.1167+1261A>G
DCP533 Tunisia F Y Heterotaxia - p.Tyr859X p.Tyr859X
c.2577C>A c.2577C>A
DCP5282 Egypt F Y Kartagener - p.Cys73GInfsX6 p.Cys73GInfsX6
c.216_217delTT c.216_217delTT
DCP323 Unknown F N Kartagener - ¢.1035-3C>G ¢.1035-3C>G
DCP1812 Algeria F Y - - p.Argb72X p.Argb72X
c.1714C>T c.1714C>T
OP18 1112 Turkey F Y Kartagener - p.Tyr163ValfsX6 p.Tyr163ValfsX6
¢.485-486insA c.485-486insA
ol5 1112 Israel F Y Kartagener - p.Glud71X p.Glu4d71X
c.1410G>T c.1410G>T
DCP481 Algeria M N - OAS c.1363-3delC Unknown

For subjects, DCPXXX, French cohort; OXXX, German cohort. Pairs of individuals in the same row are siblings. For sperm defects, OAS, oligoasthenospermia; NA, not analyzed.
Founder mutations are shown in bold.
2|ndividuals for whom homozygosity (versus hemizygosity) could be confirmed by parental DNA analysis. PCompound heterozygotes for whom transconfiguration could be confirmed either by

parental DNA analysis or by sequencing of cloned PCR products. ¢p.Glu731AsnfsX31 is embedded in a distinct haplotype in DCP91 and is therefore assumed to be a recurrent event (see also

Supplementary Fig. 7).
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OP-736 111

OP-18 111

from activation of a pseudo-exon in intron 9 (designated wExon9).
The sequence 5" of yExon9 matches a perfect acceptor splice site,
and its 3’ boundary contains a near-perfect splice donor site that is
activated by an AT>GT transition involving nucleotide c.1167+1261
(Supplementary Fig. 6). This mutation (which, if translated, would
lead to the frameshift alteration p.Glu390SerfsX6) was not found in
any other case. A second loss-of-function mutation has not yet been
identified for DCP481, but two previously unknown candidate vari-
ants are worth mentioning: a missense variation involving a highly
conserved residue (p.Thr594Ile) and a putative branch site variant
in intron 9 (c.1168-32A>G). We also detected two rare missense
variations in the heterozygous state among the 31 remaining cases
(p-Cys803Tyr and p.Thr182Ser), but their effect on CCDC39 func-
tion is unknown.

Of the 15 unambiguous disease-causing mutations, 11 were private,
whereas 4 were shared by several families not known to be related
(Table 1). Genotyping of ten microsatellites that flank CCDC39 and
span ~9 Mb of the disease locus supports a founder effect for three of
the mutations and/or alterations (p.Thr358GInfsX3, p.Ser786IlefsX33
and ¢.357+1G>C). We found the p.Glu731AsnfsX31 alteration on
a shared haplotype in three families, but on a distinct haplotype
in the fourth family (DCP91), which suggests a recurrent event
(Supplementary Fig. 7).

The PCD phenotype of individuals with recessive CCDC39 mutations
is characterized by chronic upper and lower airway infections that cause

Figure 4 Subcellular localization of CCDC39 in respiratory epithelial cells
from individuals with PCD carrying CCDC39 mutations. Axoneme-specific
antibodies against acetylated a-tubulin (green) were used as the control.
Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). (a) In respiratory epithelial
cells from healthy probands, CCDC39 (red) localized predominantly along
the entire length of the axonemes, as well as to the apical cytoplasm.

(b—e) In respiratory epithelial cells from individuals OP-736 112 (b),
OP-736 111 (c), OP-122 (d) and OP-18 |11 (e) carrying CCDC39 loss-of
function mutations, CCDC39 was absent from the axoneme and markedly
reduced in the apical cytoplasm. White scale bars, 5 um.

severe morbidity. Nine cases (41%) showed situs solitus and ten cases
(45%) had situs inversus, whereas three cases (14%) had heterotaxia.
Two of the cases with heterotaxia had documented polysplenia (Ivemark
syndrome; MIM208530). This is consistent with previous reports that
randomization of left-right asymmetry not only results in situs solitus
or situs inversus but can also cause situs ambiguous, including Ivemark
syndrome!?13, Four affected males had oligoasthenospermia.

To determine whether CCDC39 mutations underlie PCD with dis-
tinct ultrastructural defects or heterotaxia in the absence of respiratory
symptoms, we used massive parallel sequencing to scan the 20 coding
exons for mutations in 24 independent cases of PCD with absence of
inner dynein arms only (6 cases) or absence of both inner and outer
dynein arms (18 cases) without axonemal disorganization, and in 216
sporadic heterotaxia cases and 216 ethnically matched controls from
the United States (Supplementary Note). We amplified 25 ~250-bp
amplicons that spanned the 20 CCDC39 exons from DNA pools of ~20
cases or controls, mixed and sequenced on a Roche FLX instrument. The
sensitivity and specificity of a similar protocol have been estimated at
83% and 98%, respectively (Y.M. & M.G., unpublished data). Contrary
to PCD cases with absence of inner dynein arms and axonemal disor-
ganization, we detected no nonsense, frameshift or splice site variants
in CCDC39 in these cohorts.

To gain insights into CCDC39 function, we analyzed its expression at the
protein level. In protein blotting, antibodies to CCDC39 recognized a band
of the expected size (~110 kD) in extracts from respiratory epithelial cells of
a control subject but not ofa CCDC39-deficient individual (Supplementary
Fig. 8). High-resolution immunofluorescence analysis of respiratory cells
showed predominant axonemal staining in controls (in agreement with the
mass spectrometry analyses of purified flagella of Chlamydomonas’) but
not in cells containing mutations in CCDC39 (Fig. 4).

We used immunofluorescence to characterize the effect of CCDC39
deficiency on cilia structure. TEM analysis pointed toward defective
inner dynein arms, nexin links and radial spokes but normal outer
dynein arms (Fig. 3a). Because outer dynein arm complexes (ODA
type 1 and type 2) vary along the length of ciliary axonemes and
TEM cannot easily identify incomplete or regional outer dynein arm
defects®!3, we used antibodies to the outer dynein arm components
DNAHS (type 1 and 2), DNAI2 (type 1 and 2) and DNAH9 (type 2)
in five CCDC39-deficient individuals. The localization of outer
dynein arm components was normal in CCDC39-deficient cilia
(shown for DNAHS5; Fig. 5). We then analyzed inner dynein arm
components using antibodies to DNALI1. DNALI1, which is normally
found throughout respiratory axonemes, was completely absent from
CCDC39-deficient cilia (Fig. 5). The nexin links correspond to the
dynein regulatory complex (DRC)!. Using antibodies to GAS11 (also
known as GASS), the human ortholog of the trypanin or DRC4 sub-
unit of the protist DRC'>~18, we found that GAS11 was localized along
the whole axoneme in controls but was confined to the cytoplasm and
ciliary base in CCDC39-deficient cilia (Fig. 5). qRT-PCR and protein
blot analysis showed that the levels of GAS11 transcripts and protein
were unaffected in individuals with PCD (Supplementary Fig. 9).
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Figure 5 Subcellular localization of DNAH5, DNALI1 and GAS11 in
respiratory epithelial cells from individuals with PCD carrying CCDC39
mutations. Immunofluorescence analyses of human respiratory epithelial
cells using antibodies to the outer dynein arm heavy chain DNAH5 (a), the
inner dynein arm component DNALI1 (b) and the DRC component GAS11
(c). Axoneme-specific antibodies to acetylated a-tubulin (a) or o/B-tubulin
(b,c) were used as controls. Nuclei were stained with Hoechst 33342
(blue). The localization of DNAH5 (red) in respiratory epithelial cells from
case OP-736 111 was unchanged (a). DNALI1 (green) localized along the
entire length of the axonemes of respiratory epithelial cells from healthy
probands (b). In epithelial cells from case OP-736 |11, DNALI1 (green)
was absent from the ciliary axonemes (b). In respiratory epithelial cells
from healthy probands, GAS11 (green) localizes along the entire length

of the axonemes (c). In respiratory epithelial cells from case OP-736 1I1,
GAS11 (green) was targeted to the ciliary base, where it accumulated

(c). White scale bars, 5 um.

We investigated the effect of CCDC39 deficiency on ciliary func-
tion. Optic microscopy on nasal or bronchial biopsies showed ciliary
immotility in 17 of 22 cases with CCDC39 mutations and residual
dyskinetic motility in the other 5 cases (DCP414, DCP323, DCP481,
DCP552 and OP122). High-speed videomicroscopy analyses of res-
piratory cells obtained by nasal brushing biopsy (OP122) identified
a beating pattern characterized by reduced amplitude with rigid
axonemes that showed fast, flickery movements, which suggests defec-
tive beat regulation (Supplementary Videos 1 and 2). This pattern
differs from that imparted by PCD variants (DNAH5, DNAII, DNAI2,
LRRC50 and CI4o0rf104 (KTU)) that cause defects in the dynein arms
and enable beat generation. In these cases, the cilia appear paralyzed
but not rigid.

In summary, we have shown that CCDC39 is an axonemal pro-
tein whose absence results in failure to correctly assemble DNALI1-
containing inner dynein arm complexes, the DRC and the radial
spokes, thereby causing axonemal disorganization and dyskinetic
beating. Loss-of-function mutations in CCDC40, which encodes
another axonemal protein with coiled-coil domains, cause PCD with
identical ultrastructural and biochemical defects (including ciliary
depletion of CCDC39 and GAS11)!°. Both CCDC39 and CCDC40
may be integral components of the DRC, whose precise composition
remains to be defined!. Mutations in the Chlamydomonas PF2 gene
(which encodes the coiled-coil domain-containing DRC4 compo-
nent) also cause structural defects of both the DRC and inner dynein
arms, with failure to assemble DRC components 3-7 (refs. 20-22).
Therefore, as was proposed for PF2, CCDC39 could encode a protein
that contributes to the stability of the DRC by interacting with one
or several DRC subunits!®. Alternatively, CCDC39 could participate
in the transport of the inner dynein arms and DRC. Although the
intraflagellar transport mechanism for components located at the
interior of the axonemal shaft remains poorly understood, studies in
Chlamydomonas have shown that components of the axonemal matrix
are required for positioning inner axonemal components but not the
outer dynein arms?3. CCDC39, mutations of which affect the inter-
nal part of the axoneme with no apparent deleterious effect on outer
dynein arms, could therefore be involved in this process. In support of
this, several ciliary and centrosomal proteins involved in intraflagellar
transport contain SMC-like domains, as does CCDC39 (Fig. 3b). As
previously suggested?*, SMC-like domains might represent signature
sequences that are recognized during these transport processes.

We have also shown that dogs are useful for accelerating the iden-
tification of genes in which mutations cause inherited diseases in
humans. Diseases that are characterized by locus heterogeneity in
humans will almost always involve a single founder mutation in a
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given dog breed, which facilitates mapping. The highly inbred struc-
ture of the domestic dog population, combined with increasingly
attentive medical care, has resulted in a long list of breed-specific
inherited conditions that advantageously complements phenotype-
driven screens in model organisms, including mice. Our results pro-
vide useful information for the counseling of previously orphan PCD
families and open possibilities for the study of new PCD therapies in
the dog model.

Merge

URLs. 1000 Genomes Project, http://www.1000genomes.org/.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online
version of the paper at http://www.nature.com/naturegenetics/.

