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Résumé 

La scoliose est une déformation de la colonne vertébrale dans les trois plans de l’espace 

(frontal, sagittal et transverse), et la forme la plus fréquente est la scoliose idiopathique (SI) 

dont la cause est encore très mal comprise. La scoliose idiopathique de l’adolescent (SIA) est 

une forme de SI qui se développe au cours de la puberté, plus souvent chez les filles, et 

présente une importante hétérogénéité phénotypique. Les très nombreuses recherches afin 

de comprendre les mécanismes qui entrent en jeu dans le développement de cette maladie et 

afin de déterminer l’étiologie ont permis de mettre en évidence un très grand nombre de 

théories regroupant des facteurs endocriniens et métaboliques, des facteurs biomécaniques 

et musculosquelettiques, des facteurs neurologiques et vestibulaires ainsi que des facteurs 

génétiques et épigénétiques. L’identification du gène candidat POC5 dans la SI par notre 

laboratoire, un gène crucial dans la formation du cil primaire, a été un tournant majeur 

apportant la première pièce d’un puzzle plaçant le cil primaire au centre des hypothèses 

concernant la mise en place de la maladie.  

Le cil primaire est une organelle non-motile retrouvée à la surface de la totalité des cellules du 

corps humain à l’exception des cellules sanguines. Grâce à son axonème formé de tubuline 

capable de subir des modifications post-traductionnelles appelées « code tubuline » et sa 

membrane ciliaire ultra spécialisée, le cil primaire joue un rôle mécanosenseur important tout 

au long de la vie, dès le développement embryonnaire. Il prend part à de nombreux 

mécanismes dont la formation et l’homéostasie osseuse et a déjà été mis en cause dans les 

maladies osseuses. En effet, lorsque le cil primaire est défectueux, il est responsable de 

syndromes complexes regroupés sous le nom de ciliopathie dont un des symptômes est la 

scoliose.  

L’hypothèse générale de la présente thèse est que des variants rares dans des gènes ciliaires, 

particulièrement le gène POC5 et le gène TTLL11, agissent sur les mécanismes cellulaires 

responsables de la mise en place de la SIA faisant d’elle une maladie appartenant à la grande 
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famille des ciliopathies. L’objectif de cette thèse a été de documenter l’implication et la 

pathogénicité des gènes POC5 et TTLL11 dans la SIA. Nous avons d’abord déterminé la 

prévalence des variants du gène POC5 dans une cohorte de patients d’origine franco-

canadienne ou britannique atteints de SIA (Manuscrit 1). Ensuite, nous avons créé trois 

modèles de souris Knock-in pour l’équivalent des variants du gène POC5 humain afin 

d’analyser la pathogénicité et le phénotype éventuel de ciliopathie (Manuscrit 2). Finalement, 

la pathogénicité du gène TTLL11 muté a été analysée dans des cellules issues de patients 

atteints de SIA et dans un modèle animal, le poisson zèbre (Manuscrit 3).  

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont montré que les deux gènes ciliaire POC5 et 

TTLL11 sont des gènes candidats probablement impliqués dans les mécanismes cellulaires 

fondamentaux induisant la mise en place de la SIA et ont permis d’identifier un mécanisme, la 

polyglutamylation du cil primaire, comme étant relié à la SIA. 

Mots-clés : TTLL11, POC5, cil primaire, glutamylation, scoliose, ciliopathie 

 



  

Abstract 

Scoliosis is a 3D spinal curvature, in the frontal, sagittal and transverse plans, and the most 

common form is the idiopathic scoliosis (IS) with a cause that remains very poorly understood. 

Adolescent Idiopathic Scoliosis (AIS) is a subtype of IS that develops during the puberty, most 

commonly in girls, and has a significant phenotypic heterogeneity. To date, a large amount of 

research on scoliosis etiology highlighted various hypotheses based on endocrine and 

metabolic factors, biomechanical and musculoskeletal factors, neurological and vestibular 

factors, as well as genetic and epigenetic factors. The identification of the IS candidate gene 

POC5 by our laboratory, a crucial gene in the formation of the primary cilium, was a major 

turning point bringing the first piece of a puzzle where the primary cilium is a central 

hypothesis concerning the onset of the disease. 

The primary cilium is a non-motile organelle found at the cell surface of all the human body 

cells, except for blood cells. The primary cilium plays an important mechano-sensor role 

throughout life, from embryonic development through its axoneme composed by tubulin that 

hosted post-translational modifications called “tubulin code”, and its ultra-specialized ciliary 

membrane. It is involved in many mechanisms including bone formation and homeostasis and 

has already been implicated in bone diseases. Indeed, the defective primary cilium is 

responsible for human ciliopathy syndromes that are associated with scoliosis. 

The main hypothesis of this thesis is that rare variants in ciliary genes, especially the POC5 gene 

and the TTLL11 gene, participate on cellular mechanisms responsible for the onset of AIS 

supporting the idea that scoliosis is a form of ciliopathy. The specific objective of this thesis 

was to document the involvement and pathogenicity of the POC5 and TTLL11 genes in AIS. We 

first determined the prevalence of POC5 gene variants in a cohort of French-Canadian and 

British AIS patients (Manuscript 1). Then, we created three knock-in mouse models carrying 

the equivalent of the human POC5 gene variants to analyze the pathogenicity and the possible 

phenotype of ciliopathy (Manuscript 2). Finally, the pathogenicity of the mutated TTLL11 gene 
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was analyzed in cells extracted from AIS patients and in an animal model, the zebrafish 

(Manuscript 3). 

The work presented in this thesis showed that the two ciliary genes POC5 and TTLL11 are 

candidate genes probably involved in the fundamental cellular mechanisms inducing the onset 

of AIS and allowed us to identify the primary cilium polyglutamylation, as a mechanism being 

related to AIS. 

Keywords: TTLL11, POC5, Primary cilia, glutamylation, scoliosis, ciliopathy
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Chapitre I. Introduction Générale 

I.1. Le squelette humain 

Le corps humain est soutenu et protégé par une charpente osseuse composée de 206 os : le 

squelette humain. Celui-ci peut être divisé en deux parties : le squelette appendiculaire qui 

regroupe les membres supérieurs et inférieurs ainsi que les ceintures qui les relient au 

squelette axial, lui-même composé par les os du crâne, la colonne vertébrale et la cage 

thoracique. 

La colonne vertébrale est formée d’une alternance entre vertèbre et disque intervertébral 

soutenue par des tissus mous qui sont principalement les ligaments et les muscles 

paravertébraux. Elle se compose de 33 vertèbres reliant le crâne au pelvis et qui protègent la 

moelle osseuse : 7 vertèbres cervicales, 12 vertèbres thoraciques, 5 vertèbres lombaires, 5 

vertèbres sacrées (soudées entre elles) et 4 vertèbres coccygiennes (soudées entre elles). 

La croissance de la colonne vertébrale se déroule en 3 étapes distinctes : au cours de la période 

embryonnaire, les éléments qui constituent le rachis se mettent en place. S’en suit la période 

fœtale au cours de laquelle l’ossification débute, puis en postnatal, principalement entre 0 et 

5 ans et au cours de la puberté, l’ossification continue jusqu’à atteindre la maturité osseuse. 

L’ossification complète du rachis résulte alors de la croissance synchrone de plus de 130 

plaques de croissances, aussi appelées cartilages de croissance. Leur croissance est finement 

régulée par différents facteurs : biomécaniques(1), hormonaux(2), vasculaires(3) et 

génétiques. Le moindre défaut dans cette régulation peut mener à des déformations 

complexes de la colonne vertébrale dans les 3 dimensions, que l’on nomme scoliose.  
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Selon leur étiologie, les scolioses sont classifiées en 3 groupes : 

• Les scolioses congénitales (SC), dues à des malformations congénitales des vertèbres. 

• Les scolioses neuromusculaires, secondaires à des défauts du système nerveux et 

musculaire. 

• Les scolioses idiopathiques (SI), reconnues pour se développer après la naissance, sans 

défaut anatomique ou neuromusculaire, et dont l’étiologie est inconnue. 

I.2. La Scoliose Idiopathique 

La scoliose est une déformation dans les trois dimensions de la colonne vertébrale, soit la 

combinaison d’une lordose, d’une flexion latérale et d’une rotation axiale des vertèbres(4). La 

cage thoracique étant étroitement liée avec la colonne vertébrale, la rotation des vertèbres 

thoraciques induit une rotation des côtes ce qui entraine une déformation de la cage 

thoracique, ainsi qu’une bosse dans le dos appelée gibbosité. La gibbosité est le signe clinique 

caractéristique permettant de suspecter la présence de la scoliose (Figure I.1.).  Le diagnostic 

de scoliose est ensuite confirmé radiologiquement , en effet la déviation latérale de la colonne 

vertébrale est mesurée par l’angle de Cobb(5) qui doit être d’au moins 10°.  

Figure I.1. La scoliose idiopathique.  
A. Signes cliniques de la scoliose idiopathique : asymétrie du tronc et déviation latérale de la 

colonne vertébrale dans le plan frontal, rotation du tronc dans le plan horizontal caractérisée 

par une gibbosité (Kotwicki et al, 2013(6)). B. Dépistage de la SI à l’aide de l’application 
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Scolioscreen ou Scoliosis Measurement. C. Radiographie d’une colonne vertébrale avec 

scoliose et sans scoliose(7). 

Dans 80% des cas, les scolioses sont idiopathiques (SI MIM 181800) car leur étiologie est 

inconnue(8), les 20% restant présentent une origine neuromusculaire, syndromique ou 

congénitale. Le terme de « scoliose idiopathique » a été proposé pour la première fois en 1922 

par Kleinberg(9). Les SI sont classées en fonction de la tranche d’âge où la déformation se 

manifeste(10). Plus cette déformation se produit dans le jeune âge et plus le risque de 

progression et de sévérité est élevé. Ainsi nous distinguons les SI : 

• Infantiles, dont l’âge d’apparition se situe entre 0 et 3 ans 

• Juvéniles, dont l’âge d’apparition se situe entre 4 et 10 ans  

• Adolescentes, dont l’âge d’apparition se situe entre 11 et 18 ans(11).  

I.2.1. La Scoliose idiopathique de l’adolescent 

La scoliose idiopathique de l’adolescent (SIA) représente environ 80% des SI diagnostiquées 

chez les adolescents(12) et possède une prévalence qui varie de 0.47 à 5.2% dans la population 

générale(13-15), une prévalence de 3% est cependant communément acceptée(8). Cette 

différence de prévalence peut être expliquée par la grande variabilité des critères d’inclusions 

des cohortes étudiées ainsi que du design expérimental. La prévalence est notamment 

fortement reliée aux latitudes. En effet, plus on s’éloigne de l’équateur, plus l’ensoleillement 

et la production de mélatonine diminuent et plus la prévalence de la SIA augmente(16). De 

plus, la SIA affecte préférentiellement les filles avec un ratio d’environ 7 filles pour 1 garçon 

dans le cas de courbures sévères (>40°)(15), suggérant un rôle important des hormones 

pubertaires féminines, dont l’estrogène. La SIA est progressive, elle se développe au cours de 

la puberté et peut progresser jusqu’à ce que la maturité osseuse soit atteinte (mesurée par le 

test de Risser). Il a été montré que les jeunes filles atteintes de scoliose étaient plus grandes 

et leur croissance était plus rapide que la moyenne(17). Ce phénomène s’explique par le fait 

que la SIA progresse surtout au cours d’un pic de croissance rapide, et les jeunes filles 

grandissent très rapidement jusqu’à leurs premières règles, après quoi, la croissance ralentit.  
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Plusieurs facteurs de risques sont décrits pour ce défaut et les 3 principaux sont : le sexe du 

patient (féminin ou masculin), le potentiel de croissance ainsi que le degré de la courbure à 

l’âge du diagnostic(18). Les courbures observées chez les individus atteints de SIA sont très 

hétérogènes et peuvent être classées selon le type de courbure (thoracique, thoraco-lombaire 

par exemple), l’âge d’apparition, la progression de la déformation et la sévérité (angle de 

Cobb). 

La SIA n’est pas seulement un problème esthétique, elle diminue la qualité de vie, notamment 

au niveau psychologique et financier et elle est associée à différentes complications médicales. 

En effet, la scoliose présente une évolution arthrosique et lorsqu’elle est non traitée, la SIA 

peut entrainer une raideur et une perte de mobilité, des douleurs au niveau du dos et dans les 

cas les plus sévères, des complications respiratoires et cardiaques. Les traitements actuels, 

orthopédiques ou chirurgicaux, sont très longs et très lourds, ils visent exclusivement les 

symptômes et non la cause, c’est-à-dire à corriger et ralentir la progression de la courbure. Les 

thérapies actuelles sont en fonction de la sévérité de la courbure (Fondation Yves Cotrel(19)). 

En effet, pour des courbures de moins de 30° chez des individus en pleine croissance, la base 

du traitement orthopédique est le port d’un corset rigide, une contention externe, appliquant 

des forces dans le but de stopper la progression de la scoliose et, dans le meilleur des scénarios, 

la corriger. Le port du corset doit se faire pendant toute la période de croissance, 23 heures 

par jour, ce qui en fait un traitement contraignant et difficilement acceptable pour des 

adolescents. Dans le cas de courbures trop sévères, ne répondant pas de manière positive au 

traitement par corset, ou dans le cas d’une maturité osseuse trop avancée, les patients doivent 

subir une opération chirurgicale lourde et très invasive. Cette opération a longtemps consisté 

à fusionner les vertèbres grâce à des tiges métalliques qui sont attachées à la colonne 

vertébrale à l’aide de vis chirurgicales(20). Plus récemment, des techniques chirurgicales moins 

invasives ont été développées, notamment la chirurgie de modulation de croissance(21). Cette 

technique consiste à poser des implants sur les vertèbres afin de les relier à l’aide d’un câble, 

sans fusion. La chirurgie se doit d’être une solution de dernier recours, car malgré les progrès 
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considérables, il existe des risques de complications plus ou moins graves, notamment au 

niveau neurologique. 