Accession codes. All accession codes are available in GenBank under the
following accession codes: dog CCDC39 cDNA, XM_545213.2; human
CCDC39 cDNA, NM_181426.1; mouse Ccdc39 cDNA, NM_026222.2; and
zebrafish ccdc39 cDNA, XM_677617.4.
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ONLINE METHODS

Positional identification of the PCD locus in dogs. We conducted SNP geno-
typing of 5 affected and 15 healthy dogs with the Affymetrix v2.0 Canine array
using standard procedures. We performed autozygosity mapping with ASSIST
software?>. We conducted mutation scanning by direct Sanger sequencing of
amplicons spanning the CCDC39 exons and intron-exon boundaries obtained
from genomic DNA using standard procedures and primers, provided in
Supplementary Table 1. The relative abundance of mutant versus wildtype
CCDC39 transcripts was measured by direct sequencing of RT-PCR products
obtained from total RNA extracted from tracheal samples of a heterozygous
animal using standard procedures and analysis of the sequence traces using
PeakPicker?°.

Morpholino-based ccdc39 suppression and in vivo rescue assay in zebrafish.
Morpholinos targeting either the translation initiation AUG (tb-MO) or the
splice donor site of D. rerio ccdc39 exon 9 (sb-MOj; Gene Tools) were diluted to
the appropriate concentrations using sterile, deionized water. We subsequently
injected wildtype zebrafish embryos at the 1-2-cell stage with morpholino
injection cocktails (batches of 50-100 embryos; the investigator was masked to
injection) and reared them at 28 °C until fixation (14-somite embryos for RNA
in situ hybridization) or live scoring for heart looping phenotypes at 36-h post
fertilization. Embryos scored live were reared in N-phenylthiourea. For rescue
experiments, the CCDC39 open reading frame (ORF) was PCR amplified from
cDNA generated with oligo-dT-primed total RNA isolated from HEK293T
cells and subsequently cloned into the pPCR8/GW/TOPO vector (Invitrogen).
pCR8/GW/TOPO vectors were then shuttled into the pCS2+ Gateway destina-
tion vector using LR clonase II mediated recombination (Invitrogen). Capped
mRNA was in vitro transcribed from linearized pCS2+ CCDC39 using the SP6
mMessage mMachine kit (Ambion) according to the manufacturer’s instruc-
tions and injected with sb-MO. RNA in situ experiments were conducted with
embryos fixed in 4% (v/v) paraformaldehyde and hybridized with
digoxygenin-labeled spaw riboprobe according to standard procedures. Images
were captured at x8 magnification using a Nikon SMZ1500 stereoscope
equipped with a Digital Sight camera. For RT-PCR experiments, to show ccdc39
expression and knockdown efficiency of the sb-MO, we extracted total RNA
from whole zebrafish embryos using Trizol (Invitrogen) primed with oligo-dT
and performed reverse transcription with SuperScriptIIl reverse transcriptase
(Invitrogen) to generate cDNA for subsequent PCR amplification.

Analyses of human CCDC39. Primers for (i) PCR and sequencing of the 20
coding exons and splice junctions of CCDC39, (ii) microsatellite haplotype
analysis and (iii) identification of the ¢.1167+1261A>G mutation are available
in Supplementary Table 1. For qRT-PCR analysis, 2 g of total RNA from dif-
ferent human tissues (Takara Bio Europe/Clontech) were primed with 2.5 mM
of oligo-dT and then subjected to reverse transcription with the Reverse
Transcriptor kit from Roche following the manufacturer’s instructions. cDNAs
were amplified in the light Cycler LC480 (Roche/Boehringer Mannheim) with
the LC480 probe master mix (Roche) using a forward primer in exon 6 and
a reverse primer in exon 7. The primers used to amplify transcripts from
other PCD genes expressed in nasal brushing samples (CI4orf104 (KTU),
LRRC50, GAS11, DNAII and DNAI2) are available on request. The ubiqui-
tously expressed ERCC3 gene was used as an internal control.

Transmission electron microscopy. The biopsies were taken from the mid-
dle turbinate (for human tissue). The sample of nasal mucosa was fixed in
2.5% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer at 4 °C, washed
overnight and postfixed in 1% (v/v) osmium tetroxide. After dehydration, the
samples were embedded in a mixture of propylene oxide and epoxy resin. After
polymerization, several resin sections were cut using an ultra-microtome. The
sections were picked up onto copper grids. The sections were then stained with
Reynold’s lead citrate. TEM was performed with a Philips CM10.

In situ hybridization. We used a 1,272-bp probe mainly comprising the
3’ untranslated region of Cedc39 (NM_026222.2) that we obtained by cDNA

amplification from a mouse lung cDNA library (Marathon cDNA amplification
kit, Clontech) and cloning into pBluescript. In situ hybridization analyses of
whole mouse embryos (E7.5-E11.5) and embryonic (E14.5 and E16.5) and
adult kidney sections were performed using a digoxigenin-labeled antisense
riboprobe derived from mouse Ccdc39 cDNA as described in a published
modification?”?8, Color reactions were extended up to 4 d to visualize the
weak expression in the node. Specimens were transferred into 80% glycerol
and photographed using a Leica DC200 digital camera on a Leica M420 photo-
microscope or under Nomarski optic using a Fujix digital camera HC300Z on
a Zeiss Axioplan.

Generation of GAS11-specific antibodies. Antibodies were raised against
the full-length protein of GAS11 (NP_001472.1). The corresponding cDNA
fragment, which we obtained by cDNA amplification on a human testis cONA
library (Marathon cDNA amplification kit, Clontech), was cloned into pET-
21la(+) (Novagen) and expressed as a HIS fusion protein in Escherichia coli.
The purified protein was used to immunize mice. The monoclonal antibody
was affinity column purified using protein G columns (Prochem).

Immunofluorescence analyses. Respiratory epithelial cells were obtained
by nasal brush biopsy (Engelbrecht Medicine and Laboratory Technology)
and suspended in cell culture medium. Samples were spread onto glass
slides, air dried and stored at —-80 °C until use. Cells were treated with 4%
paraformaldehyde, 0.2% Triton-X 100 and 1% skim milk (all percentages
are v/v) before incubation with primary (at least 3 h at room temperature
(18-20 °C) or overnight at 4 °C) and secondary (30 min at room tempera-
ture) antibodies. Appropriate controls were performed omitting the primary
antibodies. Monoclonal anti-DNALI1 antibody and polyclonal anti-DNAH5
antibodies were as reported®!3. Polyclonal rabbit CCDC39 was from Sigma.
Polyclonal rabbit anti-o/f-tubulin was from Cell Signaling Technology,
and monoclonal mouse anti-acetylated-o.-tubulin antibody and polyclonal
rabbit anti-CCDC39 antibodies were from Sigma. Highly cross-adsorbed
secondary antibodies (Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546) were from Molecular
Probes (Invitrogen). DNA was stained with Hoechst 33342 (Sigma).
Immunofluorescence images were taken with a Zeiss Apotome Axiovert 200
and processed with AxioVision 4.7.2.

Immunoblotting. Protein extracts were prepared from human respiratory
epithelial cell cultures as described!?. Proteins were separated on a NuPAGE
4-12% bis-tris gel (Invitrogen) and blotted onto a PVDF membrane
(Amersham). The blot was processed for ECL plus (GE Healthcare) detection
using GAS11 (1:200), CCDC39 (1:250; Atlas Antibodies), GAPDH (1:1,000;
Santa Cruz Biotechnology), rabbit-HRP (1:3,000) and mouse-HRP (1:5,000)
antibodies (GE Healthcare).

High-speed video analyses of ciliary beat in human cells. Ciliary beat was
assessed with the SAVA system (Sisson-Ammons Video Analysis of ciliary beat
frequency)?’. Trans-nasal brush biopsies were rinsed in cell culture medium
and immediately viewed with an Olympus IMT-2 inverted phase-contrast
microscope with a Redlake ES-310 Turbo monochrome high-speed video
camera and a x40 objective. Digital image sampling was performed at 125
frames per second and at 640 x 480 pixel resolution. The ciliary beat pattern
was evaluated on slow motion playbacks.
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CCDC39 is required for assembly of inner dynein arms and the dynein

regulatory complex as well as normal ciliary motility in human and dogs.
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Supplementary note

Patients. French cohort: 50 patients from 48 unrelated families suffering from chronic
upper and lower airway infections related to PCD were investigated. The diagnosis of
PCD was confirmed in all patients by classic optic microscopy analysis of nasal or
bronchial biopsies as well as by TEM analysis. With consent, blood samples for
genetic studies were obtained from all individuals. The PCD genetic study was
approved by the local ethics committee (CPP Henri-Mondor, Créteil, France).

German cohort: We studied DNA from a total of 27 PCD patients originating from 26

unrelated families originating from Denmark, France, Germany, Hungary, Israel and
Turkey. Signed and informed consent was obtained from patients fulfilling diagnostic
criteria of PCD" (confirmed by TEM and/or immunofluorescence analysis) and from
family members using protocols approved by the Institutional Ethics Review Board at

the University of Freiburg and collaborating institutions. American cohort: We

extracted DNA from blood collected from sporadic heterotaxia patients (134 N.
European and 82 Hispanic) and an equal number of ethnically matched controls (134
and 82 respectively) upon informed consent using a human subjects protocol

approved by the Baylor College of Medicine Institutional Review Board.
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&% OP736II1

OP736112

OP122

Supplementary Figure 4: The ultrastructural phenotype found in patient DCP85 is representative of that found in all patients
with CCDC39 mutations. Similar defects are observed in patients OP-736 111, OP-736 112 and OP-122 as shown.
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Supplementary Fig. 9: (a) RT-PCR analysis of canine GAS11 transcripts in broncheal (Br) and tracheal (Tr) RNA.
Comparable amounts of GAS11 product were obtained from affected (Mut/Mut) and healthy (+/+) tissue.
ACTB: housekeeping control gene. (b) QRTPCR analysis of CCDC39, GAS11, DNAI2 and DNAI1 in nasal brushings
from patient DCP580 and three healthy controls. Errors bars correspond to SD. The ubiquitously expressed
ERCC3 gene as used as internal normalization control. (c) LEFT: Western blot analysis showing expression of
GAS11 in lysate from respiratory cells of a healthy control (1) and of patient OP-122 (compound CCDC39
heterozygote)(2); RIGHT: Western blot against GAPDH as loading control.
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EXON 1 uP GAGCACTTCCTGTTTGGTAACTAAGG 1 1
DOWN CAAACAACTGTTGCTACGAGAAAGAA 1 1

EXON 2 UP GTTGTACTGTTCAGCTTGCCCTAAAT 1 1
DOWN AGTGGGTTGCAATGAAAAAGTAAAAA 1 1

EXON 3 up TTGAGCAAAACGAACTACACTGAATC 1 1
DOWN TCAGGAAAGTAATGAATGCCTTTCTC 1 1

EXON 4 uP TTGCTCTGAATGACTTTCCCTAAAAC 1 1
DOWN TCATTCAGGATTTTTAACCTGGAGTC 1 1

EXON 5-6 up TAGAAGCAATTGAGTTTTCATTGCAG 1 1
DOWN TAGGTTTCTTTCCTGACTCTCCCTTT 1 1

EXON 7 up TTTCTTTTTGTTTGTTTTGTTCATCG 1 1
DOWN CATGATTTTCAGTGTAGACGCTTTCA 1 1

EXON 8-9 up GCCAATATCATGCAATAGGTCATTTA 1 1
DOWN ATGGGCATTTTTCAAGATGTGTCTAT 1 1

EXON 10-11 up AATTGTGGGAAGGGCATTCTTATATT 1 1
DOWN ATATATGCAGGTAGCTTGGCAATCAT 1 1

EXON 12 up ATTTCCTGGAATTATTGAACCCAAAC 1 1
DOWN TGATTTTACGGTACCTGTTTCAAAGC 1 1

EXON 13 up AGTAAAGGAACCGAAAGTCCTCATTC 1 1
DOWN AACCTCCAGTCAATTCTTCTGACATC 1 1

EXON 14 up ACCTGTTTGAATTCAGTAGTCATCAA 1 1
DOWN GGTTGTTAAAGAGCAGACCAAAAAGA 1 1

EXON 15-16 uP ATCAAGTGCGAGAAATAAATGCCTAA 1 1
DOWN ATGGTTTTCTCTTTCAATGATGTGGT 1 1

EXON 17-19 uP AAAATGGCAAGCTTGTTAAGTTTCTG 1 1
DOWN GTCAGCAAAGCACAAGAGTGATTAAA 1 1

EXON 20 up GCGAGGGGGTCTCTACTAATACAAAT 1 1
DOWN TAAACTCCGTTTTCACATTTTCCACT 1 1

EXON 1 UP AACACAGCAAACACACCTTGAAAA 1 1
DOWN TAAGTAAGAGGAGTGGGCATGAGG 1 1

EXON 2 uP ATCTGCTACCGCTGCAAATCTAAG 1 0
DOWN ATAGCCATCATTTCTCACGACCAT 1 1

uP2 TCTTTGATTTTAGGTCCTTCATATGGT 0 1

EXON 3 up TCCTAGACCAGCGTAGTATCTGAAAA 1 0
DOWN ATGGAAGAATGAGCAGTAGCACAG 1 1

P2 TTTTCTCCTAGCACAGTTCATTGAC 0 1

EXON 4 up AAAGCAAGCTTTGGGTCAACTACT 1 1
DOWN CTTCTGAAATGCTTTTGAGCATCC 1 1

EXON 5-6 up TGCAGCTATATGCAAACACATTAGA 1 1
DOWN ATGTGTAAGTCAGGGCATTGGTTT 1 1

EXON 7 up GTGAAAGGCCTGAGTGAAGACATT 1 0
DOWN GGGTTTAATCAGAGTATCCCAAAAG 1 1

uP2 TCTCATCTCTTTAGCAAAATTCCAGA 0 1

DOWN2 GTTGACATACCTCACCCTTCAG 0 1

EXON 8-9 up TGGCTACTACTTTTGTGGGTGTGA 1 0
DOWN TTCAGAAGCAATGCATGAGAAGAG 1 0

EXON 8 up TGGGCAGAATAAAACTCAGAAATG 0 1
DOWN CTTAGCTTGCTGTTTCTTCATG 0 1

EXON 9 up GTGATAAACCCTCTTCAGGTTAC 0 1
DOWN TCTTACAAGACCTCCTCGTCCTCT 0 1

EXON 10 up TGGGATGAAATTAAGACGACAGGT 1 1
DOWN TAAGATGATGTCTCACCTTCAGCA 1 1

EXON 11 up TAATGTGCCCTCAGAAATCCAAAT 1 1
DOWN GGCAGTCACCCTATCCAAAGTAGT 1 1

P2 AACTGTAACAGGATTTTCACATTC 0 1

EXON 12 up ATGAACTGGTGTATGCTCCCATCT 1 1
DOWN ATGGTTTTCAATACTACATATGCATACAA 1 1

UP2 TGAACTCATACTACATCCAAAACATCAA 0 1

EXON 13 up TGAAAAGCCACGTTTATGAAACAA 1 0
DOWN TTCGAATGAGTAAAAACGATGCAGC 1 1

uP2 AGTCAATGGTTAAATTGGAAAAAGG 0 1

Supplementary Table 1
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EXON 14

EXON 15-16

EXON 17-19

EXON 20
w EXON 9

RTPCR

HUMAN MICROSATELLITES

D3S2412

D3S3715

D3S3730

D3S3699

D3S3662

D3S4308

D3S1618

D3S1571

D3S3583

D3S1262

UpP
DOWN
upP2
upP
DOWN
DOWN2
UpP
DOWN
uP2
UP3
DOWN2
UP
DOWN
UpP
DOWN
UP
DOWN

FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV

CATGAGTTTGTAGCAGGCAGTTGA
TGGCCTTTGTTAAGTGTAATAGTG
TATTAGCACTGAGTTTCGCGAG
CAGGCCAGAAACATTCTTCTGATT
GTCTTCTTGGTGGAAGAGCAAGAG
TTGTTTTGTCAACATAGAGCAGCA
CTTCAGGGTCAGTAACATGAATGG
TAACAGCTGCGGTGATGTAGAAGT
CCTGCCTGAGGCTGTTTTATAGTT
ATGACATTCATCATGAAGTGAAAG
TTAGTGTACAGCTGTGAGAGTTAAGCA
CTTTTGCCAATAATGAGAGGGTCT
CAAACTAGCACAGGGCTGAGAATAA
GGACATTCATGAAGAAACAGCAAG
CTCTGATCTGTCGATGAAAAGG
TGGGAGAACACAATAGAACAGATG
TCGTTTCCTGCTTTATCCTTG

CAGACCATGCCTACTCTGCT
TGCTGAGTGCAAGAAGTCTG
TGGTAATCCAGCCAAAGAG
AGCAGATAAGAATAGTCATTTCCC
GACTGGAAAATTCAGCCTCTA
AAGATGAGTCCTGAGCATGT
GACCTTTGTTAGATACATAGTTTGC
CCAGCCAACCCTGTCT
TTCTGAGGTGTGTATGGC
AGAGATTAAAGGCTAAATTC
CGGCGCTTCTCCGTTACTTC
CTCGGGAATCAACACAGCTC
TGGAACTGCGGACCAA
TTATTGAGTTATAGCAGTGCTTTC
ACAGTGGCTGATGCCTT
CACAGGTGGGCACTACAT
TGCAAAGTCACAGATGTCCA
CGAGAGGCACCAGAGTGTT
CGGCCCTAGGATATTTTCAA
CCAGTTTTTATGGACGGGGT
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ETUDE 2: Phénotype clinique de la DCP et prévalence de la mutation au sein de
la race bobtail

Les premiers bobtails atteints de DCP ont été identifiés lors d'une consultation référée a la
clinique vétérinaire universitaire de Liege. En interrogeant ensuite différents éleveurs, nous
avons pu identifier 28 cas présentant des signes cliniques compatibles avec le diagnostic de DCP
et obtenir des données cliniques pour onze d’entre eux. Parallelement a la recherche d’individus
atteints, nous avons également récolté de I’ADN d’individus sains. Une partie de ces échantillons
a été recueillie pendant un dog show, une autre a été envoyée par des éleveurs dans le but de
dépister leurs chiens pour la mutation identifiée. Une derniére partie provenait d'une banque

d’ADN américaine.

D’un point de vue clinique, tous les chiens atteints présentaient des symptémes trés tot dans
leur vie. Des lors, la DCP a été diagnostiquée chez des chiens en croissance ou de jeunes adultes.
Les symptomes les plus souvent rapportés par les propriétaires étaient un jetage nasal bilatéral
et une toux productive quotidienne. Afin de mieux caractériser le phénotype clinique des
atteints, différents examens complémentaires ont été réalisés. Les changements hématologiques
observés comme la leucocytose neutrophilique et monocytaire étaient présents chez la plupart
des patients suite aux infections respiratoires récurrentes. Les séquelles de ces derniéres étaient
bien visibles sur les radiographies thoraciques qui présentaient toutes des changements séveres
avec des lésions de bronchopneumonie touchant les lobes craniaux et moyen droit. La plupart
des chiens atteints présentaient également de la bronchiectasie, et ce, malgré leur jeune age.
Comme dans les DCP humaines, d’autres organes étaient atteints. Ainsi, un tiers des chiens
atteints présentaient un situs inversus et le résultat de I'analyse du sperme d’'un male a permis
d’identifier une réduction de la mobilité et un pourcentage important d’anomalie primaire en
microscopie optique.

Les différentes données cliniques de ces chiens sont reprises dans le tableau 4 en annexe.

Les analyses moléculaires réalisées sur I’épithélium respiratoire confirmaient les résultats de
I’étude précédente chez le chien, en démontrant une nette diminution de I'expression de CCDC39
et une absence de la protéine chez les individus atteints par rapport aux individus sains.

Afin de génotyper un grand nombre d’individus, nous avons mis au point un test Tagman.

La mise en ceuvre de la technologie TagMan nécessite la conception de quatre amorces. Ces
dernieres sont composées de deux primers et de deux sondes contenant le SNP cible a savoir la
mutation (C ou T). On adjoint un fluorophore différent a chaque type de sondes (sauvage vs
mutée) permettant ainsi d'obtenir un signal lumineux distinct pour les deux génotypes

homozygotes correspondant, et un mélange de ces deux couleurs pour le génotype hétérozygote
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(Bustin, 2000). Le test mis au point dans notre étude possédait un tres bon taux de génotypage
et une excellent sensibilité et spécificité. Le développement de ce test a permis de calculer la
fréquence de la mutation au sein des différentes populations de bobtails. L’alléle muté se
retrouvait plus fréquemment dans la population européenne avec une fréquence
d’hétérozygotes autour de 19%. Les hétérozygotes étaient plus rares chez les chiens provenant
d’Amérique du nord avec une fréquence d’hétérozygotes de 7%. Une partie de cette différence
peut étre expliquée par la méthode de recrutement des chiens. En effet, TADN des chiens
européens était récolté dans le but de dépister ces chiens pour la DCP. Cependant, nous pensons
qu'une autre partie de I'explication est liée a un effet fondateur puisque nous avons pu démontré
que tous les porteurs obligatoires de la mutation, a savoir les parents d’atteints, étaient au moins
reliés une fois au méme ancétre commun (cfr illustration p 108). Ce phénomene est une bonne
illustration de l'impact négatif que peut entrainer l'usage intensif d'un champion. Le
développement de ce test n’a pas uniquement permis de réaliser ce calcul de fréquence. Il
représente aussi un outil formidable pour les éleveurs afin de dépister les chiens et de détecter

les porteurs pour prévenir la naissance de tout chien atteint.
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Clinical Findings and Prevalence of the Mutation Associated with
Primary Ciliary Dyskinesia in Old English Sheepdogs

A.-C. Merveille, G. Battaille, F. Billen, S. Deleuze, M. Fredholm, A. Thomas, C. Clercx, and
A.-S. Lequarré

Background: Primary ciliary dyskinesia (PCD) is generally a recessively inherited disorder characterized by dysfunction
of motile cilia. A mutation in a new causative gene (CCDC39) has been identified in the Old English Sheepdog (OES).

Objectives: To describe the clinical findings and the molecular changes of affected dogs and estimate the worldwide
prevalence of the mutation in a large cohort of OES.

Animals: 578 OES, including 28 affected and 550 clinically healthy dogs.

Methods: This retrospective study reviewed the data of OES diagnosed with PCD and OES tested for the mutation.
Clinical data including results of physical examination and further investigations were obtained on 11/28 dogs. CCDC39
expression was assessed by qRT-PCR and Western blot analysis in affected dogs and healthy dogs. DNA was extracted on
561/578 dogs and a genetic test by Tagman technology was developed to genotype the CCDC39 mutation in these dogs.

Results: Clinical findings were recurrent nasal discharge and cough, pyrexia, leucocytosis, and bronchopneumonia.
Ultrastructural defects were characterized by central microtubular abnormalities and decreased number of inner dynein
arms (IDAs). Molecular analysis revealed a reduced expression of CCDC39 RNA and an absence of CCDC39 protein in
affected dogs compared to healthy dogs. The mutation was more frequent in nonrandomly selected European OES popula-
tion with a higher proportion of carriers (19%) compared to non-European dogs (7%).