De nombreuses études sont menées pour mieux comprendre la maladie, son évolution et 

identifier les causes de la SIA. Plusieurs facteurs impliqués dans la physiopathogenèse de cette 

maladie complexe ont à ce jour été mis en évidence. Malgré le fait qu’ils soient plus ou moins 

interconnectés, ils peuvent se regrouper en catégories distinctes : des facteurs endocriniens 

et métaboliques, des facteurs biomécaniques et musculosquelettiques, des facteurs 

neurologiques et vestibulaires(22, 23), ainsi que des facteurs génétiques et épigénétiques 

(Figure I.2). 

 

Figure I.2. Étiologie de la scoliose idiopathique de l’adolescent. 
De nombreux facteurs ont été associés au développement de la SIA et peuvent être classés en 

quatre grandes catégories qui sont les facteurs endocriniens et métaboliques, neurologiques 

et vestibulaires, biomécaniques et musculosquelettiques, ainsi que les facteurs génétiques et 

épigénétiques. Tous ces facteurs interfèrent les uns avec les autres et sont plus ou moins 

interconnectés. 

I.2.1.1. Les facteurs endocriniens et métaboliques 

L’analyse des paramètres hormonaux a permis de mettre en lumière l’implication non 

négligeable de différentes hormones, tant grâce au dosage chez les patients atteints de SIA en 
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comparaison à des populations contrôles que par l’identification de polymorphismes dans les 

gènes codant pour ces hormones, ou bien, les gènes codant pour les récepteurs à ces 

hormones. En effet, le fait que la SIA touche préférentiellement les jeunes filles a ouvert la 

piste de l’implication des hormones sexuelles féminines (estrogène). De plus, il est largement 

connu que les individus atteints de SIA présentent des caractères anthropomorphiques 

modifiés par rapport à la population générale, ils sont de plus grande taille, ont une plus faible 

densité osseuse systémique et ils ont un indice de masse corporelle plus faible. Ces caractères 

sont dépendants d’hormones impliquées dans la croissance et dans l’homéostasie énergétique 

(la régulation de l’appétit, la sensibilité à l’insuline, la dépense énergétique(24)). 

L’homéostasie énergétique influence la formation de l’os et la densité osseuse(25) via 

différentes hormones, notamment la leptine, l’adiponectine, les hormones gastro-

intestinales(26) comme l’hormone de croissance, et la ghréline. Enfin, des études sur les 

modèles animaux ont permis d’identifier l’implication de la mélatonine, la calmoduline et la 

vitamine D dans le développement de la SIA. 

L’œstrogène 

De nombreuses recherches ont été menées pour tenter de comprendre le rôle de l’œstrogène 

dans le développement de la SIA, notamment du fait que la maladie touche significativement 

plus les filles que les garçons au cours d’une période cruciale : la puberté. Une déficience en 

œstrogène induit d’une part une ménarche tardive, retardant le développement osseux, et 

d’autre part, affecte directement le métabolisme et le remodelage osseux induisant une 

croissance osseuse anormale qui pourrait être impliquée dans le développement de la SIA. En 

effet, les cellules issues de patientes atteintes de SIA présentent une réponse altérée à 

l’œstrogène ce qui induit un retard de menstruation et de l’ostéopénie, impactant la 

maturation osseuse(27, 28). Cet effet est médié par la régulation de l’expression des facteurs 

ostéoprotégérine (OPG) et RANKL (Ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire Kappa-

B) (Figure I.3). Certaines études ont rapporté des taux d’estrogène sanguins plus faibles chez 

les patientes atteintes de SIA(29, 30), alors que d’autres analyses n’ont observé aucune 

différence par rapport à la population contrôle(31). Il a aussi été proposé que le récepteur à 
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l’œstrogène pourrait être impliqué dans le développement des plaques de croissance et donc 

dans la formation de l’os. De plus, des polymorphismes dans le gène du récepteur à 

l’œstrogène ESR1 ont été associés à la SIA(32-34). Malgré les preuves du rôle de l’œstrogène 

et de son récepteur dans la croissance saine de la colonne vertébrale, les mécanismes qui 

entrent en jeu doivent toujours être clairement identifiés. 

La mélatonine et la calmoduline 

La mélatonine a été pour la première fois décrite dans la SIA en 1983 par Dubousset et al(35), 

dont l’équipe a démontré qu’une pinéalectomie chez le poulet induisait la déformation de la 

colonne vertébrale. Ce modèle animal est historiquement le premier modèle de scoliose qui a 

été créé(36). En effet, la mélatonine est une hormone sécrétée par la glande pinéale selon un 

cycle circadien et est impliquée dans la prolifération des ostéoblastes. Par conséquent, elle 

joue un rôle dans la réduction de la prolifération des ostéoclastes via la sécrétion de 

l’ostéoprotégérine par les ostéoblastes(37). Suite à ces expériences, il a été démontré que les 

patients atteints de SIA avaient un taux de mélatonine circulant plus faible qu’une population 

contrôle(38). L’implication d’un déficit en mélatonine dans la physiopathogenèse de la SIA est 

controversée, car difficilement reproductible(39, 40). Les expériences de pinéalectomie juste 

après l’éclosion chez la poule ont montré une augmentation du taux de scolioses(36, 41-43), 

même si Man et al(44), suspectait que la chirurgie pouvait être à l’origine de la scoliose. Il a 

ensuite été proposé qu’une perturbation du cycle de sécrétion de la mélatonine induite par un 

déséquilibre de l’activité du noyau suprachiasmatique/glande pinéale serait en cause plutôt 

qu’une déficience en mélatonine(45). De plus, des anomalies dans le gène codant pour le 

récepteur à la mélatonine 1B (MT2) ont été identifiées comme étant des facteurs de risque 

pour la SIA(46). En plus d’affecter la prolifération des ostéoblastes, une diminution de 

l’expression du récepteur MT2 à la surface des chondrocytes des plaques de croissance altère 

leur capacité de prolifération et de différenciation pouvant induire une ossification 

endochondrale anormale(47). La mélatonine est aussi connue pour diminuer 

l’ostéoclastogenèse et augmenter l’apoptose des ostéoclastes via la régulation de l’expression 

des facteurs OPG et RANKL (Figure I.3). 
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Des anomalies de l’expression des ATPases calciques à la surface des plaquettes et des 

ostéoblastes de patients atteints de SIA ont été rapportées. Ceci suggère un défaut de la 

différenciation cellulaire impliquant la caspase-3, et ce système est régulé par la 

calmoduline(48). La calmoduline est une hormone qui participe à différents systèmes 

biologiques, notamment au sein des systèmes contractiles, grâce à son habilité à lier les ions 

calcium, et participe à l’agrégation plaquettaire. C’est aussi un inhibiteur de la mélatonine(37). 

Cette hormone pourrait être impliquée dans le développement de la SIA via son rôle au niveau 

des muscles paraspinaux et de la formation osseuse. De plus, le taux de calmoduline 

plaquettaire est relié à la progression de la courbure(49-51) mais les différentes études 

montrent une grande variabilité, et les mécanismes en jeu sont encore flous, semant la 

controverse(52). 

L’hormone de croissance 

Chez les patients atteints de SIA, il a été montré que le taux de GH (hormone de croissance) 

était supérieur à la normale(53), et il est maintenant largement accepté que ces patients sont 

plus grands que la moyenne(54, 55). De plus, des polymorphismes dans le gène codant pour 

le récepteur de l’hormone de croissance ont été associés à la SIA(56, 57). La GH est essentielle 

à la croissance en général et des défauts dans la voie de signalisation de cette hormone 

entrainent une croissance anormale du squelette et de la colonne vertébrale. 

La leptine et l’adiponectine 

Comme pour les hormones précédentes, l’implication de la leptine au sein de la SIA est mal 

comprise. Cette hormone, sécrétée par les adipocytes, régule la prise alimentaire, le 

métabolisme énergétique, le stockage des graisses et elle joue un rôle central et périphérique 

dans la régulation de la formation de l’os(52), sous le contrôle des noyaux hypothalamiques et 

du système nerveux sympathique(58). La leptine régule la fonction des chondrocytes et la 

différenciation ostéogénique des cellules souches via sa liaison avec son récepteur, le LEP-R 

présent notamment au niveau des nerfs sympathiques. En effet, une diminution du taux de 

leptine diminue la tension du nerf sympathique et augmente la résorption osseuse(59) (Figure 
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I.3). Chez les individus atteints de SIA, le taux de leptine circulant est diminué (60), la voie de 

signalisation de la leptine est perturbée, et une hyposensibilité à cette hormone est observée. 

Cependant, la diminution de leptine circulante serait probablement un résultat secondaire à 

la plus faible adipogenèse des patients(61). L’hyposensibilité à la leptine pourrait s’expliquer 

par la diminution de ses récepteurs à la surface des cellules, notamment au niveau des 

chondrocytes, induite par un déséquilibre entre l’endocytose et l’insertion de récepteurs 

nouvellement synthétisés au niveau de la membrane plasmique(62). La leptine est aussi 

impliquée dans la régulation du métabolisme énergétique, fortement suspecté comme étant 

anormal chez les patients atteints de SIA(63). Enfin, la leptine est impliquée dans le 

développement musculaire et pourrait jouer un rôle dans le développement asymétrique des 

muscles paraspinaux favorisant ainsi la progression de la scoliose(64). 

L’adiponectine est une hormone qui est également sécrétée par le tissu adipeux et elle 

possède des fonctions anti-inflammatoires, antiathérogènes ainsi que sensibilisantes à 

l’insuline(65). Similairement à la leptine, l’adiponectine joue un rôle dans la régulation de la 

balance énergétique et elle est aussi reliée à la formation du muscle. Jiang et al, ont rapporté 

une expression différentielle de l’adiponectine dans les muscles paraspinaux(66) de patients 

atteints de SIA, ce qui jouerait un rôle dans le développement asymétrique des muscles 

paraspinaux entre le côté concave et convexe. De plus, l’adiponectine prend part à la 

régulation de l’ostéoclastogenèse et de la résorption osseuse via son rôle dans la régulation 

de l’expression des deux facteurs OPG et RANKL (Figure I.3). Ainsi, Zhang et al ont montré que 

l’adiponectine sérique était augmentée chez les patients atteints de SIA de leur cohorte, ce qui 

contribuerait à la diminution de la densité osseuse(67). 

La ghréline 

La ghréline est sécrétée à jeun par l’estomac et régule le métabolisme énergétique, 

l’appétit(68-70), la sécrétion d’hormone de croissance, les sécrétions gastriques et la motilité 

gastro-intestinale ainsi que l’homéostasie du glucose(71). La ghréline possède également des 

fonctions cardiovasculaires, anti-inflammatoires, reproductives, et dans la formation de 
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l’os(71, 72). Plusieurs études ont montré une augmentation du taux de ghréline chez les 

patients atteints de SIA(64, 73-75). Yu et al(74) ont pu observer que les taux de ghréline étaient 

proportionnellement reliés à la sévérité de la courbure. Cependant, les mécanismes par 

lesquels cette hormone entrerait en jeu dans le développement de la SIA sont hypothétiques. 

Liang et al, ont mis en évidence la corrélation entre un taux élevé de ghréline et le 

développement anormal du cartilage chez les patients atteints de SIA(76). En effet, cette 

hormone joue un rôle dans l’ossification endochondrale et la différenciation des chondrocytes 

hypertrophiques(77, 78). Cette hormone entre en jeu dans l’activation de la voie Akt et NF-κB 

et dans l’expression de protéine de la matrice cartilagineuse(79). Il a aussi été démontré 

récemment que la ghréline active la prolifération des chondrocytes primaires via l’activation 

de la voie de signalisation ERK/STAT3 chez les patients atteints de SIA(76) ainsi que la réduction 

de la différenciation ostéogénique via son rôle dans la voie de signalisation OPG/RANKL(80) 

(Figure I.3). Plus d’analyses doivent être menées pour élucider les mécanismes par lesquels la 

ghréline aurait un impact sur le développement du cartilage et la densité osseuse dans le cadre 

de la SIA. 
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Figure I.3. Représentation schématique des principaux mécanismes induits par les 
facteurs endocriniens et métaboliques chez les patients atteints de SIA.  

Adapté de Liang et al, 2021(64) 

I.2.1.2. Les facteurs biomécaniques et musculosquelettiques 

La SIA est considérée comme une maladie spécifiquement due à la posture érigée de 

l’Homme(81-83) qui engendre des charges biomécaniques sur l’axe vertical du corps. À la 

naissance, l’enfant possède une seule courbure, comme nos ancêtres primates, caractérisée 

par l’angle sacro-vertébral qui sépare la région sacrée de la région lombaire (Figure I.4). La 

lordose cervicale se développe lorsque l’enfant commence à soutenir sa tête et la lordose 

lombaire se développe lorsque l’enfant commence à marcher (Figure I.4). Ces deux dernières 

courbures sont spécifiques de la posture érigée de l’Homme et elles permettent une plus 

grande flexibilité et stabilité du rachis. Ainsi, une quelconque asymétrie peut engendrer une 

déformation de la colonne vertébrale. 

 

Figure I.4. Mise en place des courbures rachidiennes.  

Les courbures cervicale et thoracique sont acquises au cours des premières années de vie, suite 

au port de tête et de la marche. (Adapté de Dimeglio et al, 1990(84)) 

Une des principales théories biomécaniques est basée sur la loi d’Hueter-Volkman. Cette 

théorie décrit une vitesse de croissance endochondrale des cartilages de croissance qui est 

diminuée sous une forte pression, alors qu’elle est augmentée sous des forces de pression plus 

faibles(85, 86). Selon cette théorie, la SIA serait initiée par des charges asymétriques s’exerçant 

sur la colonne vertébrale, ou encore une asymétrie du tonus musculaire des muscles 
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paravertébraux, engendrant une croissance asymétrique des vertèbres(87) et des disques 

intervertébraux(88).  

 

Figure I.5. Zones de la plaque de croissance.  

Représentation histologique des différentes zones de croissance illustrant l’évolution de la 

forme et la taille des chondrocytes. (Adaptée de Cobetto, 2017(89)) 

Au niveau des plaques de croissance (Figure I.5), la croissance en longueur dépend du taux de 

prolifération des chondrocytes de la zone proliférative ainsi que de l’étalement et de l’activité 

des chondrocytes hypertrophiques. Cependant, la modulation de la croissance via les charges 

biomécaniques explique uniquement la réduction de la quantité d'hypertrophie 

chondrocytaire au niveau de la zone hypertrophique(86). Cette croissance asymétrique 

amplifie alors les charges asymétriques et engendre un « cercle vicieux » propice à la 

progression de la déformation de la colonne vertébrale(90). Cette asymétrie entraine un 

décalage latéral par rapport à l’axe du rachis en direction de la plus faible résistance, c’est-à-

dire en direction du côté convexe de la courbure(91), accompagné de la rotation des vertèbres 

autour de l’axe du rachis. Le corps vertébral se déplace alors du côté convexe et les processus 

épineux se déplacent du côté concave de la courbure(8). 

Les disques intervertébraux sont une autre source d’asymétrie, en effet des défauts de la 

cunéiformisation des disques intervertébraux contribuent au développement de la scoliose, 

principalement au début du pic de croissance(92). De plus, la taille des disques intervertébraux 
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a été montrée comme impactant la surcroissance antérieure de la colonne vertébrale(93), 

donc une croissance plus rapide du rachis antérieur(94). En effet, la partie antérieure de la 

colonne vertébrale croît en longueur grâce à l’ossification endochondrale jusqu’à la maturité 

osseuse alors que la partie postérieure croît en longueur jusqu’à environ 10 ans, puis elle 

continue de croitre en largeur grâce à l’ossification membranaire. La croissance postérieure, 

moins rapide, limiterait la croissance de la colonne antérieure ce qui induit la courbure du 

rachis suivie de la rotation des vertèbres(95). La sévérité de la courbure semble être reliée à 

l’ampleur de cette disproportion. D’autre part, les patients atteints de SIA ont un canal 

rachidien plus court que le corps vertébral(96), confirmant un déséquilibre de la croissance 

antéro-postérieure de la vertèbre et de la colonne vertébrale.  

Parallèlement, les tissus mous présents au niveau de la colonne vertébrale postérieure, 

comme la moelle épinière, les ligaments ainsi que les muscles sont aussi concernés par cette 

différence de croissance(97, 98). Les muscles intervertébraux ont été rapportés comme étant 

plus courts du côté de la concavité de la courbure, de même que pour les ligaments 

longitudinaux antérieurs et postérieurs. De plus, la longueur de la moelle osseuse par rapport 

à la longueur de la colonne vertébrale chez les patients atteints de SIA est plus courte que la 

population contrôle(99-101). Le mécanisme responsable de la disproportion de croissance 

antéro-postérieure pourrait être un défaut de l’ossification membranaire responsable de la 

croissance de la partie postérieure de la vertèbre. La faible croissance de la colonne 

postérieure entrainerait donc un ralentissement de la croissance des tissus mous 

environnants. Cependant, une autre possibilité serait que la croissance disproportionnelle 

antéro-postérieure soit le résultat d’un retard de croissance des tissus mous par rapport à la 

croissance de la colonne vertébrale, ce qui empêcherait sa croissance uniquement en arrière. 

Roth et al(97), ont émis l’hypothèse qu’un problème de croissance de la moelle épinière 

pourrait engendrer des défauts de croissance du rachis. Cette différence de croissance entre 

moelle épinière et colonne vertébrale est appelée « croissance neuro-osseuse asynchrone ». 

En effet, un des rôles de la colonne vertébrale étant de protéger la moelle épinière, la vertèbre 

postérieure s’adapte à la taille en longueur de la moelle épinière qui serait plus courte chez les 
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individus atteints de SIA. Somerville(4) a, quant à lui, postulé que le mécanisme responsable 

pourrait être un défaut de croissance au niveau des ligaments postérieurs par rapport à la 

colonne vertébrale, ralentissant sa croissance en arrière. 

D’autre part, une asymétrie de la longueur des côtes pourrait avoir un impact sur le 

développement de la SIA. Cette théorie avance qu’un défaut au niveau du système nerveux 

sympathique induit une asymétrie dans la vascularisation, soit une augmentation du côté 

gauche entrainant une vitesse de croissance des côtes plus rapide de ce même côté. Ceci a été 

confirmé cliniquement lorsqu’une jeune fille a vu sa scoliose, notamment sa cyphose 

thoracique, diminuer à la suite d’un rétrécissement chirurgical de trois de ses côtes du côté 

concave de la déformation(102). Ces données sont controversées, car aucune asymétrie de 

vascularisation n’a pu être prouvée dans d’autres cohortes. Des études ont confirmé que les 

patients atteints de SIA avaient les côtes 3% plus longues du côté gauche par rapport au côté 

droit(85). Enfin, l’emplacement et la gravité du cœur et de l’aorte, ainsi que le fait d’être 

droitier ou gaucher pourraient jouer un rôle dans le type de courbure(103). En effet, les 

droitiers auraient tendance à développer une flexion et une rotation vers la droite, alors que 

la tendance pour les gauchers, ou ambidextres, est beaucoup plus aléatoire. L’emplacement 

du cœur dans la cage thoracique : lévocardie du côté gauche (normal) versus dextrocardie du 

côté droit (anormal) a été associé à une convexité vers la gauche ou vers la droite, 

respectivement(104). 

Comme pour les facteurs hormonaux, les nombreuses théories sur le rôle des facteurs 

biomécaniques et musculosquelettiques dans l’étiopathogenèse de la SIA sont basées sur des 

observations cliniques et morphologiques. Cependant, les mécanismes pathogéniques restent 

inexpliqués et aucun de ces facteurs ne semble être prédominant et suffisant pour expliquer 

la maladie. 
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I.2.1.3. Les facteurs neurologiques et vestibulaires 

Anomalie du cerveau 

Différents types d’anomalies du cerveau ont pu être observés chez les patients atteints de SIA, 

au niveau du corps calleux, de l’épaisseur corticale du cerveau, des asymétries de la moelle ou 

du pont ventral du tronc cérébral. Malgré ces observations, il n’existe pas encore de preuves 

évidentes que ces déformations sont une cause primaire dans la physiopathogenèse de la SIA, 

ni qu’elles affectent les fonctions neurologiques des patients(52). Des ectopies amygdaliennes 

cérébelleuses(105, 106) et des élargissements du cervelet(107) ont été associés à une plus 

forte prévalence de courbure sévère chez les individus atteints de SIA. Une étude de Chau et 

al(108) a mis en lumière le mécanisme fonctionnel reliant des malformations du cervelet avec 

la physiopathogenèse de la SIA. Ils ont en effet montré que 58% des jeunes filles atteintes de 

SIA et d’anomalies de potentiels évoqués somatosensoriels (facteur neurologique mesurable, 

jouant un rôle dans l’équilibre postural) étaient aussi atteintes de malformations du 

cervelet(108). De plus, une étude de Liu et al, a permis de mettre en évidence un 

épaississement du corps calleux chez les patients atteints de SI(109), ou encore des anomalies 

dans le splénium du corps calleux(110), alors que des analyses sur une autre cohorte ne 

montraient aucune différence notable(111). Au niveau fonctionnel, des analyses IRM ont 

révélé une réponse de l’aire motrice supplémentaire anormale chez les patients atteints de 

SIA, accompagnée d’un indice d’asymétrie plus important dans cette aire motrice qui est 

responsable de la préparation et de l’exécution des mouvements. De plus, l’aire motrice 

supplémentaire participe au contrôle de la posture(112). Joly et al(113) ont plus 

particulièrement étudié la microstructure de la substance blanche du corps calleux chez des 

patientes atteintes de SI par la technique d’imagerie en tenseur de diffusion permettant de 

déterminer l’orientation des fibres de la matière blanche. Les résultats ont mis en évidence 

une diminution de l’anisotropie fractionnelle (décrit la direction de la diffusion des molécules 

d’eau à travers un tissu donné) au niveau du tronc du corps calleux des patientes atteintes de 

SI qui relie les cortex moteur et prémoteur des deux hémisphères suggérant l’implication de la 

synchronisation du myélinisation et de l’élagage axonale. 
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Système vestibulaire 

Le système vestibulaire, localisé dans l’oreille interne, est responsable du contrôle de 

l’équilibre postural avec le système proprioceptif et visuel. Des anomalies de ce système 

induisent des asymétries corporelles et sensitives, notamment des asymétries dans le tonus 

musculaire des muscles paraspinaux, pouvant participer au développement de la SIA. En effet, 

des déformations morphologiques du système vestibulaire, des asymétries du canal semi-

circulaire latéral et des défauts de connexion entre les canaux lymphatiques latéral et 

postérieur, ont été reportés chez 50 à 85% des individus atteints de SIA(114, 115). Le système 

vestibulaire est localisé au niveau de l’oreille interne, aussi appelé labyrinthe, et est composé 

de 3 canaux semi-circulaires (latéral, médian et postérieur) qui s’abouchent au niveau des 

otolithes. Les deux otolithes sont l’utricule et le saccule. Les canaux semi-circulaires 

s’abouchent au niveau de l’utricule, lui-même relié au saccule via le canal endolymphatique. 

Les canaux semi-circulaires permettent de détecter les mouvements de rotation de la tête 

alors que les otolithes détectent les mouvements linéaires. Les mouvements corporels 

induisent des flux liquidiens au niveau des structures vestibulaires qui sont détectés par les 

cellules ciliées, tapissant ces structures, qui envoient ensuite les informations au niveau du 

noyau vestibulaire central et de ses sous-unités. Les informations sont ensuite transmises par 

la voie efférente vestibulo-spinale qui est responsable du contrôle de la posture et de 

l’équilibre chez l’Homme. Elle est composée de trois faisceaux, dont le faisceau vestibulo-

spinal médian excitateur des motoneurones axiaux des muscles paravertébraux. Ce serait par 

l’intermédiaire de cette voie que se ferait le lien entre le système vestibulaire et le 

développement normal ou scoliotique de la colonne vertébrale. Ce lien entre le système 

vestibulaire et la SIA a souvent été évoqué depuis de nombreuses années et notamment 

depuis 1979 grâce aux études de Sahlstrand et al(116, 117). Par ces deux études, les auteurs 

ont montré d’une part que les patients scoliotiques présentaient un déséquilibre postural plus 

important suite à la stimulation calorique du labyrinthe du côté convexe de leur courbure par 

rapport à la stimulation du côté concave de la courbure. D’autre part, ils ont mis en évidence 

la présence de nystagmus spontané ou positionnel (réflexe vestibulo-oculaire qui témoigne 
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d’une asymétrie vestibulaire) chez environ 50% de leurs patients atteints de SIA. Une étude 

plus récente a montré qu’un déficit du système vestibulaire pourrait induire un défaut dans la 

perception de la verticalité, contribuant à la formation de la SIA(118). Les patients atteints de 

SIA présentent une asymétrie des canaux semi-circulaires qui pourrait résulter en une activité 

efférente anormale des muscles posturaux(119). D’un point de vue fonctionnel, l’analyse du 

contrôle de l’équilibre et de la dynamique électrocortical en réponse à un changement soudain 

de la proprioception de la cheville a démontré que les patients atteints de SIA présentaient 

une activité du cortex sensorimoteur modifiée afin de maintenir leur équilibre par rapport à 

des individus contrôles(120). De plus, des valeurs de pic de fréquence alpha plus élevées ont 

été observées chez des individus atteints de SIA en position debout classique, ce qui peut 

traduire un mécanisme de compensation de la dysfonction sensorimoteur chez ces 

patients(121). Enfin, des prédispositions génétiques à des anomalies des canaux semi-

circulaires pourraient être fortement reliées au développement de la SI(122, 123). L’équilibre 

postural est aussi assuré par la vision, et les patients atteints de SIA pourraient avoir des 

défauts de vision(124) reliés à des mouvements oculaires anormaux.  

I.2.1.4. Les facteurs génétiques et épigénétiques 

Depuis l’avènement des technologies de séquençage haut débit et l’avancée des 

connaissances de la communauté scientifique sur le génome en général, les facteurs 

génétiques sont les plus étudiés dans le cadre de la SIA. Cependant, Burwell et al(125) ont 

récemment proposé que des facteurs épigénétiques modulés par des facteurs 

environnementaux (exposome) tels que la nutrition, l’exposition à certains virus, drogues, 

toxines, l’activité physique, entraient en jeu dans la physiopathogenèse de la SIA. Ces facteurs 

génétiques et épigénétiques sont d’autant plus importants qu’ils nous informent sur les 

mécanismes et voies de signalisation en cause dans la mise en place et le développement de 

la SIA, mais aussi car ils sont de potentiels biomarqueurs pour la prévention et des cibles 

thérapeutiques pour la prise en charge de la maladie. 
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Les facteurs génétiques 

La génétique a été démontrée pour la première fois comme prenant part dans l’étiologie de la 

SIA au cours des années 1920. En effet, des études sur des jumeaux ont montré une plus forte 

concordance chez les jumeaux monozygotes que les jumeaux dizygotes(126) et de nombreuses 

familles porteuses de SIA ont été décrites par la suite (127)(128)(129). Depuis, de très 

nombreux travaux ont confirmé l’implication de la génétique, en effet, environ 40% des 

individus atteints de SIA ont une histoire familiale(130, 131) et plusieurs modes de 

transmission ont été décrits : récessif, dominant et lié au chromosome X. Dans chacun des cas, 

la pénétrance peut être complète ou incomplète. Ainsi, la SIA serait une maladie complexe 

polygénique avec l’implication d’un ou plusieurs gènes interagissant entre eux et avec 

l’environnement(132, 133). Un gène majeur responsable de la mise en place de la déformation 

de la colonne vertébrale serait accompagné de plusieurs gènes associés à l’évolution de cette 

courbure et à ses caractères(134). Historiquement, les premières analyses génétiques dans le 

cadre de la SIA étaient des analyses de liaison, pour lesquelles le nombre de méioses est plus 

pertinent que le nombre de familles incluses dans l’analyse, ce qui rend le recrutement de 

patients beaucoup plus facile et nécessite beaucoup moins de patients que pour les études 

d’associations. Ce choix semblait des plus logique du fait de la nature familiale de cette 

maladie, mais est beaucoup plus efficace dans le cas de maladies rares. Des approches 

paramétriques et non paramétriques ont été utilisées et ont permis d’identifier de nombreux 

loci. Parmi eux nous pouvons citer les loci 9q31.2-q34.2 et 17q25.3-qtel(135), 18q12.1-

q12.2(136), 3q12.1 et 5q13.3(137), 19p13.3(138), 12p(139), 17p11(140), Xq22.3-q27.2(141), 

et enfin 8q12(142). Les études d’associations sont apparues plus tard, mais cette technique est 

beaucoup plus couteuse, génère une très grande quantité de données et permet d’identifier 

des gènes associés à la scoliose plutôt que des gènes impliqués dans la mise en place de la 

maladie. Une étude sur les gènes identifiés chez les patients atteints de SIA a permis d’établir 

une liste des 16 variants les plus convaincants en se basant sur la qualité et la fiabilité des 

résultats de GWAS (Genome-wide association study) (taille, stratification, différence éthique 

et facteurs environnementaux de la population étudiée) depuis 2019(23). Un très grand 
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nombre de gènes a été jusqu’à aujourd’hui associé à la SIA, ces gènes sont énumérés dans le 

tableau I.1. 