Conclusion and Clinical Importance: CCDC39 mutation is dispersed in a worldwide population and is responsible for

PCD in this breed. Genetic testing might enable control of this disease.
Key words: Bronchopneumonia; CCDC39; Ciliary dysfunction; Dog; Genetic.

rimary ciliary dyskinesia (PCD) is a genetically

heterogeneous disorder characterized by abnor-
mally functioning cilia. The main clinical signs are
recurrent or persistent respiratory infections because of
the lack of effective ciliary motility causing abnormal
mucociliary clearance." The dysfunction of the mono-
cilia of the embryonic node might also lead to the ran-
domization of the Ileft-right body asymmetry and
transposition of the thoracic and abdominal organs in
50% of the cases called the Kartagener’s syndrome.’
Male fertility can be impaired because of defects of the
spermatozoa flagella. Disorders such as hydrocephalus
or serous otitis have occasionally been reported.

This condition has been described in human beings
as well as in different animals and in particular within
19 breeds of dog.>® Dog cases reported often focus on
1 individual from a specific breed, but sometimes litter-
mates are affected’'! or different cases are segregating
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Abbreviations:

BALF bronchoalveolar lavage fluid
DNA deoxyribonucleic acid

IDAs inner dynein arms

ODAs outer dynein arms

OES Old English Sheepdog

PCD primary ciliary dyskinesia

PCR polymerase chain reaction
qRT-PCR quantitative real-time PCR
RNA ribonucleic acid

SNP single nucleotide polymorphism
TEM transmission electron microscopy

within the same breed.”'? This genetic disease is usu-
ally inherited in an autosomal recessive mode.”!?

Motile cilia are composed of a microtubule back-
bone, the axonema, consisting of 9 microtubule dou-
blets surrounding a central pair. Inner and outer
dynein arms extend from each outer microtubule dou-
blet and generate the force needed for motility in an
ATP-dependent process. Ciliary dysmotility or immo-
tility is often associated with ultrastructural defects of
the cilia such as total or partial absence of the outer
dynein arms (ODAs), inner dynein arms (IDAs), or
both, defects of radial spokes or nexin links, and gen-
eral axonemal disorganization with microtubular trans-
position.! There are a large number of genes involved
in the molecular complexity of the cilium'® and until
now only a few have been implicated in the etiology of
PCD mostly through human family based linkage
studies or by candidate gene approach with informa-
tion from genes known to cause specific ultrastructural
and functional defects in model ciliated species such as
Chlamydomonas'* or mouse."
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The first objective of the study is to detail several
PCD clinical cases segregating within a pedigree of
Old English Sheepdogs (OES). Thanks to this pedigree
a new gene involved in the motility of cilia was discov-
ered: this CCDC39 gene once mutated is responsible
for PCD both in OES and in human.'® The other
objectives of this study are to gain further information
on the molecular consequences of the CCDC39 muta-
tion in the dog and to describe the prevalence of the
mutation in a large cohort of OES.

Materials and Methods

In total, 578 OES were involved in this study, 28 affected and
550 clinically healthy dogs. Among the affected dogs, we
obtained complete clinical data for 5 of them and partial clinical
data or postmortem data for 6 others. The remaining 17 affected
dogs had compatible clinical signs and were identified based on
interviews with breeders and owners. These dogs were only
included in the pedigree analysis as no DNA was available for
them.

Fifteen healthy dogs were collected from the 2 kennels where
affected dogs were identified. Dogs were considered as healthy
based on physical examination, if they were older than 7 months,
and if they had no persistent history of signs of respiratory
disease. They were primarily used for the genotyping and the
identification of the mutation. For the remaining 535 healthy
dogs, 427 were collected during an exhibition show or directly
sent by breeders or owners and 108 dogs came from a US canine
DNA bank.* DNA samples of American dogs were randomly
collected from various American Kennel Club registered dogs
and were not collected for the study. All these samples have been
used to study the worldwide prevalence of the mutation within
the breed.

Pedigrees of affected dogs and details of their littermates and
parents were obtained when available. Litter analysis of the dogs
was performed to confirm the recessive mode of inheritance.

The 5 affected dogs for which we obtained complete clinical
data were investigated at the small animal clinic of the Univer-
sity of Liege. Blood samples for hematology, biochemistry, and
DNA extraction were obtained from all of them. Thoracic
radiographs (left lateral, right lateral, and dorso-ventral views)
were taken.

Rhinoscopy and bronchoscopy were performed on 3 of these
dogs under anesthesia with the animals breathing spontaneously.
Bronchoscopy® allowed macroscopic evaluation of pharynx, lar-
ynx, and trachea as well as primary and secondary bronchi of
each lung lobe. Bronchoalveolar lavages were cultured for bacte-
ria and examined cytologically. Cell cultures were performed on
nasal and bronchial mucosal biopsies according to previously
described method (ciliogenesis).> The percentage of transverse
sections of cilia showing abnormalities was determined from each
biopsy on the basis of the examination of 121-249 cilia.

A semen sample obtained from 1 dog by manual ejaculation
was immediately analyzed by light microscopy. Sperm cells were
fixed and stained with a Diff-Quick protocol.

For genotyping, DNA was extracted from 1 mL of total blood
with EDTA. To identify the mutation, SNP genotyping of 5
affected and 15 healthy dogs was performed on canine array. >'¢
Briefly, genome-wide association study allowed the identification
of one and only 1 region of homozygosity shared by all cases on
chromosome 34 and absent in healthy animals indicating a simple
recessive disease. Statistical analysis demonstrated a highly signif-
icant association (P < .001 genome-wide). This shared segment
was 15 Mb long containing 151 annotated genes. By mining 2

cilioma databases 10 candidate genes were selected as they are
implied in the structure or in the function of the cilium. Sequenc-
ing the coding exons and the intron-exon boundaries of 6 of
them in 1 affected dog, 1 obligated carrier, and 1 healthy dog
allows the identification of one single mutation associated with a
loss of function of the CCDC39 gene. A premature stop codon
predicted to truncate 90% of the protein in the affected dogs. No
other disruptive mutation was detected. Furthermore, 10/10 addi-
tional cases were homozygous for the mutation, 10/10 obligated
carriers were heterozygous, whereas the mutation was not found
in 80 healthy animals from 9 other breeds.*

Small pieces of bronchial tissues from affected and healthy
animals were flash-frozen. Total RNA was extracted using com-
mercial RNA purification kit.9 ¢cDNA was synthesized using
commercial kit® and a mixture of random hexamer and oligo
(dT)20 primers according to the instructions of the manufacturer.
Real-time PCR was performed with the 7900HT Real-Time PCR
system.! CCDC39 and internal control genes were detected by
20 ng template cDNA, 1x ABsolute Blue QPCR SYBR Green
Mix® , and 0.1 uM primers in a total volume of 15 pL with a
PCR condition of 15 minutes at 95°C and 40 cycles of 95°C for
15 seconds, and 60°C for 1 minute, followed by a disassociation
curve analysis. Each assay was duplicated and analyzed with
commercial software." We used 2 amplicons per gene. Data were
normalized using 3 housekeeping genes (HPRTI, ACTB, and
HMBS).

Crude protein extracts of testis, bronchial tissues, and lung
were obtained after disruption and homogenization with a tissue
lyser' and total protein concentrations determined by a colorimet-
ric testd Fifteen milligrams were diluted in 15 mL final volume
(16 SDS gel-loading buffer) and loaded on a 5% stacking—10%
resolving Tris-glycine SDS-Polyacrylamide gel. Proteins were sep-
arated by electrophoresis at 120 V=250 mA during 3 hours, visu-
alized by Coomassie blue staining, and electro-transferred
overnight to Hybond P PVDF membranes.¥ Membranes were
blocked with 5% skim milk in PBS-Tween 20 followed by incu-
bation with polyclonal CCDC39 antibodyl (1:200) in a total
volume of 3 mL for 1 hour 30 min. After washing, the specific
signal was detected by 1 : 1,500 conjugated secondary rabbit
antibodies™ following the instructions of the manufacturer. Mem-
branes were blocked with 5% skim milk in PBS-Tween 20.

A Tagman assay was developed to genotype the CCDC39
mutation, with AGCATTTTAAGATCATTGCTGAGAGAGA
as up PCR primer and TCCCGTATTGAAGTCATTTCATTT
TCCA as down PCR primer, and CTGGGATGAATAAAG
GATGAAAT (Affected), CTGGGACGAATAAAGGATGAA
AT (Wild type), and TCATCCTTTATTCATCCCAG (quencher)
as Tagman probes. Reactions were carried out on 7900HT
instrument® by standard procedures. The percentage of genotyp-
ing as well as the sensitivity and the specificity of the Tagman
assay were determined by comparison between Tagman genotyp-
ing results and traditional sequencing method on 191 dogs.

Prevalence of the mutation among OES was determined by
including most of the OES samples collected. In order to mini-
mize bias that could lead to an overestimation of the prevalence
of the mutation within European population, dogs used in the
initial genotyping study as well as dogs that were closely related
to the aforementioned were not included in the prevalence study.
The percentages of negative, carrier, and affected dogs were also
calculated. Dogs were recorded as negative (homozygous wild
type) if only cytosine was present at codon 96 in exon 3 of the
CCDC39 gene. Dogs were recorded as carrier (heterozygous) if
both cytosine and thymine were present in that position and sam-
ples were recorded as affected (mutated homozygous) if only thy-
mine was present in that position. We also collected data
regarding country of origin of the dog (breeder localization).
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Results
History and Clinical Findings

Among the 5 initially identified dogs, 3 (dog 1-3)
were 8-month-old females from the same litter contain-
ing 5 puppies, 1 (dog 4) was an 8-month-old male
from another litter containing 9 puppies also including
2 other affected siblings. The last 1 (dog 5) came from
another litter including 8 puppies and was diagnosed
at 3 years old and 10 months.

All dogs presented few days after their birth recurrent
chronic mucoid to mucopurulent bilateral nasal
discharge, moist productive cough with intermittent
episodes of dyspnea, pyrexia, and anorexia, resolving
only transiently with various treatments (antibiotics,
mucolytics, and nebulization). All dogs were in good
body condition, bright, alert, and responsive.

On presentation, clinical signs included hyperther-
mia, tachypnea, bilateral mucopurulent nasal dis-
charge, and positive tracheal pinch, inducing moist
productive cough. Thoracic auscultation revealed pul-
monary crackles in some dogs. Complete blood count
revealed leukocytosis in all dogs, mainly neutrophilic
and monocytic. Packed cell volume and biochemistry
did not reveal abnormalities in any dog.

Further Investigations

Thoracic radiographs revealed severe bronchointer-
stitial pattern in all affected dogs, associated with

cranial bronchiectasis, alveolar pattern in cranial lung
lobes compatible with bronchopneumonia or lung
consolidation. The cardiac silhouette and the gastric
fundus were in dextroposition on the ventro-dorsal
projection because of situs inversus in 1 dog. Situs
inversus was also identified on 2 additional affected
dogs.

Direct rhinoscopy revealed hyperemic mucosa, mod-
erate to large amounts of mucopurulent secretions,
and moderate turbinate lysis. During bronchoscopy,
hyperemic mucosa and large amounts of foamy
mucoid secretions were observed along all the upper
and lower airway tracts. Bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) analysis was compatible with acute broncho-
pneumonia in 3 cases and BALF culture were positive
for different microorganism.

Spermogram conducted on 1 affected male revealed
reduced number of sperm cells (78 x 10°, normal
value: >200 x 10°) with reduced motility suggesting
oligoasthenospermia. Sperm cells morphologic primary
anomalies were identified in 55% including narrowed
midpiece (32%) and shortened flagellum (22%)
(Fig 1). 28% of sperm cells were normal whereas 19%
of them had secondary anomalies.