 

Tableau I.1. Liste des gènes identifiés par analyse de GWAS ou par analyse de liaison chez 
des individus atteints de SIA. 

La SIA présente une très forte hétérogénéité génétique ce qui rend les mécanismes biologiques 

en jeu difficilement identifiables, mais la découverte de différents gènes ciliaires dans de 

grandes familles semble pointer l’implication de cette organelle, que nous discutons dans le 

chapitre suivant (I.2.2. La Scoliose Idiopathique de l’Adolescent et les gènes ciliaires). 
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Les facteurs épigénétiques 

L’implication des facteurs génétiques est de plus en plus étudiée, mais les mécanismes 

biomoléculaires sont encore loin d’être compris. Les mécanismes épigénétiques jouent un rôle 

important dans la régulation de la transcription de gènes codant pour des protéines impliquées 

dans de nombreuses voies de signalisation comme l’homéostasie osseuse, la prolifération et 

la différenciation des ostéoblastes, des ostéoclastes et des cellules souches 

mésenchymateuses issues de la moelle épinière(23). Les facteurs épigénétiques rassemblent 

la méthylation de l’ADN, la modification des histones, les longs ARNs non codant (LncRNA) et 

les micro-ARNs. 

Plusieurs cas d’hyper ou hypométhylation de différents gènes ont été identifiés comme étant 

reliés à la sévérité et/ou à la progression de la SIA. En effet, une hyperméthylation du 

promoteur du gène COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) a été associée à la sévérité de 

la courbure chez les patients atteints de SIA(143), tout comme la méthylation du promoteur 

du gène PITX1 (Pituitary homeobox 1)(144), ainsi que du gène PCDH10 (Protocadherin 10 

protein)(145). C’est au contraire une hypométhylation du gène HAS2 (hyaluronan synthase 2) 

qui a été associée avec la progression de la SIA par Meng et al(146). Une étude de plus grande 

envergure de séquençage du génome au bisulfite (identification des régions de méthylation 

différentielles (DMRs)) au sein d’une cohorte de jumelles monozygotes atteintes de SIA a 

permis d’identifier trois voies de signalisation majeures, les voies de la MAPK, de la PI3K-Akt 

et de la Rap1(147). De plus, cette étude a permis d’identifier que l’hypométhylation du gène 

PAX1 (paired box 1) était aussi associée au risque de développer la SIA(147) alors que des SNPs 

dans ce même gène ont déjà été associés à cette maladie. 

La modification des histones est largement connue comme jouant un rôle non négligeable dans 

la régulation de l’expression génique. Makki et al, ont démontré la présence de pic du 

marqueur de chromatine active (l’acétylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27ac)) proche 

des sites d’initiation de transcription de nombreux gènes associés à la SIA pour les patients 

atteints de SIA(148). Le taux d’histone H4, qui est un composant central du nucléosome été 
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rapportée comme diminuée dans les disques intervertébraux issus de patients 

scoliotiques(149). L’étude de la modification des histones chez les patients atteints de SIA reste 

cependant très récente et le nombre d’études disponibles est très limité.  

Les micro-ARNs, courts ARNs non codants, sont maintenant largement connus comme étant 

impliqués dans la régulation de la différenciation ostéogénique, dans la formation des 

ostéoclastes(150) et ils ont été reliés à des défauts de l’os(151). Dans le cadre de la SIA, les 

micro-ARNs ont été analysés dans différents types cellulaires (ostéoblastes, cellules des 

disques intervertébraux, cellules souches mésenchymateuses) et du sang circulant. Il a été 

démontré que le micro-ARN miR-145 était surexprimé dans les ostéoblastes primaires issus de 

patients atteints de SIA(152). Les auteurs ont aussi suggéré que le miR-145 puisse 

potentiellement être utilisé comme biomarqueur spécifique de la progression de la SIA. 

D’autres analyses ont permis de mettre en évidence l’implication de l’expression du microARN 

miR-221 au niveau des disques intervertébraux, notamment au niveau de l’anneau 

fibreux(153, 154). Une expression anormale du miR-21 a été associée à une modification de la 

prolifération des cellules du noyau pulpeux du disque intervertébral chez des patients atteints 

de SI(155). Dans le cas des cellules souches mésenchymateuses de la moelle épinière, c’est 

l’expression anormale de 7 micro-ARNs qui a été identifiée chez des patients atteints de SIA, 

tous impliqués dans la régulation de la voie PI3K/Akt, qui a un rôle dans la formation et la 

maturation de l’os(156). D’autres analyses de l’expression des micro-ARNs dans le sang 

circulant de patients atteints de SIA a permis d’identifier des défauts dans la régulation de 

micro-ARNs reliés à la voie de signalisation Wnt/β-caténine(157), PI3K-Akt, mTOR, EGFR, WNT, 

proteoglycans (chondroïtine sulfate), RAP1(23). Ces défauts correspondent aux anomalies de 

la synthèse des protéines dans les plaques de croissance du corps vertébral(158). 

Les longs ARNs non codants jouent un rôle dans la régulation de l’expression génique, et ces 

transcrits, d’une longueur supérieure à 200 nucléotides, sembleraient prendre part dans la 

physiopathogenèse de la SIA. À ce jour, il existe très peu d’études mais en 2015, Liu et al(159) 

reportait pour la première fois une expression différentielle de longs ARNs non codants dans 

des échantillons sanguins de patients atteints de SIA en comparaison à une population 
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contrôle. Ces longs ARNs non codants participent à la régulation de voies biologiques telles 

que la formation du squelette, la minéralisation osseuse, et les jonctions neuromusculaires. 

Plus récemment, une étude a démontré une dérégulation du long ARN non codant 

ENST00000453347 dans les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle épinière 

de patients atteints de SIA par rapport aux cellules souches d’une population contrôle(160). 

Ce long ARN non codant est d’autant plus intéressant du fait qu’il contribue à la transcription 

du gène RUNX2 (différenciation ostéogénique) via ses interactions dans les cellules contrôles 

et que ces interactions sont perdues dans les cellules des patients atteints de SIA(160). 

I.2.2. La Scoliose idiopathique de l’adolescent et les gènes ciliaires 

Depuis l’avènement des techniques de séquençage à haut débit, de nombreux gènes ont été 

identifiés comme étant associés à la SIA(161), mais pour la plupart, avec un faible impact(162). 

Les gènes qui ont été associés à la SIA peuvent se classer en différentes catégories : les gènes 

du tissu conjonctif, les gènes de formation et du métabolisme de l’os, les gènes codant pour 

différentes hormones, les gènes de puberté et de croissance. Malgré l’identification d’un 

grand nombre de loci associés à la SI, très peu de gènes ont été identifiés dans les mécanismes 

déclencheurs de la SIA et le lien entre génotype et phénotype n’a pas encore été clairement 

établi. En 2015, un des premiers gènes causatifs, POC5 a été identifié au sein de notre 

laboratoire(163) ouvrant la piste de l’implication du cil primaire dans le développement de la 

SIA. De plus, la majorité des gènes qui ont été confirmés comme étant impliqués dans le 

développement de la SIA sont des gènes prenant part à la formation, la structure ou encore la 

fonction du cil(164). Ce sont notamment les gènes TBX6, FGF3, LBX1. Les gènes Kif6 et Ptk7 

sont quant à eux des gènes ciliaires qui ont été associés à la scoliose chez le poisson zèbre. 

I.2.2.1. Le gène Kif6 (Kinesin family member 6) 

Le gène Kif6 est connu comme étant impliqué dans le développement de la colonne vertébrale 

chez le poisson zèbre(165). En effet, l’étude du poisson zèbre skolios (modèle animal de SI) a 

pu mettre en évidence qu’une mutation dans ce gène induit une déformation de l’axe du corps 
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de manière récessive. Cette protéine appartient à la famille des kinésines et son rôle est encore 

mal compris, mais elle est impliquée dans la régulation de la ciliogenèse via sa régulation par 

la protéine FoxJ1 (Forkhead box J1, nécessaire au cil motile)(166). De plus, la protéine Kif6 est 

impliquée dans le transport des corps basaux à la surface de la cellule épendymaire nécessaire 

à la ciliogenèse. Ainsi, un défaut à son niveau interfèrerait dans la ciliogenèse notamment au 

niveau des cellules épendymaires induisant une altération du flux cérébrospinal et donc une 

asymétrie gauche-droite à l’origine de la déformation de la colonne vertébrale. Un défaut dans 

le gène Kif6 engendre un phénotype scoliotique chez le poisson zèbre, skolios, très similaire 

aux déviations observées chez les patients atteints de SI. Cependant, aucun individu atteint de 

cette pathologie n’a, à ce jour, été identifié comme porteur de mutation dans ce gène. 

I.2.2.2. Le gène Ptk7 (protéine tyrosine kinase-7) 

Le gène Ptk7 a été identifié comme étant associé à la SI chez le poisson zèbre et à ce jour chez 

un unique individu atteint de SI(167). Ce gène code pour le récepteur tyrosine kinase 7 qui est 

impliqué dans la voie de signalisation canonicale Wnt/β-caténine et dans la voie non 

canonicale Wnt/PCP par son interaction avec les ligands Frizzled 7 et LRP6(168-170). La polarité 

cellulaire planaire (PCP) est nécessaire à la polarisation des cellules et à leur mobilité 

notamment au cours du développement embryonnaire et de l’axe du corps. Plus récemment, 

la même équipe a pu mettre en évidence que les poissons zèbres déficients en Ptk7 

présentaient un défaut au niveau de la ciliogenèse ainsi que du flux cérébrospinal. Ce défaut 

serait responsable de l’asymétrique corporelle gauche-droite dont la déformation de la 

colonne vertébrale(171). Ces résultats sont cohérents, car la voie Wnt/PCP est connue comme 

étant impliquée dans la ciliogenèse(172). De plus, la restauration de la fonction ciliaire chez 

ces poissons zèbres arrête la progression de la courbure. Ces données suggèrent que la 

protéine de polarité Ptk7 altérée n’a pas d’effet sur la division cellulaire, mais qu’elle induirait, 

via la voie Wnt/PCP, un défaut au niveau de la ciliogenèse qui impacterait la motilité des cils. 

Ce défaut de motilité au niveau des cellules épendymaires induit un flux du liquide 

cérébrospinal anormal responsable d’une asymétrie droite-gauche au niveau de l’embryon 

incluant la déformation du rachis. 
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I.2.2.3. Le gène TBX6 (T-box transcription factor 6) 

Le gène TBX6 a récemment été identifié dans une famille chinoise atteinte de SIA(173). Il code 

pour un facteur de transcription T-box important dans la spécification du mésoderme, la 

formation des somites ainsi que l’asymétrie gauche-droite(174). En effet, il a été démontré 

que TBX6 avait un rôle dans la régulation de la voie de signalisation NOTCH via une activité 

synergique avec la voie de signalisation Wnt(175). Ce défaut d’asymétrie gauche-droite chez 

les souris mutantes Tbx6 serait dû à un défaut dans la structure et dans la motilité du cil 

nodal(176). Des travaux plus récents ont montré que Tbx6 muté impacte l’asymétrie gauche-

droite en affectant la fonction des cils des cellules du nœud primitif, en éliminant la 

signalisation Ca2+ asymétrique (stimulé par le flux nodal) ainsi qu’en impactant l’expression de 

Nodal (protéine d’induction mésodermique)(177). 

I.2.2.4. Le gène FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) 

Le gène FGFR3 a lui aussi été rapporté comme étant relié à la scoliose(178). Ce gène appartient 

à la famille des récepteurs au facteur de croissance des fibroblastes. Il inhibe la prolifération 

cellulaire ainsi que l’hypertrophie des chondrocytes faisant de lui un acteur clé de la plaque de 

croissance cartilagineuse(179). La famille des FGFRs a été à plusieurs reprises impliquée dans 

la ciliogenèse. Récemment, Martin et al(180), a démontré l’implication du FGFR3 dans la taille 

des cils primaires ainsi que dans le transport de protéines ciliaires impactant la prolifération et 

la différenciation des chondrocytes au sein de la plaque de croissance expliquant alors la 

déformation de la colonne vertébrale. Les FGFRs déterminent la longueur (court ou long) du 

cil primaire en fonction de leur durée d’activation, via leur impact sur la vitesse du transport 

intraflagellaire (IFT)(181). Les auteurs ont aussi démontré que l’altération de l’élongation du 

cil primaire par FGFR3 impactait la voie Hh (Hedgehog) or, celle-ci contrôle la prolifération 

cellulaire et notamment Indian hedgehog (Ihh) qui régule la prolifération des chondrocytes 

ainsi que leur différenciation dans les plaques de croissance(182). FGFR3 serait donc un gène 

de polarité cellulaire jouant un rôle sur la division cellulaire via la régulation des mécanismes 

ciliaires et donc de la voie Hh. 
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I.2.2.5. Le gène LBX1 (ladybird homeobox 1) 

Le polymorphisme rs11190870 a été identifié comme étant associé à la SIA(183, 184). Ce SNP 

se situe à 7.5kb du gène LBX1 et serait responsable de sa surexpression induisant une 

susceptibilité à la SIA(185). Le gène LBX1 fait partie de la famille des facteurs de transcription 

à homéodomaine. Chez les vertébrés, cette famille de protéine se trouve au niveau de la 

moelle épinière, des cellules de la crête neurale, des précurseurs musculaires et au niveau des 

cellules satellites impliquées dans la régénération musculaire(186-189). Chez le poisson zèbre, 

la surexpression de Lbx1 engendre des défauts de mouvement d’extension et de convergence 

au cours de la gastrulation via l’altération de la voie de signalisation Wnt/PCP(185). Cette voie 

de signalisation est impliquée au cours du développement dans la polarité cellulaire, elle-

même impliquée dans la mobilité cellulaire notamment via la régulation des protéines 

RhoGTPases(190). De plus, Guo et al(185) a montré chez le poisson zèbre que l’expression 

accrue de Lbx1 pouvait engendrer une légère déformation de l’axe cranio-caudal responsable 

d’une croissance anormale du tronc devenant visible au moment du pic de croissance de la 

puberté, en accord avec la cinétique de la SIA. 

I.2.2.6. Le gène POC5 (Protein centriolar 5) 

En 2015, Patten et al, reportait trois SNPs dans le gène POC5 fonctionnellement liés à la SI(163). 

L’analyse de liaison sur quatre générations d’une famille d’origine française a permis d’isoler 

deux loci candidats : 5q13.3 et 3q12.3 (137), puis le séquençage de ces loci a permis d’identifier 

le variant c.G1336A (p.(A446T)) dans l’exon 10 du gène POC5. Aucun gène candidat n’a, à ce 

jour, été identifié sur la région 3q12.3. Ce variant a ensuite été identifié dans 3 familles 

supplémentaires ainsi que dans des cas de scolioses idiopathiques sporadiques. Le variant 

c.G1363C (p.(A455V)) a été identifié dans une famille de la même cohorte et le variant 

c.C1286T (p.(A429V)) a été retrouvé uniquement dans des cas sporadiques de SI. Afin de 

valider l’implication fonctionnelle de ces variants dans la SI, Patten et al, a montré qu’une 

invalidation du gène Poc5 chez le poisson zèbre entraine une déformation de l’axe du corps 

des larves. De plus, les injections distinctes des différents ARNs messagers de POC5 humain 
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mutés induisent une déformation de l’axe du corps contrairement à l’injection de l’ARNm de 

POC5 sauvage qui rétabli un phénotype normal(163). L’analyse de l’expression 

spatiotemporelle de Poc5 a révélé chez le poisson zèbre une expression ubiquitaire au cours 

de la somitogenèse suggérant un rôle dans le développement antéro-postérieur précoce. Plus 

récemment, un quatrième variant, rs6892146, a été identifié au sein d’une cohorte d’origine 

chinoise, avec une expression de l’ARNm augmentée de 1.5 fois par rapport aux 

contrôles(191). Chez l’Homme, le gène POC5 code pour une protéine centriolaire qui est 

exprimée ubiquitairement. POC5 est retrouvée au niveau des centrioles où elle forme un 

complexe avec les protéines POC1B, FAM161A et la centrine 2 afin d’assurer la cohésion des 

microtubules(192) et l’assemblage de la partie distale des centrosomes(193). POC5 est aussi 

impliquée dans des mécanismes cellulaires reliés à la polarité telles que la division et la 

mobilité cellulaire(194-196). 

Des études menées au sein de notre laboratoire ont pu mettre en évidence qu’une altération 

du gène POC5 entraine une rétraction du cil primaire ainsi qu’un défaut dans le cycle cellulaire, 

en effet, les cellules porteuses de la mutation p.(A429V) demeureraient « bloquées » en phase 

S(196). De plus, Hassan et al, a montré que la protéine mutante perd une grande partie de ses 

partenaires protéiques en comparaison à la protéine POC5 sauvage(196). Ces résultats ont 

permis de proposer un modèle où, dans des conditions normales, la protéine POC5 interagit 

avec ses partenaires afin d’assurer l’élongation du cil primaire ainsi que la progression au 

travers du cycle cellulaire. Lorsque la protéine est mutée, elle ne peut alors plus interagir avec 

ses partenaires et se localise dans le noyau cellulaire, la taille du cil ainsi que la progression 

dans le cycle cellulaire sont alors altérées. 

Le gène POC5 a récemment été identifié comme responsable de rétinite pigmentaire, une 

maladie caractérisée par une dégénération des photorécepteurs de la rétine(197). En effet, les 

auteurs ont montré que la protéine POC5 était présente au niveau du cil primaire des cellules 

photoréceptrices et que l’invalidation du gène POC5 induit une altération du développement 

et de la fonction des photorécepteurs. Les auteurs ont invalidé le gène POC5 par injection d’un 

morpholino chez le poisson zèbre et ont montré une diminution de la taille du segment externe 
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des photorécepteurs. De plus, ils ont identifié, chez les poissons zèbres mutants, une 

diminution de la réponse motrice suite à un stimulus lumineux, témoignant de l’altération de 

la fonction rétinienne. Bien que le développement de la rétine soit en partie dû à des divisions 

asymétriques de cellules précurseurs(198), le mécanisme par lequel la protéine POC5 mutante 

engendre un défaut de la rétine ne semble pas être relié à un défaut de division cellulaire, mais 

plutôt à un défaut fonctionnel des cils primaires.   

I.3. Le cil 

Le cil est une organelle de structure cylindrique présente à la surface de la plupart des cellules 

où il s’apparente à une antenne qui se projette dans l’espace extracellulaire. Les cils ont de 

nombreux rôles sensori-moteurs, tant au niveau physiologique qu’au niveau du 

développement d’un organisme. Lorsqu’ils sont défectueux, les cils sont à l’origine de maladies 

syndromiques rares appelées ciliopathies(199, 200), caractérisées par des défauts au niveau 

de nombreux organes comme les reins, le cerveau, les yeux, les voies respiratoires, l’oreille 

interne, ainsi que des défauts au niveau du squelette (incluant de la scoliose). 

Chez les mammifères, on distingue deux grands types de cils en fonction de leur motilité : le 

cil motile et le cil primaire, non-motile. Ils sont tous deux composés de trois parties : le corps 

basal ancré à la membrane plasmique (qui provient du centriole mère), l’axonème (qui 

possède une membrane ciliaire spécialisée) ainsi que la zone de transition (qui relie l’axonème 

au corps basal). L’axonème résulte de l’assemblement cylindrique de 9 doublets de 

microtubules périphériques, reliés ou non par des ponts de dynéine contractiles et une paire 

de microtubules centrale, ou non.  

I.3.1. Le cil primaire 

Le cil primaire, non-motile, répond à la conformation 9+0 et ne présente pas de ponts 

contractiles de dynéine. Cette organelle se trouve en copie unique à la surface de la quasi-

totalité des types cellulaires, excepté les cellules sanguines. Il est une structure dynamique et 
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transitoire qui se rétracte lorsque la cellule entre en phase G1 et se forme à nouveau à la 

surface des cellules résultantes, en phase G0(201). 

I.3.1.1. Composition du cil primaire 

Le cil primaire est divisé en trois parties distinctes qui sont le corps basal, l’axonème et la zone 

de transition. 

− L’axonème, composé de 9 doublets de microtubules (MT) et réduit à 9 singulets de 

microtubules à son extrémité distale, est le squelette du cil primaire. Les doublets de 

microtubules sont formés par un cercle plein de tubuline alpha (13 protofilaments) et 

d’un cercle incomplet de tubuline bêta (10 protofilaments)(202, 203) (figure I.6). Les 

microtubules sont reliés entre eux par des bras de nexine et sont dépourvus de 

dynéine(204). La partie distale de l’axonème est une zone particulière, en effet c’est le 

site d’élongation et de dissociation du cil. C’est aussi la zone de transition entre le 

transport intraflagellaire (IF) antérograde et rétrograde. De nombreux récepteurs 

ciliaires se trouvent au niveau de cette extrémité distale de l’axonème. 

− Le corps basal est la base du cil primaire, à partir duquel celui-ci est érigé. Il dérive de 

la maturation du centriole mère qui, relié perpendiculairement au centriole fille, forme 

le centrosome. Les centrioles sont composés de 9 triplets de microtubules et le 

centrosome est entouré de la matrice péricentriolaire. Les pieds basaux dérivent des 

appendices subdistaux du centriole mère et relient la partie proximale du corps basal 

au microtubule cytoplasmique, donc au cytosquelette de la cellule(205). Les fibres de 

transition dérivent des appendices distaux du centriole mère et relient la zone distale 

du corps basal à la membrane ciliaire. Elles marquent la transition entre la membrane 

plasmique et la membrane ciliaire, qui se différencie par sa composition protéique et 

lipidique (Figure I.6). 

− La zone de transition débute après les fibres de transition. C’est au niveau de cette 

zone que les doublets de microtubules sont reliés à la membrane ciliaire par des 

projections en Y, formant le collier ciliaire ou « necklace ». La zone de transition forme 
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ainsi une zone d’association forte entre les microtubules et la membrane ciliaire. Du 

fait que le cil n’est pas complètement externalisé, cela résulte en la formation d’une 

poche ciliaire recouverte par l’invagination de la membrane plasmique(206) (Figure 

I.6). C’est au niveau de cette poche que se fait le trafic de vésicules de la membrane 

ciliaire vers le cytoplasme, et inversement(207). Enfin, un réseau d’actine est connecté 

à cette poche ciliaire assurant l’orientation appropriée du cil.  

 

Figure I.6. Structure générale du cil primaire. 

Le cil primaire est une organelle formée du corps basal, d’une zone de transition et d’un 

axonème composé de 9 doublets de microtubules délimités par la membrane ciliaire ultra 

spécifique. Adapté de Yang et al, 2021(208). 

I.3.1.2. Le transport intraflagellaire 

Le transport intraflagellaire (IF) est un phénomène qui est conservé au travers de 

l’évolution(209). Il est essentiel à la ciliogenèse ainsi qu’à la fonction du cil primaire. En effet, 
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l’aspect dynamique du cil primaire nécessite un mécanisme efficace et finement articulé 

permettant l’assemblage et le désassemblage du cil au cours de sa formation (à l’entrée de la 

cellule en quiescence), de sa résorption (avant l’entrée de la cellule en mitose) et le maintien 

de sa taille une fois formé. De plus, les protéines ciliaires sont produites dans le cytoplasme de 

la cellule puis elles sont transportées à la base du cil primaire où elles seront acheminées le 

long des doublets de MT l’axonème jusqu’à l’extrémité distale via un transport antérograde, 

grâce aux protéines motrices Kinésine 2 associées au complexe IFT-B. Un transport rétrograde 

assure le retour des protéines de l’extrémité distale vers la base du cil, grâce aux protéines 

motrices Dynéine 2 associées au complexe IFT-A. Le transport IF est responsable du maintien 

de la longueur du cil qui joue un rôle crucial dans sa fonction (Figure I.6). 

I.3.1.3. Formation du cil primaire : la ciliogenèse 

La première étape de la ciliogenèse est la maturation du centriole mère en corps basal, suivi 

de sa migration à proximité de la membrane plasmique, lorsque la cellule entre en phase de 

quiescence, G0. Le corps basal s’ancre alors à la membrane plasmique et la dernière étape est 

la croissance du cil et notamment de l’axonème qui est entouré de la membrane ciliaire 

spécialisée, possédant des récepteurs de différentes voies de signalisation(210).  

La maturation du centriole mère en corps basal nécessite la formation des pieds basaux et des 

fibres de transition à partir des appendices subdistaux et des appendices distaux, 

respectivement. Cette étape permet ensuite l’assemblage du corps basal à une vésicule ciliaire 

et l’ancrage à la membrane plasmique grâce aux fibres de transitions(211). De plus, les pieds 

basaux permettent de lier le corps basal aux MT cytoplasmiques et donc au cytosquelette, 

permettant ainsi le trafic protéique du cytoplasme au cil primaire(212). Une fois que le corps 

basal est associé à la vésicule ciliaire, la croissance du cil commence en intracellulaire, 

approximativement au moment où la zone de transition se forme. La croissance des MT de 

l’axonème entraine la formation d’une invagination de la vésicule ciliaire créant ainsi une 

double membrane. La face interne formera la membrane ciliaire une fois que la vésicule aura 

fusionné avec la membrane plasmique. 
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La synthèse protéique n’ayant pas lieu au sein du cil primaire, les protéines doivent être 

amenées sur place et transportées le long du cil primaire grâce au transport intraflagellaire. 

Ainsi, la croissance du cil primaire se fait grâce à la polymérisation de la partie distale de 

l’axonème par ajout de sous unités α- et β-tubuline disponibles.  

I.3.1.4. Fonction du cil primaire 

Le cil primaire a longtemps été considéré comme un vestige dépourvu de rôle au sein des 

cellules, mais plusieurs études ont finalement prouvé son implication dans divers mécanismes 

cellulaires, autant au cours du développement embryonnaire que dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire. En effet, celui-ci est désormais largement décrit comme étant une 

antenne cellulaire qui a pour fonction de reconnaitre les signaux environnants, de les capter 

via les nombreux récepteurs et canaux transmembranaires présents sur la membrane ciliaire 

afin de les transduire au niveau cellulaire et activer différentes cascades de signalisation. Ceci 

permet donc à la cellule de répondre adéquatement aux signaux de son microenvironnement. 

Ainsi, le cil primaire entre en jeu dans la polarité planaire, la migration cellulaire, la 

différenciation cellulaire ou encore dans le maintien du pool de cellules non différenciées et le 

développement embryonnaire. Celui-ci a un rôle donné selon le type cellulaire afin de 

répondre spécifiquement au besoin du tissu concerné. Au sein d’un organisme, des cils 

primaires plus ou moins spécialisés sont retrouvés au niveau des organes senseurs notamment 

au sein de la rétine où les photorécepteurs sont des cils primaires modifiés. Ces cils spécialisés 

sont capables de capter et de répondre à la lumière(213), la température(214), 

l’osmolarité(215), ou encore la gravité(216). Le cil primaire est principalement sensible aux 

stimuli chimiques, notamment via la détection de ligands spécifiques et aux stimuli 

mécaniques, comme les forces dues au flux environnant. En effet, le cil primaire à un rôle de 

mécanosenseur, il est capable de se courber sous l’action du flux environnant et convertit le 

signal sous forme de courant ionique. Le cil primaire possède sur sa membrane des 

polycystines formant des canaux perméables au Ca2+, qui une fois stimulés, vont activer les 

voies de signalisation du Ca2+(217). Ce système de mécanosenseur a notamment été mis en 
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évidence dans les ostéocytes(218). D’autre part, les cils primaires des cellules n’étant pas en 

contact direct avec le flux environnant ont un rôle de chémosenseur. En effet, le cil primaire 

est l’hôte de voies de signalisation des plus connues comme la voie Sonic Hedghehog 

(Shh)(201, 219), la voie Wnt/PCP (Planar Cell polarity)(220, 221) et la voie du PDGF (Platelet-

derived Growth Factor)(222). 