Ultrastructural analysis of the ciliary epithelium of
3 affected dogs revealed large numbers of central
microtubular pair abnormalities (37.4, 37.6, and
22.5%, respectively) compared to control dogs. The
most prominent defect included absent or eccentric
central pairs and occasional central displacement of

Fig 1. Spermatozoa from an affected dog after Diff-quick protocol staining, showing normal morphology (A), shortened flagella (B),

and narrowed midpiece (C).
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outer doublets. Electron microscopy also revealed
reduction in the mean number of IDAs and high per-
centage of total secondary ciliary abnormalities (72.9,
61.5, and 52.3%, respectively) were also observed. Cil-
iogenesis of 1 dog confirmed central pair anomalies
with eccentric location associated to peripheral dou-
blet transposition into the middle of the axonema
(Fig 2).

Pedigree Analysis

The pedigrees of all affected dogs were analyzed at
least up to 4 generations (Fig 3). Pedigree analysis of
the affected litters indicated a common closest ances-
tor to all parents and all affected dogs. This female
lived in the eighties. This common ancestor won sev-
eral dog shows and was used in Europe for breeding
purpose. Interestingly, both parents of this female are
coming from American line of OES. Litter analysis
showed 28 affected dogs of 66 (42%) total offspring in
13 litters from phenotypically normal parents. Using
Lenz-Hogben correction for bias of ascertainment,
Chi-squared analysis confirmed that the litter analysis
was consistent with a fully penetrant simple autosomal
recessive mode of inheritance (x> =0.74, df =1,
P = 3871).

Fig 2. Electron microscopy of respiratory cilia from an affected
OES showing the absence of IDAs (1) in all ciliary sections, and
axonemal disorganization with mislocalized peripheral doublet
and displacement of the central pair (2). Magnification of the
axoneme showing a normal ciliary axonema (A), isolated absence
of IDAs (B), and axonemal disorganization with mislocalized
peripheral doublet and displacement of the central pair (C), sug-
gesting a loss of nexin links and radial spokes.

Molecular Analysis

gRT-PCR analysis revealed a marked reduction in
CCDC39 mRNA within bronchial tissue from affected
dogs compare to control dogs (Fig 4).

Western blot analysis revealed the presence of the
CCDC39 protein in tracheal and bronchial samples
from healthy patient with the expected size of
110.4 kDa, whereas the protein was not present in tra-
cheal and bronchial samples from affected dogs
(Fig 5). This confirms the functional impact of the
mutation with a complete loss of the protein in
affected individuals.

The Tagman assay developed to genotype a large
number of individuals to assess the prevalence of the
mutation in OES population showed a good genotyp-
ing rate (98.45%) and a specificity and sensitivity of
100% by comparison with traditional sequencing
method.

Prevalence of the Mutation

In total, the 561 OES DNA samples collected origi-
nated from 26 countries; 446 European samples from
22 countries, 110 samples from North America, and 5
samples from other countries. Forty-eight dogs were
not included in the prevalence study because of close
relationship with known affected dogs. Within these
dogs, the proportion of negative dogs (wild type
homozygous), carriers (heterozygous), and affected
dogs (mutated homozygous) were 27% (13/48), 50%
(24/48), and 23% (11/48), respectively. Among the
remaining 513 dogs, the proportion of negative dogs
(wild type homozygous) was 81% (321/398) in the
European population and 93% (107/115) in the other
countries. The proportion of carriers (heterozygous)
were respectively 19% (76/398) and 7% (8/115),
whereas affected dogs (mutated homozygous) were
only identified in the European OES population (1/
398; <1%). The prevalence of the mutation within
European dogs and non-European dogs was 10 and
3.5%, respectively. Table 1 summarized the number of
wild type homozygous, heterozygous, and mutated
homozygous per country.

Discussion

This study focused on the clinical findings observed
in OES diagnosed with PCD and on the prevalence
of the causative mutation within a large population
of OES. As expected, the most common clinical signs
were nasal discharge, cough, pyrexia, bronchopneu-
monia, and leukocytosis. A subset of affected dogs
also showed organ laterality defects. The final diagno-
sis was achieved through electron microscopy study
and revealed an uncommon phenotype for PCD
patients, characterized by central microtubular abnor-
malities and reduced number of dynein arms. The
molecular analysis reported in this study confirmed
the functional impact of the mutation with a reduced
expression of CCDC39 RNA and the absence of the
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T

Fig 3. Pedigree of affected OES including 13 affected litters and 28 dogs with compatible clinical signs. The pedigree analysis was com-
patible with an autosomal recessive inherited pattern. All affected dogs and all their parents (obligated carriers) were at least linked once
with the same common ancestor bitch (circled). Dogs 1-11 are dogs subsequently confirmed with the homozygous mutation in

CCDC39.
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Fig 4. qRT-PCR showing marked reduction in CCDC39 expres-
sion within bronchial tissue from 2 affected dogs compared to 2
control dogs. Two different amplicons were used.

protein in affected OES. A main finding of this study
was a heterogeneous worldwide distribution of the
mutation. Indeed, CCDC39 mutation was more pre-
valent in the European OES population compared to
non-European dogs. However, European dogs were
not randomly selected which might contribute to an
overestimation of the mutation prevalence in this sub-
set of dogs.

PCD is a rare, heterogeneous group of inherited
structural or functional abnormalities of cilia. It occurs
in people with a frequency varying from 1/15,000 to 1/
20,000."17-'8 There is no sex, racial, or geographic bias
but certain isolated communities might have a higher
prevalence of PCD because of inbreeding. Therefore, it
is not surprising that inbred population such as dog
breeds tend to develop this disease and that PCD has
been reported in more than 19 different breeds*® and
PCD might even occur more frequently but may not
be correctly diagnosed nor publicly reported.

As genetically heterogeneous PCD might vary in
severity and the organ systems affected according to the
gene implicated. In this pedigree, young onset, constant
rhinosinusitis, and bronchopneumonia with recurrent
acute episodes are typical of PCD as the ineffective
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Fig 5. Western blot showing the presence of the CCDC39 pro-
tein in tracheal, bronchial, and testicular samples from healthy
patient with the expected size of 110.4 kDa and the absence of
the protein in tracheal and bronchial samples (*) from affected
dog. (1) Colored Ladder, (2) Bronchi (Affected), (3) Trachea
(Affected), (4) Testis (Healthy), (5) Bronchi (Healthy), and (6)
Trachea (Healthy).

ciliary beat results in an impaired mucociliary clear-
ance. All the affected dogs had chronic bilateral nasal
discharge and productive cough that had started few
days after their birth as expected for a hereditary defect.
The early onset is a key feature of this disease, but
affected dogs might be misdiagnosed as cases of aspira-
tion pneumonia, or neonatal respiratory virus infection
and might contribute to an underestimation of the dis-
ease. All dogs were bright with only 1 pyrexic despite
the severe respiratory disease. The hematologic changes
were typical of recurrent airway infection and were
characterized by neutrophilic and monocytic leukocyto-
sis present in 4 of 5 dogs. Thoracic radiographs
revealed severe changes in all cases with typical bron-
chopneumonia lesions affecting the cranial and middle
lung lobes. Bronchoscopy and bronchoalveolar lavage
confirmed bronchopneumonia. Four of 5 affected dogs
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Table 1. Number of dogs and percentage of wild type
homozygous, heterozygous, and mutated homozygous
in 561 dogs from 26 different countries. Mutated
homozygous were identified in 5 countries (Belgium,
Denmark, France, Spain, and United Kingdom).

Dogs
Country Number  Healthy Carrier Affected
Austria 5 5
Belgium 67 42 (63) 21 (31) 4 (6)
Canada 2 2
Croatia 4 2 (50) 2 (50)
Czech Republic 7 4 (57) 3 (42)
Denmark 32 19 (59) 11 (34) 2 (6)
Estonia 2 2
Finland 23 18 (78) 5(22)
France 74 54 (73) 17 (23) 3(4)
Germany 28 27 (96) 1(4)
Greece 5 5
Hungary 3 2 (67) 1(33)
Ireland 10 4 (40) 6 (60)
Ttaly 11 10 (91) 1(9)
Japan 2 2
Netherlands 27 22 (81) 5(19)
Norway 10 10
Poland 12 9 (75) 3(25)
Portugal 1 1
Russia 5 5
South Africa 3 3
Spain 24 16 (67) 6 (25) 2 (8)
Sweden 14 12 (86) 2 (14)
Switzerland 27 23 (85) 4 (15)
United Kingdom 55 42(76)  12(22) 102
United States 108 100 (93) 8 (7)
Total 561 441 108 12

had bronchiectasis lesions suggesting continuous pro-
gression of the disease in older dogs. In human, this dis-
ease typically progresses to bronchiectasis during late
childhood or early adulthood and can ultimately cause
chronic respiratory failure.'®

The diagnosis of PCD was strengthened by the iden-
tification of several cases of situs inversus. Situs inver-
sus totalis, the complete transposition of the thoracic
and abdominal organs, occurs in 50% of PCD cases in
human and occurs in dogs.>®' Situs inversus is
an incidental finding which causes in the majority of
cases no clinical problems. It is because of dismotility
of cilia on the embryonic node, responsible for visceral
orientation. The result is a visceral orientation deter-
mined by chance, explaining the 50% incidence.” We
have identified situs inversus in one-third of these OES
cases (data not shown). Discrepancy between this
result and the expected 50% is most likely because of
the small number of dogs studied.

The results of the semen analysis of 1 affected dog
were typical of PCD with marked reduction in motility
and high percentage of sperm cells morphologic pri-
mary anomalies visible under the light microscope and
affecting sperm flagella. Semen analysis might contrib-
ute to the PCD diagnosis. However, the young onset
of the disease makes its usefulness less obvious in
affected puppies.

The diagnosis of PCD was definitely confirmed by
defective ciliary ultrastructure under TEM. Those
defects included loss of IDAs, displacement of the cen-
tral pair of microtubules, and some peripheral doublets
displaced centrally suggesting loss of radial spokes and
nexin links. This ultrastructural phenotype is quite
unusual as most of affected human beings and dogs
show a loss of ODAs. It is worth mentioning that the
ultrastructural findings identified in affected dogs were
similar to those reported by Randolph et al, in 2 OES
siblings."!

Identifying the genes responsible for PCD is challeng-
ing because of locus and allelic heterogeneity. Cur-
rently, PCD-causing mutations have been identified in
20 human genes'>**** encoding a variety of axonemal
components such as dynein arms, radial spoke, or
dynein regulatory complex. A typical and common
cause of motility defects is a reduction or loss of axone-
mal dyneins which provide the motility to the cilia,
because of a mutation in one of the component of
dynein arms (heavy, intermediate, or light chains). Each
causative gene can be associated with particular ultra-
structural ciliary defects and it is possible that a muta-
tion in the orthologue genes might lead to the same
ultrastructural defect in specific dog breeds. Therefore,
careful ultrastructural analysis should be a first step to
determine the best candidate genes and unravel eventu-
ally the genetic basis of PCD in various dog breeds.

These 20 genes only explain 50% of human PCD
cases, more genes need to be identified. The dog is an
ideal animal model to identify new causative genes.?
First, it is a spontaneous model of the disease. Second,
the ciliary structure is highly conserved across species
and finally, purebred dogs represent populations with
little genetic diversity that have arisen over a short per-
iod of time making genetic dissection potentially easier
in dogs than in human. Indeed, this study has shown
that only few dogs are required to identify a locus
significantly associated with a recessive monogenic
disease. Some other genetic studies in dogs have lead
to the identification of genes responsible for the corre-
sponding monogenic disorder in human®®?’ demon-
strating that the dog is a useful model to elucidate
genetic defect, especially monogenic recessive defect.