I.3.3. Le code tubuline 

Les MT sont formés par l’assemblage d’hétérodimères très conservés au cours de l’évolution 

d’alpha et bêta tubuline. Ils sont capables d’assurer plusieurs fonctions spécifiques au sein de 

la cellule grâce à leurs interactions avec différentes protéines associées aux MT (MAPs, 

microtubule associated proteins). Ces protéines agissent sur les MT en régulant leur 

association/dissociation, en jouant un rôle de moteur ou encore en liant les MT à d’autres 

structures cellulaires, notamment d’autres composants du cytosquelette. Les MAPs 

permettent la régulation des propriétés des MT. 

Les microtubules peuvent varier dans la combinaison de polymères d’alpha et bêta-tubuline 

et ceux-ci peuvent subir différentes modifications post-traductionnelles (MPT) qui constituent 

ce qu’on appelle le « code tubuline », en référence au « code histone ». En effet la tubuline 

peut subir des réactions de tyrosination/detyronisation, glutamylation, glycylation, mais aussi 

d’acétylation, méthylation, et phosphorylation (Figure I.7). D’autres modifications moins 

connues peuvent être observées comme la palmitylation, glycosylation, arginilation, 

SUMOylation(223-227). Les différentes combinaisons de MPT créent alors une identité 

spatiotemporelle ultra spécialisée afin d’assurer un large spectre de fonctions. 

Du fait que les MAPs entrent en jeu dans la modulation des propriétés des MT et que le 

transport IF permet la formation et le maintien du cil primaire, l’hypothèse principale est que 

les MPT sont importantes dans la régulation de la structure et de la fonction du cil 

primaire(208, 223, 225). 
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Figure I.7. Représentation schématique du « code tubuline ». 

Partie gauche : Représentation schématique de la coupe d’un doublet de microtubules 

composé de 13 protofilaments de tubuline alpha et 10 protofilaments de tubuline bêta. Partie 

droite : Représentation des modifications post-traductionnelle subies par les dimères de 

tubuline. Certaines MPTs sont plus spécifiques de la partie globulaire comme l’acétylation, la 

phosphorylation, l’ubiquitination, la méthylation et l’arginilation, alors que la glycylation, la 

glutamylation et la tyronisation sont plus spécifiques de la queue en C-terminal. Adapté de 

Yang et al, 2021(208). 

La glutamylation et la polyglutamylation sont caractéristiques des cellules différenciées(228) 

et font partie des MPT les plus étudiées. Elles consistent en l’ajout d’une chaine d’un à 20 

résidus de glutamate en C-terminal de la tubuline alpha ou bêta(229). La formation de cette 

chaine débute par une phase que l’on appelle « initiation », résultant de la liaison covalente 

du groupe amine du glutamate avec le groupe γ-carboxyle de la tubuline, et une phase 

d’« élongation »(230). 
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Cette réaction enzymatique est assurée par des enzymes appartenant à la famille des « tubulin 

tyrosin ligase-like », ou TTLL, formées d’un domaine TTL (tubulin tyrosine ligase) hautement 

conservé et d’un domaine cationique « microtubule-binding » (c-MTBD). Ces domaines 

permettent à l’enzyme de se lier en C-terminal des monomères de tubuline via le domaine TTL 

et aux MT via le domaine c-MTBD(231). Cette famille regroupe 13 membres chez l’Homme 

incluant 9 glutamylases : TTLL1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 11 et 13; des glycylases et des tyrosinases(232). 

Les différentes glutamylases possèdent des préférences pour la tubuline alpha ou bêta, et aussi 

pour la réaction d’initiation ou l’élongation. La glutamylation de la tubuline de l’axonème du 

cil primaire se fait dans un premier temps par le recrutement de l’enzyme spécifique suivi par 

l’activation de son activité enzymatique. Cette réaction a été démontrée comme étant induite 

par un stimulus du milieu environnant comme les changements de température, l’osmolarité 

ou encore la privation en nutriments(233). La glutamylation est une réaction réversible et le 

retrait des groupements glutamates est assuré par les membres de la famille des CCPs 

(cytosolic carboxypeptidases). 

Les études menées pour comprendre le rôle de la glutamylation ont montré que celle-ci joue 

un rôle crucial dans l’architecture du cil primaire, dans le transport IF ainsi que dans la 

signalisation du cil primaire. En effet, l’ajout de groupement glutamate via la réaction de 

glutamylation ajoute des charges négatives aux MT, ce qui permet le recrutement d’enzymes 

telles que la spastine ou son homologue, la katanine, toutes deux appartenant à la famille des 

AAA ATPase. Ces enzymes sont responsables de la fragmentation des MT, et leur efficacité est 

reliée à la longueur de la chaine de glutamate(234). Le recrutement de la spastine ou la 

katanine est dépendant du type de glutamylase ayant procédé à l’ajout de groupement 

glutamate, ce qui suggère un mécanisme de régulation très élaboré(234). Lacroix et al(234), 

ont montré que la katanine est préférentiellement recrutée au niveau des MT modifiés par 

l’enzyme TTLL6, alors que la spastine est préférentiellement recrutée par les MT modifiés par 

l’enzyme TTLL11 dans des cellules #U2OS. La glutamylation et la polyglutamylation des MT 

jouent un rôle significatif dans le transport IF du cil primaire. En effet, la processivité et la 

vélocité des protéines motrices le long des MT, notamment la kinesine-2, dépendent du taux 
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de glutamylation(235). Du fait que la glutamylation impacte le transport IF et que les voies de 

signalisations du cil primaire dépendent de ce transport, la glutamylation joue aussi un rôle au 

niveau de ces voies de signalisation(234). Hong et al(236) ont démontré que 

l’hypoglutamylation des MT diminue la translocation de GLi3 affectant la voie de signalisation 

Sonic hedgehog (Shh), ainsi que la liaison des protéines PKD1 et 2, affectant la voie de la 

polycystine. 

I.3.4. Cil primaire et tissu osseux/maladies osseuses 

Le cil primaire est l’hôte d’un grand spectre de voies de signalisation qui entrent en jeu au 

cours de l’embryogenèse ainsi que dans le maintien de l’homéostasie tissulaire. De ce fait, un 

défaut dans la formation, la structure ou la fonction du cil primaire engendre une famille de 

syndromes multi-systémiques complexes rares, regroupés sous le terme de ciliopathie. Le cil 

primaire étant largement ubiquitaire chez l’Homme, ces syndromes partagent des symptômes 

communs, notamment des dysfonctions des reins et du foie, des anomalies du cerveau, de la 

rétine et du squelette. Plusieurs études ont démontré l’implication du cil primaire dans les 

maladies osseuses. Le cil primaire a été observé pour la première fois dans les chondrocytes il 

y a environ 45 ans et depuis il a pu être décrit dans les cellules souches mésenchymateuses, 

les ostéoblastes ainsi que les ostéocytes(237).  

Parmi les différentes voies de signalisation que le cil primaire abrite, nombreuses sont 

essentielles au développement de l’os, comme la voie de signalisation Hedgehog (Indian Ihh 

et Sonic Shh), la voie Wnt canonique et non canonique, la voie du facteur de croissance FGF, 

ainsi que la voie NOTCH. Le cil primaire a été démontré comme régulant la différenciation 

ostéogénique des cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse(238), et 

des cellules souches dérivées du tissu adipeux(239), mais aussi des chondrocytes, des 

ostéoblastes et ostéocytes. De manière plus précise, plusieurs études ont pu mettre en 

évidence l’implication des protéines du transport IF (IFT80 notamment), des protéines 

motrices du transport IF (KIF3A) et d’autres protéines ciliaires dans la régulation de 

l’ostéogenèse et de la formation du tissu osseux(237, 240). 
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Le cil primaire est aussi impliqué dans le développement du squelette via son rôle de 

mécanosenseur et chémosenseur notamment au niveau des zones de prolifération des 

plaques de croissance(241, 242). En effet, l’application de charges mécaniques induit la 

rétraction du cil primaire afin de limiter la surcharge mécanique(243). 

I.4. Les modèles animaux de scoliose idiopathique 

Malgré les efforts de la communauté scientifique dans la recherche sur la SIA, les études 

génétiques et les diverses observations, données cliniques, biologiques, biomécaniques, 

métaboliques, n’expliquent pas la physiopathologie de la maladie. Les études sont 

principalement observationnelles, ou encore in vitro dans des modèles cellulaires. Un cercle 

vicieux existe entre l’absence de cause évidente de la SIA et l’absence de modèles animaux, ce 

qui est une limitation importante pour les études sur l’étiopathogénèse de la maladie. Il y a 

donc un besoin urgent de créer des modèles animaux de SIA.  

La scoliose est reconnue comme étant une maladie reliée à la condition bipède de l’Homme. 

La posture érigée de l’Homme ainsi que les charges biomécaniques s’appliquant sur la colonne 

vertébrale dans le sens crânio-caudal contribuent à sa déformation. Le modèle animal idéal 

devrait modéliser les causes génétiques, le phénotype associé à la maladie, les mécanismes 

sous-jacents ainsi qu’être un outil de développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Malheureusement, ce type de modèle n’existe pas, d’autant plus que ces paramètres sont 

encore très mal compris dans le cas de la SIA. La posture érigée de l’Homme est un obstacle 

majeur pour avoir un bon modèle animal, car la majorité des animaux utilisés en laboratoire 

sont quadrupèdes. Cette condition quadrupède induit une différence majeure avec l’humain, 

tant au niveau de la structure du squelette que des charges que subit leur colonne vertébrale. 

Ces différences rendent ces animaux largement moins sujets à développer des déformations 

de la colonne vertébrale similaire à la SI(244). C’est pourquoi de nombreux modèles animaux 

ont été développés, autour de 200 modèles différents ont été testés à ce jour(245) chez 

différents types d’animaux. Il existe des modèles mécaniques, des modèles neuroendocriniens 

et des modèles génétiques/épigénétiques. La SIA est une maladie complexe, et le 
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développement de cette maladie étant encore très mal compris, les modèles animaux obtenus 

ne reflètent qu’une partie de ses caractéristiques.  

I.4.1. Modèles mécaniques et neuroendocriniens 

I.4.1.1. Animaux quadrupèdes 

Malgré les limitations dues à la condition quadrupède mentionnées précédemment, ces 

animaux sont les plus utilisés pour modéliser la scoliose et obtenir des pistes de traitement. Ils 

sont obtenus par la création d’une asymétrie mécanique de la colonne vertébrale sans 

altération de l’intégrité du corps vertébral. Pour ce faire, différentes approches ont été 

utilisées depuis de nombreuses années, celles-ci sont principalement : l’excision ou la 

dénervation de muscles paraspinaux; la résection des côtes; la fixation des côtes ou des 

vertèbres ensemble(246). Bien qui ces techniques engendrent une asymétrie de forces au 

niveau de la colonne vertébrale, la nature exacte de ces forces est mal comprise(247). Un autre 

type de modèle résulte de l’ablation du ganglion de la racine dorsale(248), responsable de la 

transmission des informations de proprioception (Figure I.8). Cette technique est d’autant plus 

intéressante que des analyses post-mortem chez des individus atteints de SIA ont révélé des 

anomalies au niveau du ganglion de la racine dorsale(249).  

 

Figure I.8. Représentation de la transmission des 
informations de proprioception. 

Les informations issues de la proprioception sont acheminées 

du muscle à la moelle épinière via la racine nerveuse dorsale. 

Adaptée de Bobyn et al(247). 

 

 

La méthode la plus utilisée est sans conteste la fusion unilatérale des vertèbres entre elles au 

stade juvénile de la colonne vertébrale. Cette technique est pratiquée chez un large spectre 
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d’animaux tels que le rat, le lapin, le chien, le cochon ou encore le veau(247). Il est aussi 

possible d’attacher le pelvis à la scapula du côté ipsilatérale via une tige métallique. Cette 

technique est la plus répandue, car elle a été démontrée comme étant une technique fiable et 

reproductible pour la modélisation mécanique de la scoliose et l’étude de redressement de la 

courbure. 

1.4.1.2. Animaux bipèdes 

Le choix de modèles animaux bipèdes est beaucoup moins étendu que pour les animaux 

quadrupèdes et se limite principalement à la poule et aux primates non humains. La gravité 

engendre les mêmes forces sur la colonne vertébrale de ces animaux que les humains. 

Chez la poule, la technique la plus utilisée est la résection des côtes : la sévérité de la courbure 

est inversement proportionnelle à l’âge de l’animal au moment de la chirurgie, et est 

proportionnelle au nombre de côtes retirées(250). Cette technique fonctionne cependant 

beaucoup moins bien chez le primate non humain. En effet, Robin et al(251) n’ont observé de 

déformation de la colonne vertébrale chez aucun des 10 babouins ayant subi une résection de 

4-5 côtes, et ce jusqu’un an post-opératoire. Une autre étude de Thomas et al(252) a mis en 

évidence que la méthode la plus efficace pour induire une scoliose sévère chez le primate non 

humain est de procéder à l’ablation de l’extrémité dorsale des 6 côtes les plus basses du côté 

droit dans un premier temps, et 6 semaines plus tard, celles du côté gauche. 

Les modèles neuroendocriniens sont principalement des modèles bipèdes, en effet il s’est 

avéré que cette condition était un prérequis à la déformation de la colonne vertébrale. Ces 

modèles endocriniens sont plus informatifs quant à l’étiopathogenèse de la scoliose que les 

modèles mécaniques. À ce jour, la méthode la plus courante est l’induction d’un déficit en 

mélatonine, le plus souvent via l’ablation de la glande pinéale. Cette technique donne de très 

bons résultats chez la poule, mais n’a pas été reproductible chez le primate non humain(253) 

et ceci peut s’expliquer par le fait que la colonne vertébrale de la poule est très différente de 

celle des primates, notamment au niveau des disques intervertébraux(92). L’induction de 

scoliose a ensuite été réalisée chez des rongeurs suite à une pinéalectomie ou directement 
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dans les lignées déficientes en mélatonine. Ces rongeurs sont au préalable rendus bipèdes 

grâce à une opération chirurgicale consistant à amputer les pattes avant et la queue(82). La 

réussite de ce type d’expériences conforte le fait que la scoliose est une maladie de stature 

érigée. 

I.4.2. Modèles génétiques et manipulation du génome 

Contrairement aux modèles mécaniques de scoliose, les modèles génétiques visent à étudier 

l’étiopathogenèse de la maladie, soit l’identification des gènes, des mécanismes 

biomoléculaires ainsi que des voies de signalisation responsables ou prédisposant à la 

déformation de la colonne vertébrale. Ces modèles sont d’autant plus importants qu’ils 

peuvent fournir des outils de prédiction, ainsi que de nouvelles voies thérapeutiques ciblant 

l’origine de la maladie. En plus d’avoir une colonne vertébrale similaire à celle de l’Homme, les 

modèles génétiques doivent avoir un génome similaire à celui de l’Homme. Les deux 

principales manipulations génétiques sont la création de Knock-out et Knock-in. Le knock-out 

d’un gène consiste à insérer une mutation, souvent une insertion ou délétion, qui va engendrer 

un décalage du code de lecture et donc un codon STOP prématuré. L’ARNm ainsi produit va 

être reconnu comme anormal par le mécanisme de dégradation des ARNm non-sens 

(nonsense-mediated decay (NMD)) et être dégradé. Ce mécanisme permet d’éviter la 

production de protéine tronquée. Le résultat d’un knock-out est donc la suppression totale de 

la production de la protéine cible. Le knock-in consiste quant à lui à insérer une mutation 

précise, souvent un SNPs (single nucleotide polymorphism) au niveau du gène cible afin 

d’engendrer la production d’une protéine mutante dont la fonctionnalité sera probablement 

altérée. Les modèles génétiques étant arrivés plus récemment, le concept que le bipédisme 

est un prérequis dans le développement de la scoliose a fait en sorte que les recherches se 

sont concentrées sur les animaux bipèdes ou sur des animaux rendus bipèdes par chirurgie 

afin de recréer les forces dues à la gravité sur la colonne vertébrale. Il s’avère que les souris 

sont peu utilisées pour modéliser la scoliose, cependant, différentes souches de souris 

mutantes présentant des défauts dans la formation ou dans l’homéostasie du tissu conjonctif 

et du cartilage modélisent certains caractères de la scoliose. Ces lignées sont notamment : la 
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souris Col2a1CreERt2 déficiente en Shp2 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor-type 

11)(254), la souris Agc1-CreERT2 déficiente en Sox9 spécifique au cartilage(255), le double 

mutant Gdf5/Gdf6 (growth differentiation factors 5 and 6) (256), la souris déficiente en Fgfr3 

(Fibroblast growth factor receptor 3) (257, 258), la souris Col2Cre déficiente en Gpr126 (G 

Protein-Coupled Receptor 126) (259). Cependant, il faut noter que ces modèles sont tous des 

modèles perte de fonction, et par conséquent, ils montrent d’autres anomalies associées à la 

scoliose. Ils ne sont donc pas des modèles idéals à l’analyse de la génétique de la SIA. À ce jour, 

il n’existe aucun modèle de souris résultant d’un Knock-in, c’est-à-dire de l’insertion d’une 

mutation précise au sein d’un gène cible induisant la production d’une protéine mutante. 

Le poisson zèbre s’avère être un excellent modèle afin de vérifier la pathogénicité de gènes 

candidats et explorer les mécanismes impliqués. En effet, des courbures similaires à la SIA ont 

été observées chez les poissons osseux (téleoste). Ces poissons peuvent développer des 

malformations de la colonne vertébrale avec l’âge, ou suite à une infection 

mycobactérienne(260). Ceci est dû au fait que la colonne vertébrale des poissons subit des 

charges mécaniques dans le sens crânio-caudale similairement à l’Homme, non pas dues à la 

gravité, mais à la nage. En effet, ces forces sont générées par la propulsion faite au niveau de 

la queue à l’origine de la nage dans un milieu dense (l’eau). Ces caractéristiques sont donc des 

avantages dans la modélisation animale de la scoliose. Différentes espèces de poissons sont 

utilisées dans le domaine de la recherche scientifique, mais le plus commun est le poisson 

zèbre (Danio rerio). Les gènes qui régulent le développement du squelette de ce petit poisson 

tropical sont conservés chez l’Homme. Le poisson zèbre est facile à entretenir, il possède un 

petit cycle de vie et le fait que les embryons de poisson zèbre soient translucides est un 

avantage pour l’étude du développement et notamment du développement de la colonne 

vertébrale. La colonne vertébrale du poisson zèbre et de l’Homme présentent quelques 

similarités : les vertèbres sont espacées de manière régulière, elles possèdent des arcs osseux 

sur le côté ventral et dorsal et les vertèbres précaudales du poisson sont associées avec les 

segments de la cage thoracique similairement aux vertèbres thoraciques de l’Homme. Chez 

l’Homme et le poisson zébré, la moelle épinière est protégée par les corps vertébraux. 
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Pour étudier la cause génétique de la SIA, il est nécessaire d’étudier un modèle animal 

génétiquement modifié. De nombreuses approches de manipulation du génome ont été 

utilisées pour répondre à cette demande, mais seulement 3 principaux systèmes ont été 

utilisés : les nucléases à doigt de zinc (ZFNs), les nucléases effectrices de type activateur de 

transcription (TALENs), et CRISPR-Cas9 qui est désormais le plus répandu. Jinek et al(261) ont 

décrit pour la première fois le système CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats) qui est devenu l’outil d’édition du génome le plus répandu dans la 

communauté scientifique. Ce système est décrit pour la première fois chez Escherichia coli par 

Ishino et al(262) en 1987 comme étant un mécanisme de défense adaptative bactérien contre 

les virus et les bactériophages. Son mécanisme repose sur un complexe composé d’un ARN 

appelé crARN, qui permet la reconnaissance d’un site spécifique, et d’un ARN transactivateur, 

permettant de faire le lien entre le crARN et l’enzyme Cas (CRISPR associated). Il est 

maintenant possible de fusionner les deux ARNs en un ARN chimérique appelé ARN guide. 

Celui-ci va guider l’endonucléase, composée de deux domaines catalytiques, au niveau de la 

séquence cible flanquée par des motifs adjacents proto-spacer (PAM) et induire une cassure 

double brin. Cette cassure est ensuite réparée grâce aux mécanismes de réparation de l’ADN 

propre à chaque cellule. Dans le cas où un ADN homologue à la séquence ayant subi la cassure 

est présent, c’est la recombinaison homologue (RH) qui aura lieu et résultera en une insertion, 

une délétion ou une substitution précise d’un ou plusieurs nucléotides. S’il n’y a pas d’ADN 

homologue, c’est le mécanisme de jonction d’extrémité non homologue (non-homologous end 

joining, NHEJ) qui entre en jeu et induit des insertions ou délétions non contrôlées. Il existe 

trois classes distinctes de système CRISPR-Cas, elles-mêmes subdivisées en sous-groupes. Les 

systèmes de classe I et II reposent sur un effecteur multiprotéique alors que ceux de classe III 

ont une protéine effectrice unique(263). Ces dernières sont celles les plus utilisées par la 

communauté scientifique pour l’édition du génome, l’enzyme la mieux caractérisée et la plus 

utilisée est la Cas9 de Streptococcus pyrogenes. Le principal avantage de cette technologie est 

que la seule variable se trouve au niveau du guide ARN, qui est spécifique de chaque séquence 

cible. Le design de l’ARN guide est devenu très simple grâce à de nombreux logiciels en ligne 

(CRISPR-scan(264), CRISPOR(265) par exemple). CRISPR-Cas9 est donc l’outil d’édition du 
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génome le plus simple, le moins dispendieux et le plus rapide. Ces avantages ont engendré un 

engouement pour cette technologie qui connait une croissance exponentielle depuis sa mise 

au point. Cette technologie a beaucoup évolué depuis sa découverte et est maintenant utilisée 

dans divers domaines afin d’éditer le génome de nombreux organismes, de moduler la 

transcription et les mécanismes épigénétiques, ainsi que de cribler le génome.



 

  

I.5. Hypothèses et objectifs 

I.5.1. Hypothèses de recherche 

Les recherches sur la génétique de la SIA menées par la communauté scientifique ont permis 

d’identifier plusieurs gènes codants pour des protéines impliquées dans la structure et le 

fonctionnement du cil primaire. Plus spécifiquement, notre laboratoire a identifié le gène 

POC5(163) et plus récemment, nos collaborateurs de Londres, sous la supervision du Dr Anne 

Child, ont isolé un autre gène candidat pour la SIA dans une famille britannique de 5 

générations (locus 9q31.2-q34.2(135)), le gène TTLL11. Ce gène est responsable de la 

glutamylation de la tubuline de l’axonème du cil primaire. C’est pourquoi l’hypothèse générale 

de la présente thèse est que des variants rares dans des gènes ciliaires, particulièrement le 

gène POC5 et le gène TTLL11, agissent sur les mécanismes cellulaires responsables des 

mécanismes de mise en place de la SIA faisant d’elle une maladie appartenant à la grande 

famille des ciliopathies. 

Hypothèse 1 : Les variants du gène POC5 initialement identifiés dans une cohorte française 

affectent aussi les populations franco-canadienne et britannique atteintes de SIA. 

Hypothèse 2 : La SIA est une condition qui implique d’autres organes ciliaires et les mutations 

du gène Poc5 provoquent chez la souris des défauts au niveau des organes ciliaires, semblables 

à ceux retrouvés dans les ciliopathies. 

Hypothèse 3 : Le gène ciliaire TTLL11 est un gène candidat causatif de la SIA et contribue au 

développement de la maladie via son rôle au niveau du cil primaire. 

I.5.2. Objectifs de recherche 

L’objectif général des travaux présentés dans cette thèse est de valider la contribution 

fonctionnelle du gène TTLL11 dans la déformation de la colonne vertébrale et de mieux 

comprendre les mécanismes cellulaires et tissulaires responsables de la mise en place et du 
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développement de la SIA via l’analyse protéomique et fonctionnelle de deux gènes ciliaires : 

les gènes POC5 et TTLL11. Ces travaux ont été réalisés au niveau cellulaire et au niveau de 

l’animal entier, dans deux modèles animaux différents : la souris C57BL/6N (pour le gène 

POC5) et le poisson zèbre (Danio rerio, pour le gène TTLL11). Une meilleure compréhension 

des mécanismes impliqués dans l’initiation et la progression de la SI est cruciale afin de 

développer de nouvelles stratégies de prise en charge rapide et précoce des adolescents 

atteints de cette maladie. 

Objectif 1 : Étude de la prévalence des variants du gène POC5 dans la population atteinte 

de SIA. 

Les études sur la génétique de la SIA ont identifié un très grand nombre de gènes plus ou moins 

associés ou reliés à la maladie cependant très peu ont été reliés avec le déclenchement de la 

maladie. Parmi les gènes candidats, le gène POC5 a été identifié dans notre laboratoire(163) 

dans une famille multiplex composée de nombreux membres atteints de SI. Le gène POC5 est 

un gène crucial dans la formation du cil primaire, ce qui a été un tournant majeur apportant la 

première pièce d’un puzzle plaçant le cil primaire au centre des hypothèses concernant 

l’initiation de la maladie. Afin de déterminer la prévalence des variants du gène POC5, nous 

avons composé une cohorte de patients d’origine franco-canadienne ou britannique atteints 

de SIA ayant une histoire familiale connue ou inconnue (identifiés comme cas sporadiques). 

Nous avons alors réalisé le criblage du gène POC5 par différentes techniques que sont le 

séquençage du génome entier ou bien le séquençage ciblé des 10 exons de ce gène candidat 

afin de détecter un des trois variants précédemment identifiés chez des individus atteints de 

SI, p.(A429V), p.(A446T), et p.(A455P) ou encore d’identifier de nouveaux variants et ainsi 

appréhender l’importance de ce gène et du cil primaire dans la physiopathogenèse de la 

maladie. Ce premier objectif est décrit dans le manuscrit 1, publié dans la revue Genes, édition 

spéciale « Genetic Conditions Affecting the Skeleton: Congenital, Idiopathic Scoliosis and 

Arthrogryposis ».  
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Objectif 2 : Étude du phénotype de différents modèles de souris mutantes pour le gène 

Poc5. 

La pathogénicité des variants du gène ciliaire POC5 identifiés chez l’Homme a été 

précédemment démontrée chez le poisson zèbre (modèle animal de prédilection pour l’étude 

de la SIA). En effet, des déformations rotationnelles de la colonne vertébrale ont pu être 

observées ainsi que des anomalies dans les couches des photorécepteurs de la rétine, c’est 

pourquoi le second objectif de cette thèse (manuscrit 2) était d’analyser le phénotype de 

modèles de souris Knock-in pour l’équivalent des variants du gène POC5 humain dans 

l’éventualité d’identifier des symptômes de ciliopathie. Ce second objectif est présenté sous 

forme de manuscrit en préparation pour être soumis dans la revue PLOS One.  