The functional impact of the mutation has been defi-
nitely confirmed by qRT-PCR and Western blot analy-
sis showing reduced gene expression and absence of
the corresponding protein in affected tissue compared
to healthy individuals.

CCDC39 has been the first gene identified in canine
PCD cases allowing for the development of a genetic
test specifically designed for OES. This test not only
gave us an idea of the prevalence of the mutation
within the breed but also allowed to start a breeding
program detecting silent carriers and preventing the
birth of affected individuals. A Tagman assay was
developed for this purpose with excellent sensitivity
and specificity. The mutated allele was found both in
European and in American OES, suggesting a world-
wide distribution. However, the mutation has a higher
frequency among European dogs with 19% heterozy-
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gous individuals and a few homozygous only detected
in European countries. The mutation shows a lower
frequency in North America where we have tested
more than 100 individuals with only 7% of heterozy-
gous. The discrepancy between European and Ameri-
can populations might be partly explained by the
nonrandom sampling of European OES. We tried to
correct the nonrandom sampling for European OES
by removing dogs used for the original genotyping
study and dogs that were closely related to these
affected dogs. However, European canine samples
were not collected in a blind fashion as the American
dogs. It is possible that breeders already exposed to
the disease were more interested by a genetic test than
other breeders inducing an overestimation of the
mutation within the European OES population. This
recruitment bias represents one of the limitations of
our study.

The higher frequency in the European population
might also be because of a founder effect as a result of
the intensive use of a few champion dogs in Europe.
Indeed, we were able to show that all affected dogs
and their parents were at least related once to the same
common ancestor. This could illustrate the negative
impact of an intensive use of a champion dog responsi-
ble for spreading a rare variant within a breed. How-
ever, this finding does not confirm her as a carrier of
the defective gene, but identifies the minimum age of
the defective gene in the population studied. Interest-
ingly, both parents of this female ancestor are coming
from an American line of OES at the same period that
Randolph et al'' described the 2 affected OES with
identical ciliary ultrastructural changes in the United
States, suggesting that this genetic defect might segre-
gate in the breed for at least 30 years. Because of the
higher prevalence of the mutation in Europe, we rec-
ommend the systematic use of genetic test for avoiding
breeding carriers and the birth of affected dog with
associated economic loss for breeders.

In conclusion, this study reports the clinical mani-
festations of PCD on a significant number of OES.
CCDC39 is the first gene identified in dogs with PCD,
and this study showed that the mutation of this gene
is frequent in the OES population, especially in
Europe. Furthermore, this study allowed the develop-
ment of a simple genetic test (Tagman assay), which
is currently available for breeding purpose.” The fre-
quencies of the mutation reported in this study will
need to be updated based on worldwide genetic
screening of breeding populations. Finally, we believe
that this approach might be used for PCD in other
breeds to identify underlying genetic defect and should
encourage us to collect data on all dogs affected by
this disease.

Footnotes

% Canine DNA bank from National Human Genome Research
Institute, NIH
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® Paediatric bronchoscope, external diameter 4.8 mm, Fujinon
EB-410S videoendoscope, ONYS

¢ Affymetrix v2.0 Canine array, Santa Clara, CA

4 Canine DNA bank for University of Copenhagen

¢ Promega Maxwell16 Total RNA Purification Kit, Madison, WI

" Invitrogen SuperScript IIT First-Strand Synthesis SuperMix for
gqRT-PCR, Merelbeke, Belgium

¢ Applied Biosystems, Foster City, CA

" Thermo Fisher Scientific, Aalst, Belgium

! Biogazelle NV qBase plus software, Zwijnaarde, Belgium

j Qiagen Tissue lyser system II, Venlo, Netherlands

X Thermo Fisher Scientific Pierce BCA Protein Assay kit, Aalst,
Belgium

! GE Healthcare, Diegem, Belgium

™ Sigma-Aldrich, Diegem, Belgium

" Antagene. Veterinary genetic tests (http://www.antagene.com),
Limonest, France
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Table 4. Clinical data and samples collected on 11 affected dogs. (BI

: Broncho-interstitial; BP: Bronchopneumonia).

dog |sex | Age Physical Exam Haematology Thoracic radiographs Bronchoscopy BALF analysis and culture Situs Inversus Sampling
. . Severe BI pattern, Cranial bronchi Acute BP (Neutrophilia +++) Tracheal and
Hyperthermia Leucocytosis bonchiectasy, alveolar pattern in Culture : < 10000 bronchial
1 F | 8m | (40,2°), crackles, Neutrophilia . Y, P . Mucus +++ ) . Confirmed (X-rays) L
. cranial lung lobes and right medial - Streptococcus viridans biopsies (TEM)
Tracheal mucus Monocytosis .
lung lobe - Serratia marcescens DNA
. . Tracheal and
Tracheal mucus, Leucocytosis . . Acute BP (Neutrophilia +++) .
o . Severe BI pattern, Cranial bronchi ) . bronchial
2 F | 8m positive tracheal Neutrophilia . / Culture : < 10000 Exclusion (X-rays) Lo
inch Monocytosis bonchiectasy - Serratia marcescens biopsies (TEM)
P EDTA (DNA)
Crackles. + tracheal Leucocytosis Severe BI pattern, Cranial bronchi
3 F | 8m i,nch Neutrophilia bonchiectasy, alveolar pattern in / / Exclusion (X-rays) EDTA (DNA)
P Lymphocytosis | ventral part of cranial lung lobes.
. Tracheal and
Hyperthermia . . (Leucocytes ++) .
+
4 M | 7m | (39,5°), + tracheal Mild . Severe BI pattern Mucus +, Bronchial Culture : < 10000 Exclusion (X-rays) . br9nch1al
inch monocytosis mucosal oedema - Pseudomonas aeruginosa biopsies (TEM)
P EDTA (DNA)
5 F | 18m Unremarkable / / / / Undetermined EDTA (DNA)
3y Leucocytosis Severe BI pattern, Cranial bronchi Sperm
6 M 10m Unremarkable Neutrophilia bonchlectasy, alveolar pattern in / / Exclusion (X-rays) EDTA (DNA)
cranial lung lobes
Nose, Trachea,
7 F | 8d / / / / / Exclusion (necropsy) Bronchia
(DNA, RNA)
Nose, Trachea,
8 | M| 8d / / / / / Exclusion (necropsy) Bronchia
(DNA, RNA)
9 F | 7d / / / / / Confirmed (necropsy) | Tongue (DNA)
10 | F [18m / / / / / Confirmed (X-rays) | EDTA (DNA)
11 F |18 m / / / / / Undetermined EDTA (DNA)
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Discussion et perspectives

L’objectif de ce travail était d’'identifier les bases génétiques de la DCP chez le bobtail. L’analyse
du pedigree a permis de suspecter un mode de transmission autosomique récessif. Par la suite,
I'analyse d’association génome entier combinée a une approche par géne candidat a permis de
restreindre drastiquement le nombre de génes candidats. Le séquencage de ces quelques génes
candidats a mené a lidentification d’'une mutation non-sens au sein de CCDC39 a l'état
homozygote chez les chiens atteints, confirmant ainsi le mode de transmission autosomique
récessif.

L’'impact fonctionnel de la mutation a été démontré a l'aide de différentes techniques.
L’identification d'un phénomene de dégradation de 'ARNm anormal, la démonstration de
I'expression de CCDC39 dans des tissus ciliés, tant chez la souris que chez 'homme, et I'absence
de la protéine au sein des cellules ciliés atteintes, sont autant d’éléments en faveur d’'un impact
fonctionnel de cette mutation. La démonstration de I'apparition de défauts de latéralité suite a
I'injection de morpholinos dans des embryons de zebrafish et surtout leur disparition lors de co-
injection de mRNA sauvage a définitivement confirmé I'importance de ce gene dans la fonction
ciliaire. Par la suite, notre étude a démontré I'implication de ce gene dans les cas de DCP
humaines, griace a l'identification d’'une quinzaine de mutations associées a des pertes de
fonction. Par contre, le séquencage d'une cohorte de patients présentant un phénotype
ultrastructurel différent et d'une importante cohorte de patients hétérotaxiques n’a pas permis
d'impliquer CCDC39 dans ces autres formes de ciliopathies. Quant au phénotype clinique
présenté par les chiens atteints, nous avons pu démontré qu’il était remarquablement similaire a
celui de 'homme, avec une atteinte importante des voies respiratoires, mais également des
anomalies spermatiques chez le male et 'existence de situs inversus chez certains des chiens
atteints. Enfin, nous avons démontré que la fréquence de la mutation n’était pas répartie
uniformément, avec une prévalence plus importante au sein de la population européenne de

bobtail, comparativement a la population américaine.

Une protéine riche en domaine « coiled-coils »

La premiere étude a permis de mettre en évidence une nouvelle protéine impliquée dans les
DCP. Cette protéine a pour particularité d’étre enrichie en domaine « coiled-coils » puisqu’elle en
contiendrait jusque dix. Un « coiled-coil », que 'on pourrait traduire par « super-hélice », est un

motif structurel d'une protéine dans lequel 2 a 5, et parfois 7 hélices alpha sont regroupées
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ensemble comme les différents brins d'une corde. Ces «coiled-coils» sont relativement
fréquents et représentent de 3 a 5% de la totalité des acides aminés. Ils sont habituellement
composés d'un ensemble de 7 résidus, abcdefg, qui se répétent, incluant des acides aminés
apolaires en position a et d que I'on retrouve a l'interface des hélices, alors que e et g sont des
résidus chargés qui donne la spécificité entre les différentes hélices grace aux interactions
électrostatiques (Burkhard et al, 2001; Mason et Arndt, 2004). La stabilité des « coiled-coils »
est obtenue grace a une structure dite de « bouton dans le trou » ou les résidus apolaires se
regroupent au milieu et sont maintenus grace a un noyau hydrophobique (Crick, 1953) (Figure
13). Leur forme varie en fonction de la séquence des acides aminés, mais peut également étre
modulée par le pH ou par des phénomeénes de phosphorylation ou d’interactions ioniques. En
conséquence, les protéines possédant des domaines « coiled-coils » peuvent étre changeantes et
« pliables » ce qui les rend adaptables a de nombreuses fonctions biologiques. On les retrouve en
tant que constituant du cytosquelette, protéines motrices, mais également dans des systémes de

reconnaissance moléculaire, notamment lors de la transcription.

Figure 14 : Deux vues perpendiculaires d’'un « coiled-coil » a deux hélices. Les résidus en
el z ’: T 7 s s g
position a et d représentent l'interface des 2 hélices et sont entourés des résidus en position e

et g (Burkhard et al, 2001).

Les bases de données relatives aux cils reprennent de nombreuses protéines riches en domaines
« coiled-coils », notamment au niveau du N-DRC (Lin et al, 2011) et au niveau des bras de
dynéine (Gee et al, 1997). Cependant, CCDC39 a été la premiére protéine de ce type a étre
impliquée dans les DCP. Depuis lors, six autres genes codant pour des protéines riches en
« super-hélices » ont été impliqués ; CCDC40, CCDC65, CCDC103, CCDC114, CCDC151 et CCDC164.
L’identification de plusieurs génes codant pour des protéines riches en domaine « coiled-coils »
souligne l'importance de celles-ci dans la fonction du cil mobile. La fonction exacte de ces
protéines est encore a préciser. Elles semblent toutefois jouer un role prépondérant dans la

structure du N-DRC {CCDC65, CCDC164, CCDC40, CCDC39}(Becker-Heck et al, 2010; Merveille
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etal, 2010; Horani et al, 2013a; Wirschell et al, 2013) et dans I'ancrage des bras de dynéine aux
microtubules {CCDC103, CCDC151, CCDC114}(Panizzi et al.,, 2012; Knowles et al., 2013a; Hjeij et
al, 2014). Certaines de ces protéines interagissent entre elles. C'est le cas de CCDC151 qui est
indispensable au bon positionnement de CCDC114 (Alsaadi et al, 2014)}, mais également de
CCDC39 et CCDC40 (Becker-Heck et al,, 2010).

CCDC39 et CCDC40, deux protéines qui partagent de nombreux points communs

Parallelement a la découverte de CCDC39, I'équipe du Professeur Omran a mis en évidence que
des mutations au sein de CCDC40 étaient responsables d’'un phénotype ultrastructurel similaire
a celui de CCDC39, a savoir une absence de BDI associée a une désorganisation axonémale
(Becker-Heck et al.,, 2010). En immunofluorescence, les cellules mutées se caractérisent par une
absence de DNALI1, un composant des BDI et une absence de GAS8, une sous-unité du N-DRC.
De plus, 'absence de CCDC40 affecte la localisation axonémale de CCDC39. En effet, on observe
au sein des cellules mutées pour CCDC40, que CCDC39 est absent de I'axoneme ciliaire et que la
protéine s’accumule dans la portion apicale du cytoplasme, a la base du cil. Cette découverte
suggére que CCDC40 joue un role dans le recrutement axonémal de CCDC39. Les anomalies
observées en microscopie électronique et en immunofluorescence suggérent que ces deux
protéines pourraient étre des constituants du N-DRC, dont la composition précise reste a
déterminer (Heuser et al, 2009). Toutefois, le fait qu’aucune de ces protéines n’apparaisse dans
les études de protéomiques s’'intéressant a la composition du N-DRC, n’est pas en faveur de cette
hypothese. CCDC39 et CCDC40 pourraient plutét jouer un réle dans I'assemblage ou le transport
des sous-unités du N-DRC et/ou des BDI. Cette hypothése est renforcée par le fait que ces deux
protéines contiennent deux larges domaines conservés SMC, pour « Structural Maintenance of
Chromosomes », que l'on retrouve dans plusieurs protéines ciliaires. Ces domaines SMC
joueraient un réle dans le transport intraflagellaire et pourraient représenter des séquences

signatures qui seraient reconnues pendant le processus de transport (Chang et al,, 2006).

CCDC39 : nombreuses mutations, un seul phénotype

Dans la premiere étude, nous avons identifié 15 mutations différentes, toutes associées a une
perte de fonction. En effet, les mutations identifiées étaient soit liées a un codon stop prématuré,
soit liées a une insertion ou une délétion d'un ou plusieurs acides aminés, soit liés a une

mutation au niveau des sites obligatoires d’épissage. Toutes ces mutations sont
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vraisemblablement responsables d’'une absence de production de la protéine, secondaire a un
phénomeéne de dégradation de 'ARNm (mRNA decay), comme nous avons pu le mettre en
évidence chez le chien. Cela signifie que l'atteinte des BDI et la désorganisation axonémale

observées sont liées a une absence totale de cette protéine.

Ce constat a été confirmé par la suite par deux études différentes portant sur deux cohortes de
patients humains atteints de DCP présentant un phénotype ultrastructurel similaire ou
approchant (absence de BDI uniquement). Dans ces deux études, les portions codantes ainsi que
les jonctions intron-exon de CCDC39 et CCDC40 ont été séquencées. La premiére étude
comportait 40 familles différentes (Blanchon et al.,, 2012), dont 15 faisaient déja partie de notre
étude. La seconde, comprenait 54 patients provenant de familles non apparentées (Antony et al,
2013). Comme dans notre étude, les mutations étaient présentes soit a I'état homozygote, soit a
I'état d’hétérozygote composite, confirmant le mode de transmission autosomique récessif. Ces
deux études ont permis de mettre en évidence 17 nouvelles mutations au sein de CCDC39,
pratiquement toutes liées a une perte de fonction. Enfin, trois mutations dont deux nouvelles ont
également été mises en évidence en utilisant des techniques de séquengage a haut débit dans
une cohorte de patients atteints de DCP (Zariwala et al., 2013). A I'heure actuelle, 34 mutations

différentes de CCDC39 ont été rapportées.

Toutes les mutations identifiées au sein de CCDC39 sont systématiquement associées a un
phénotype ultrastructurel bien particulier. En effet, dans notre étude, aucune mutation n’a été
identifiée chez des patients atteints de DCP avec un autre phénotype ultrastructurel (atteinte
unique des BDI ou atteinte des deux types de bras de dynéine). De méme, Zariwala et al. en
séquencant toutes les portions codantes du génome de 31 familles de patients DCP avec divers
phénotypes ultrastructuraux, n’ont pas mis en évidence de mutations au sein de CCDC39 pour
d’autres types de phénotypes ultrastructuraux (Zariwala et al, 2013). De plus, les mutations
identifiées dans les autres études étaient systématiquement présentes chez des patients
présentant le méme phénotype. La contribution de CCDC39 a d’autres ciliopathies reste a
explorer, toutefois, nous avons pu démontrer qu’il ne joue pas un rdéle majeur dans le
développement des défauts de latéralité, puisqu’aucune mutation n’a été identifiée chez plus de

200 patients hétérotaxiques.

CCDC39 et CCDC40 représentent les génes responsables de la grande majorité des cas de DCP
présentant une absence de BDI et une désorganisation axonémale puisqu’ils expliquent a eux
seul entre 69% et 88% des patients présentant ce type d’anomalie (Blanchon et al, 2012;

Antony et al, 2013). Pour ce phénotype particulier, il existe donc une corrélation importante
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entre le génotype et le phénotype ultrastructurel. Ce qui permet de souligner une fois de plus,
I'importance de la microscopie électronique dans la sélection des génes candidats lors du
dépistage. Il est intéressant de noter que la prévalence de I'atteinte de CCDC39 varie en fonction
de I'étude et donc de l'origine de la population étudiée, allant de 17 a 65 %. Une partie de cette

variation pourrait étre lié a un effet fondateur pour certaines des mutations observées.

Chez le chien

Notre seconde étude s’est intéressée au phénotype clinique et a la prévalence de la mutation au
sein de la race bobtail. Sans surprise, les signes cliniques présentés par les chiens atteints étaient
remarquablement similaires a ceux décrits dans les autres races de chiens, mais également a
ceux décrits dans l'espece humaine (Noone et al, 2004; Jain et al, 2007). En effet, I'atteinte
prédominante, comme chez I'homme, était celle des voies respiratoires. Nous avons pu
également démontré l'atteinte du systeme reproducteur chez un des males affectés ainsi que
I'existence de défauts de latéralité chez une certaine proportion des individus atteints. Le
diagnostic de DCP a été définitivement établi par 'étude en microscopie électronique réalisée
sur des cellules respiratoires prélevées chez des chiens atteints. Cet examen a permis de mettre
en évidence un phénotype ultrastructurel identique a celui de certaines DCP humaines mais

relativement rares dans I'espece canine.

L’identification de la mutation causale dans CCDC39 a permis de développer par la suite, un test
génétique rapide, basé sur la technique Tagman et destiné aux éleveurs. L'usage de ce test a
permis de déterminer la prévalence de la mutation au sein de la race. Nous avons observé une
fréquence plus importante de la mutation au sein de la population européenne par rapport au
reste du monde. Cette différence pourrait étre liée en partie a un effet fondateur suite a I‘usage
intensif de certains « grands champions » et illustrer ainsi I'impact négatif de l'utilisation d’'un
pool limité de génes, qui donne lieu a une dissémination de rares variants déléteres. La
disponibilité de ce test permet d’apporter des aujourd’hui un conseil génétique aux éleveurs. On
peut déja souligner que I'usage de ce test et le dépistage systématique des porteurs ne devrait
pas étre associé a un retrait de ces animaux du pool des reproducteurs. En effet, méme si a terme
le retrait de ces chiens porteurs permettra d’éradiquer la mutation au sein de la race, il sera a
I'origine d’'une perte de diversité génétique (Proschowsky et al, 2003) et potentiellement
responsable d'une augmentation de la fréquence d’autres alléles délétéres. L’objectif du conseil
génétique devrait étre plutdt d’éviter la survenue de nouveaux chiens atteints tout en préservant
la diversité génétique. Si un animal est porteur de la mutation, on conseillera alors de le croiser

avec des chiens homozygotes sauvages et de génotyper systématiquement les descendants pour
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la mutation. Ces mesures permettront non seulement d’éviter I'apparition de nouveaux atteints
mais également d’améliorer la qualité globale de la race (Traas et al, 2006). La fréquence de
I'emploi de ce test génétique est difficilement calculable. En comparant le nombre de naissance
pour la race par an et le nombre de chiens testés, on observe que en Belgique, sur les nichées des
quatre dernieres années, environ un quart des chiens on été testés. Tandis qu’en France, le test
génétique n’a été réalisé que sur 1/8 des chiens. La fréquence de I'emploi de ce test varie
probablement beaucoup de pays en pays, et reflete vraisemblablement des différences en

matiere de fréquence de la mutation au sein des ces populations.

Le chien un bon modéle pour I’homme ?

La premiére étude réalisée permet de souligner l'intérét du chien en tant qu'organisme modele
pour identifier les bases moléculaires de certaines pathologies chez 'homme.

Pourquoi le chien est il un bon modele ? Une premiere explication est la place privilégiée
qu'occupe le chien dans notre société ou il fait souvent partie de la cellule familiale. Ce
changement de statut a permis d’améliorer les connaissances des différentes pathologies qui
touchent I'espece canine ainsi que les moyens mis en ceuvre pour les diagnostiquer et les soigner
(Case, 2008; Haimowitz, 2012). La domestication du chien et la création par 'homme de trés
nombreuses races, a la recherche de standards de beauté ou de comportements particuliers, a
malheureusement eu un impact extrémement négatif sur la santé des animaux, en concentrant
de facon involontaire, des alleles morbides ou des combinaisons non adéquates d’alleles. Ainsi,
plusieurs centaines de maladies héréditaires ont été identifiées dans l'espéce canine, dont
beaucoup présentent de grandes similarités avec des pathologies humaines (Tsai et al, 2007).
Dans la base de données OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals,

http://omia.angis.org.au/home/, acces le 09 décembre 2014) 352 maladies génétiques canines

étaient considérées comme des modeéles potentiels pour l'espéce humaine, et le chien
représentait la premiére espéce d’animaux domestiques, en terme du nombre de pathologies
potentiellement intéressantes pour 'homme. Les deux espéces ont également un autre point
commun d’importance : elles partagent une plus grande partie de leur répertoire génétique que
d’autres organismes modeéles comme la souris (Lindblad-Toh et al, 2005; Derrien et al., 2009),
rendant l'identification de genes d’intérét chez le chien particulierement importante pour des
maladies similaires chez 'homme (Lin et al,, 1999; Van De Sluis et al.,, 2002; Grall et al., 2012), et

inversement (Mellersh et al., 2006).

Cet enrichissement en alléles déléteres est la conséquence de la création des races modernes.

Premierement, un faible nombre de chiens est a I'origine de chaque race. De plus, certaines races
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ont subi des goulots de population, notamment pendant la seconde guerre mondiale. Enfin,
l'utilisation intensive de certains « champions » a réduit la population d’effectifs efficaces au sein
de certaines races (Asher et al, 2009; Chase et al, 2009). L’origine de la race Bobtail n’est pas
bien définie, mais la seconde étude suggere que l'usage intensif de certains chiens (grands
champions) a pu étre un des facteurs a 'origine de la « dissémination » de la mutation au sein de

la population européenne de Bobtails.

Les races de chiens représentent donc des isolats génétiques possédant une hétérogénéité
génétique et phénotypique limitée, similaires a des populations humaines isolées
géographiquement (Parker et Ostrander, 2005). Les isolats génétiques représentent depuis
longtemps des populations tres intéressantes pour disséquer les origines génétiques de

certaines pathologies et mieux comprendre le génome des mammiferes (Alkuraya, 2010).

Un autre atout du chien, est sa structure génétique particuliére. L’histoire de la domestication et
de la création des races modernes est a l'origine de cette structure particuliérement
intéressante. Le déséquilibre de liaison est trés grand au sein d'une race, comparativement a
I'homme (2 Mb vs 0,28 Mb), par contre la diversité haplotypique est limitée. De plus, les
différentes races de chiens partagent un nombre important d’haplotypes entre elles et le
déséquilibre de liaison entre races est trés court (10 Kb). En fait, les deux tailles de déséquilibre
de liaison sont la conséquence de deux goulots d’étranglements distincts dans I'histoire de la
population canine. Le déséquilibre de liaison court est la conséquence de la sélection du chien
domestique a partir du loup, il y a plusieurs dizaines de milliers d’années (et par conséquent du
nombre de génération depuis lors). Le déséquilibre de liaison long provient de la création
récente des races modernes de chiens. En conséquence, comparativement a '’homme, un plus
faible nombre de marqueurs, ainsi qu’un faible nombre d’individus sont souvent suffisants pour
mener une étude d’association. Ces caractéristiques en font un modéle idéal pour disséquer
génétiquement des caracteres mendéliens, mais aussi des caractéres complexes (Lindblad-Toh

etal., 2005).

Afin d’exploiter au mieux la structure génétique particuliére des races de chiens, une stratégie
de cartographie en deux étapes peut étre utilisée. La premiere étape met a profit le long
déséquilibre de liaison au sein d’'une race pour identifier I'haplotype d’intérét, tandis que la
seconde étape de cartographie fine repose sur le déséquilibre de liaison court entre les races.
C’est en utilisant cette stratégie que le géne responsable de la robe blanche des boxers a été
identifié, ou encore celui de la créte dorsale du Rhodesian Ridgeback (Karlsson et al., 2007). Les

DCP ne se prétent pas tres bien a ce type de stratégie. D’'une part, parce qu'il s’agit d’'une
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ciliopathie relativement rare qui touche tres peu de chiens. D’autre part, parce que les DCP
regroupent des phénotypes ultrastructurels variés qui sont la conséquence de mutations dans
différents genes. La seconde étape de la stratégie décrite ci dessus, a savoir une étude
d’association entre différentes races souffrant de la méme pathologie, est particuliérement
difficile a réaliser. En effet, aucune des races atteintes par une DCP ne présente un défaut

ultrastructurel comparable a celui des bobtails.

En I'absence de cette étape de cartographie fine, la région homozygote identifiée chez les chiens
atteints était tres grande (15 Mb) et contenait plus de 150 genes. Par analogie aux méthodes
utilisées pour identifier des génes impliqués dans les DCP, nous avons combiné I'étape de
cartographie avec une approche par géne candidat en utilisant les deux bases de données
disponibles reprenant les génes impliqués, de prés ou de loin, dans la structure et / ou la
fonction des cils. Cette approche a permis de réduire drastiquement le nombre de candidats
potentiels a séquencer et illustre I'importance des bases de données et des outils de bio-

informatiques qui facilitent I'identification de nouveaux variants génétiques.

L’identification de génes responsables de certaines pathologies chez le chien peut apporter un
éclairage sur la pathogénése de ces maladies. En effet, I'identification de CCDC39 a permis de
mieux comprendre la composition de I'axoneme ciliaire et a permis de souligner 'importance
des protéines riches en domaine «coiled-coils» dans la composition et l'assemblage de

I’axonéme ciliaire.

Développement de nouvelles thérapies ?

Le but ultime de l'identification de nouveaux genes responsables de certaines maladies est de
développer de nouvelles cibles thérapeutiques prenant en compte les caractéristiques uniques
de chaque individu. Le chien souffrant des mémes pathologies que 'homme représente une
opportunité unique pour tester et développer de nouvelles thérapies comme la thérapie génique
(Switonski, 2014) ou des thérapies visant a corriger la protéine défectueuse. Il représente un
meilleur organisme modeéle que la souris a plusieurs égards. Tout d’abord par son métabolisme
et sa taille, le chien est plus proche de 'espéce humaine que la souris. De plus, sa longévité
permet de tester les effets a long terme d’un traitement, ce qui n’est pas possible chez les
rongeurs. Le chien a par exemple été utilisé avec succes, comme modéle expérimental pour une
thérapie génique, dans plusieurs pathologies monogéniques. Cest le cas de l’amaurose
congénitale de Leber, une dystrophie rétinienne présente chez 'homme et chez le Briard pour
laquelle une thérapie génique a été mise au point chez le chien. Pour cette pathologie, le cDNA

« sauvage » du gene déficient, a été incorporé dans un vecteur, un virus adéno-associé, puis
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cloné et injecté sous la rétine des chiens atteints. Ce traitement a permis la restauration de la
fonction visuelle de ces chiens (Acland et al, 2005). Quelques années plus tard, des essais
thérapeutiques chez des enfants atteints ont été réalisés, avec des résultats tres encourageants,
puisque la fonction visuelle de ces enfants était améliorée et que le traitement était bien toléré
(Hufnagel et al, 2012). Trés récemment, des essais thérapeutiques ont été réalisés chez des
chiens atteints de muchopolysaccharidose (Xing et al., 2013) ou de dystrophie musculaire de

Duchenne (Le Guiner et al., 2014), et les premiers résultats semblent prometteurs.

Les bobtails atteints de DCP pourraient servir de modele expérimental pour mettre au point de
nouvelles thérapies. Les thérapies disponibles pour les patients DCP visent a réduire
I'inflammation et a améliorer la clairance des voies respiratoires. A 'heure actuelle, il n’existe
pas de thérapie ciblée visant a corriger la fonction ciliaire anormale de ces patients. D’une part,
parce que les DCP présentent une complexité génétique importante et d’autre part parce que la
prévalence de la maladie est faible dans la population générale. En revanche, de nombreux
essais thérapeutiques ciblés ont été réalisés et sont en cours chez des patients atteints de
mucoviscidose (Kumar et al., 2014). Les cellules ciblées par la thérapie génique dans le cadre de
la mucoviscidose, sont les mémes que celles des DCP, a savoir les cellules ciliées de I'épithélium
respiratoire. Dés lors, les connaissances et techniques acquises dans le cadre des essais
thérapeutiques de la mucoviscidose peuvent étre aisément extrapolées aux DCP. Dans le cadre
de ce type de maladie, deux approches visant a corriger le défaut moléculaire sous-jacent sont

possibles, la thérapie génique ou la réparation de la protéine anormale.

Le but de la premiére approche est de corriger I'altération génétique en introduisant des copies
du gene sauvage dans les cellules respiratoires des patients atteints. La thérapie génique
implique l'insertion d’'une copie sauvage du gene dans un vecteur viral ou non. Le vecteur sert
alors de véhicule afin d’insérer le nouvel ADN dans la cellule cible. Il existe des vecteurs viraux
comme des adénovirus, ou adénovirus associés ou encore des lentivirus. Il existe également des
vecteurs non-viraux comme des lipides cationiques qui pénétrent la membrane cytoplasmique
grace a un phénomeéne d’endocytose. La thérapie génique dans le cadre des pathologies
respiratoires comporte un certain nombre de difficultés (Griesenbach et Alton, 2013). La plus
importante est sans doute de franchir les différentes barrieres de protection de I'épithélium
respiratoire pour délivrer 'ADN au sein du noyau des cellules cibles. Le vecteur ainsi employé
doit tout d’abord traverser la couche de mucus présente a la surface de I'épithélium respiratoire,
sans étre éliminé par les mécanismes de clairance (toux). Cette barriéere est encore plus difficile
a franchir lorsque de I'inflammation ou des infections sont présentes, ce qui est une constante

dans les cas de mucoviscidose ou de DCP. En plus de cette barriére physique, une surveillance
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immunitaire est présente dans les poumons et est susceptible d’arréter certains de ces vecteurs,
notamment les vecteurs viraux. L’existence d’anticorps liés a des infections virales respiratoires
précédentes peuvent étre a 'origine d’'une neutralisation des vecteurs (Chirmule et al, 1999). En
plus des anticorps préexistants, une réponse immunitaire cellulaire et humorale peut se
développer apres l'administration de vecteurs viraux, rendant les administrations suivantes
inefficaces. L’étape suivante est de traverser la membrane cytoplasmique de la cellule cible, soit
par fusion, soit par endocytose, ce qui peut représenter une étape limitante, notamment pour les
vecteurs non-viraux. Enfin, dans la plupart des cas, les vecteurs doivent encore traverser la
membrane nucléaire qui est une barriere importante, notamment pour les vecteurs non-viraux
(Griesenbach et Alton, 2013). Une autre difficulté de la thérapie génique est une capacité de
stockage limitée de certains vecteurs empéchant I'insertion de géne de grande taille (Duan et al,
2001). C’est I'ensemble de ces difficultés qui expliquent le succés limité des différents essais de

thérapies géniques dans la mucoviscidose (Kumar et al.,, 2014).

La seconde approche vise a corriger le défaut fonctionnel au niveau de la protéine en utilisant
des substances spécifiques en fonction du type de mutation présente dans le géne responsable
afin de « corriger » la protéine anormale. Pour la mucoviscidose, les traitements varient en
fonction du type de mutation causale et de I'impact fonctionnel des différentes mutations. Dans
le cadre d'un codon stop prématuré, comme c’est le cas pour la mutation identifiée chez le
bobtail, on utilise des médicaments qui préviennent l'identification de ce stop prématuré pour
que la synthese de la protéine puisse continuer. Ces molécules sont appelées des suppresseurs
de codon stop. Parmi ces molécules, on peut citer les aminoglycosides qui ont la capacité de
« masquer » un codon stop prématuré en insérant un acide aminé qui permet au ribosome de
poursuivre la lecture du gene d’intérét. Une étude réalisée chez la souris, démontrait que la
protéine pouvait étre synthétisée et que 35% de la fonction de la protéine pouvaient étre
retrouvés (Howard et al, 1996). Les correcteurs de CFTR ont pour but de corriger un défaut de
transport de la protéine formée tandis que les potentiateurs ciblent la protéine a la surface de la
cellule pour améliorer sa fonction. Cette seconde approche semble plus prometteuse et un
premier médicament (ivacaftor) a récemment été mis sur le marché afin de traiter des patients

atteints de mucoviscidose, portant une mutation faux sens (Van Goor et al., 2009).

Dans un futur plus ou moins proche, les patients atteints de DCP pourraient eux aussi bénéficier
du développement d’'une médecine personnalisée, propre a leurs mutations causales. Cependant,
le développement de ces nouvelles modalités thérapeutiques est compliqué par le grand nombre
de génes et de mutations impliqués dans les DCP, la faible prévalence de cette pathologie et

passera obligatoirement par une meilleure compréhension de la fonction des différentes
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protéines impliquées dans cette pathologie. Le recours a des organismes modéles, comme le
chien, peut certainement apporter un éclairage nouveau sur cette pathologie et contribuer au

développement de nouvelles thérapies.
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