Depuis l’identification des variants dans le gène POC5 ((p.(A429V), p.A446T) et p.(A455P)), 

nous avons étudié les fonctionnalités du gène POC5 et l’impact des variants identifiés, 

notamment chez le poisson zèbre et au niveau de cellules de patients et de cellules 

transfectées avec le gène muté (163, 196). Dans le but d'élucider les mécanismes 

pathogéniques biologiques sous-jacents liant ces variants à la scoliose, en collaboration avec 

l’équipe du Dr Dugué de l’Institut de Biologie de l’École Normale Supérieure (IBENS) à Paris, 

nous avons créé des lignées de souris mutantes pour le gène Poc5 (CRISPR-Cas9) afin d’en 

étudier le phénotype et d’étudier les rôles de ce gène chez le mammifère. Pour cela nous avons 

créé 2 lignées Knock-in : C57BL/6N-poc5emA430T (équivalent de la mutation humaine p.(A446T)) ; 

C57BL/6N-poc5emA413V (équivalent de la mutation humaine p.(A429T)). Et le double mutant 

C57BL/6N-poc5emA413V-A430T, obtenu par croisement entre les deux lignées Knock-in. Afin de 

caractériser ces modèles génétiques de SIA, nous avons analysé les colonnes vertébrales de 

nos animaux, les tissus ciliaires (œil, cerveau, foie, rein, cœur, poumons), et les ostéoblastes 

issus de la colonne vertébrale de ces souris. Ces analyses nous ont permis de vérifier si les 

variants dans le gène ciliaire Poc5 entrainent des défauts de la colonne vertébrale chez ces 

souris et des défauts au niveau d’autres organes ciliaires afin de mieux comprendre les 

mécanismes en jeu. De plus, des analyses de micro-CT et du système vestibulaire sont en cours 

en France et compléteront ce travail ultérieurement. 
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Objectif 3 : Étude de la pathogénicité du gène TTLL11 muté au niveau cellulaire et de 

l’organisme entier chez le poisson zèbre. 

En tant que maladie multifactorielle complexe, avec une expressivité et une pénétrance 

variables, il est maintenant évident que la SIA implique plus d'un gène. Il est fort probable que 

ces gènes interagissent et/ou partagent des fonctions biologiques similaires. Sur la base des 

données récentes publiées par notre groupe et d'autres, plusieurs gènes associés avec la 

scoliose jouent un rôle dans la fonction du centrosome, la polarité cellulaire, le guidage des 

axones et causent des anomalies des cils primaires. L’équipe de nos collaborateurs à Londres 

avait identifié le locus candidat 9q31.2-q34.2 dans une famille de 5 générations atteinte de 

SIA. Le séquençage de ce locus a permis d’identifier le gène candidat TTLL11, un gène ciliaire. 

Ce gène est fonctionnellement relié avec les microtubules centrosomiques et/ou extra-

centrosomiques (organisation des cils). En effet, un variant rare dans le gène TTLL11 a été 

identifié, le variant c.1569_1570insTT. Nous avons donc validé l’implication de ce gène dans la 

formation de la colonne vertébrale chez le poisson zèbre, analysé la fonctionnalité de la 

protéine dans des cellules issues de patients et investigué notre cohorte de familles atteintes 

de SIA afin de rechercher de potentielles familles supplémentaires porteuses de variants dans 

ce même gène. L’identification de ce gène ciliaire représentait une opportunité unique 

d’identifier un mécanisme biomoléculaire à l’origine du développement de la SIA. Ce troisième 

objectif est décrit dans le manuscrit 3, publié dans la revue Scientific Report. 

 



 

  

Chapitre II. Matériels et méthodes 

II.1. Analyses génétiques humaines 

II.1.1. Recrutement des patients 

Les patients qui ont été recrutés afin de réaliser les analyses présentées dans cette thèse 

(manuscrit 1 et 3) sont des patients atteints de SIA présentant un angle de Cobb d’au moins 

10° avec ou sans histoire familiale. La cohorte que nous avons rassemblée est composée 

d’individus d’origine franco-canadienne et d’origine britannique, grâce à notre collaboration 

avec la Dre Anne Child de Londres. Nos protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique 

du centre hospitalier universitaire Sainte Justine (#3704), un consentement éclairé écrit a été 

reçu de la part des participants et du représentant légal des participants mineurs lors du 

recrutement. Pour le manuscrit 1, nous avons utilisé une cohorte contrôle interne d’individus 

d’origine identique, qui n’ont pas été dépistés pour la SIA. Pour le manuscrit 3, la population 

contrôle est composée de 3000 individus de même origine qui n’ont pas été dépistés pour la 

SI. 

II.1.2. Séquençage d’exome 

Différentes techniques de séquençage ont été utilisées. En effet, nous avons réalisé le 

séquençage de l’exome entier (WES) grâce à la technologie de séquençage illumina. Afin de 

réduire les coûts, nous avons utilisé la technologie de séquençage ciblée AmpliSeq (life 

technology) grâce à la création d’une micropuce ciblant les gènes POC5 et TTLL11. Les variants 

génétiques identifiés ont ensuite été analysés et filtrés grâce à des outils bio-informatiques, 

notamment ANNOVAR et VarAFT. Les variants candidats ont ensuite été validés par 

amplification PCR suivie de la technique de séquençage Sanger grâce à l’analyseur ABI 3730xl 

(Applied Biosystems). 
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II.2. Études des tissus humains 

II.2.1. Culture cellulaire, RT-qPCR et Western Blot 

Les fibroblastes humains mutants (DE0193) et contrôle (DE0194) ont été fourni par le Dr Anne 

Child (Département de cardiologie, St George’s Medical School, University of London, UK) et 

maintenues dans du milieu HAM’S F10 supplémenté en FBS et en antibiotiques et à 37°C et 5% 

CO2. L’ADN génomique a été extrait des cellules grâce au kit « Purelink Genomic DNA mini kit 

» (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) afin de confirmer le génotype par séquençage Sanger. 

L’ARNm a été isolé des cellules mutantes et contrôles par la méthode au TRIzol suivant les 

recommandations du fournisseur afin d’être rétro-transcrit en ADNc et analysé par PCR 

quantitative en temps réel (RT-qPCR) grâce aux amorces spécifiques du transcrit 1 

(NM_001139442) et du transcrit 2 (NM_194252) du gène TTLL11. Les réactions ont été 

réalisées en triplicatas et normalisées par rapport au gène de ménage GAPDH. Les taux relatifs 

d’ARNm ont été calculés par la méthode 2−ΔΔCt. 

Le lysat de protéine cellulaire a été obtenu pour les cellules DE0193 et DE0194 grâce au 

tampon RIPA (Pierce, Thermo-Fisher Scientific) afin de réaliser la migration des protéines sur 

une membrane de nitrocellulose suivie de la réalisation de Western Blot. Pour cela, nous avons 

utilisé les anticorps primaires TTLL11 (#PA-46070, Thermo-Fisher Scientific 1/500), GT335 

(Adipogen #AG-20B-0020 1/1000), PolyE (Adipogen #IN105 1/1000) et β-actine (Santa Cruz 

Biotechnology #sc-47778) et des anticorps secondaires couplés à la peroxydase de raifort 

(horseradish peroxidase). Les membranes ont été révélées par chimiluminescence. 

II.2.2. Immunofluorescence 

Les cellules mutantes et contrôles ont été cultivées dans des chambres de cultures montées 

sur lame de microscope et ont subi une privation en sérum pendant 24 heures afin de 

synchroniser les cellules en phase G0. Les cellules sont ensuite fixées à l’éthanol 70% et 

perméabilisée dans une solution de PBS 0.1% triton avant l’incubation avec les anticorps 
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primaires suivant : GT335 (Adipogen #AG-20B-0020 1/1000), PolyE (Adipogen #IN105 1/1000), 

anti-TTLL11 (Thermofisher cat #PA5-46070 1/250) et anti α-tubuline acétylée (Sigma Aldrich 

cat #T7451 1/2000).Les anticorps secondaires fluorescents utilisés sont le Alexa fluor 488 anti-

rabbit (life technologies cat #A11008 1/500) and Alexa fluor 555 anti-mouse (Life technologies 

cat #A21422 1/500). Les images ont été prises par un microscope Leica. 

II.3. Études animales 

II.3.1. Approbation des études animales 

Les études utilisant des animaux (poisson zèbre et souris) de cette thèse ont été approuvées 

par le comité d’éthique du centre hospitalier universitaire Sainte Justine et réalisées en accord 

avec les directives du comité de déontologie de l’expérimentation sur les animaux (CDEA), ainsi 

que du Conseil canadien de protection des animaux (Canadian Council on Animal Care) et 

ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments). 

II.3.2. Chez la souris 

Création de souris génétiquement modifiées 

Nous avons créé deux lignées de souris mutantes C57BL/6N pour le gène Poc5 grâce à la 

technologie CRISPR-cas9 : C57BL/6N-poc5emA430T et C57BL/6N-poc5emA413V. Notre 3ème lignée est un 

double mutant qui a été obtenu par le croisement des deux premières lignées, C57BL/6N-

poc5emA413V-A430T. Après l’extraction de l’ADN de la queue des souris par la méthode du 

laboratoire Jackson, le génotypage de ces trois lignées de souris mutantes a été réalisé par 

digestion par enzyme de restrictions suite à l’amplification PCR de la région d’intérêt. En effet, 

la construction génétique utilisée pour l’insertion des mutations dans le gène Poc5 a permis la 

création de site de restriction pour les enzymes SalI (C57BL/6N-poc5emA430T) et NheI (C57BL/6N-

poc5emA413V). Une vérification du génotypage a été réalisée par séquençage Sanger. 
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Analyse du phénotype osseux des souris 

Le système d’imagerie utilisé pour obtenir les modèles 3D de la colonne vertébrale des souris 

est le scanner micro-CT SKYSCAN 1176 (Bruker, Belgium). Les images ont été prises à une 

résolution de 36 microns (voltage de la source de ratons X, 30 kV, courant de 360 μA, filtre 

d’aluminium de 0.2 mm, temps d’exposition 300 ms et un pas de rotation de 0,8 dégrées). La 

reconstruction des images a été réalisée avec le logiciel NRecon (Bruker, version 1.7.4.2). 

Ensuite, nous avons utilisé le logiciel CTAn (Bruker, version 1.17.7.2+), pour désigner la région 

d’intérêt tout au long de la colonne vertébrale (VOI, volume d’intérêt). Le modèle 3D a été 

alors généré en format stl (stéreolithographie) et analysé en utilisant le logiciel CTVol pour des 

modèles de rendu surfacique (Bruker, version 2.3.2.0). Les scans ont été analysés avec un code 

(PyMicroCT) pour reconstituer les trajectoires 3D de la colonne vertébrale qui sont ensuite 

alignées et comparées entre elles. Le radian de la courbure de la colonne vertébrale est ensuite 

déterminé. 

Afin de calculer la densité minérale osseuse (DMO) dans les régions trabéculaire et corticale 

du tibia des souris, les images ont été prises par le scanner micro-CT SKYSCAN 1176 (Bruker, 

Belgium) (voltage de la source de ratons X, 50 kV, courant de 500 μA, filtre d’aluminium de 0.5 

mm, temps d’exposition 100 ms et un pas de rotation de 0,5 dégrées). Pour cette acquisition, 

la grandeur du voxel isotropique était de 9 µm. Les images ont été reconstruites avec NRecon. 

Les régions d’intérêt ont été tracées pour l’os trabéculaire et l’os cortical en utilisant le logiciel 

CTAn et, par la suite, le set d’images a été segmenté en utilisant des seuils de 70-255 et 85-

255, respectivement. Après la calibration de CTAn avec des objets de calibration 

d’hydroxyapatite de calcium (0,250 et 0,750 g/cc), les DMO ont été calculés en utilisant le 

même logiciel.  

Extraction des ostéoblastes des colonnes vertébrales des souris 

Nous avons extrait les ostéoblastes de la colonne vertébrale de souris mutantes pour le gène 

Poc5 et des souris contrôles par une technique que nous avons mise au point au laboratoire. 

Les vertèbres, une fois extraites des souris sont coupées en plusieurs petits morceaux et 
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déposées dans du milieu de culture α-MEM. Dans ces conditions, les ostéoblastes primaires 

migrent pour aller se fixer sur le fond de la plaque de culture. Les cellules ainsi extraites sont 

cultivées dans du milieu de culture DMEM-F12 supplémenté en FBS et en antibiotiques à 37°C 

et 5% de CO2. 

Caractérisation des ostéoblastes 

Afin de caractériser les ostéoblastes primaires extraits des colonnes vertébrales des souris 

mutantes par rapport aux souris contrôles, nous avons mesuré le taux d’alcaline phosphatase 

qui est un marqueur de la différenciation des ostéoblastes et nous avons réalisé les tests de 

coloration à l’alizarine rouge afin de mesurer la calcification des ostéoblastes. 

Le taux de prolifération cellulaire des ostéoblastes mutants et WT a lui aussi été mesuré par 

test MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium) suivant les recommandations du fournisseur, aux temps 0, 22, 46, 70 et 118 

heures. 

Extraction des organes ciliaires et analyse histologique 

Les organes ciliaires, soit les reins, les poumons, le cœur, le cerveau, les yeux ainsi que le foie 

ont été extrait lors de la dissection des souris mutantes et contrôles.  Les organes ont ensuite 

été fixés dans la PFA 4% durant toute une nuit et enrobé dans la paraffine. Les blocs obtenus 

ont ensuite été coupés en sections de 5 µm d’épaisseur et montés sur des lames de 

microscopie. Pour les analyses d’histologie, les lames sont déparaffinées dans du xylène puis 

réhydratées dans une série de bains d’éthanol avant d’être colorées à l’hématoxyline éosine 

(H&E) en suivant le protocole standard. 
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II.3.3. Chez le poisson zèbre 

Maintenance et création des poissons zèbres mutants 

Les embryons, larves et poissons adultes sont élevés à 28.5°C avec un cycle jour/nuit de 

14h:10h et suivant les méthodes standard décrites dans le «zebrafish book(266)». Avant toutes 

procédures, les poissons zèbres ont été anesthésiés dans une solution de tricaine 0.02%. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé le knock-down du gène ttll11 par l’injection d’un 

morpholino antisens qui a été designer et synthétisé par Gene Tools LLC (USA). La séquence 

du morpholino utilisé était 5′-GGC TGA TTT GTT ATC TCA TCT AGG T-3′, et la séquence du 

morpholino contrôle était 5′- CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A-3′. L’injection a été réalisée 

dans les embryons de poisson zèbre au stade une cellule. Les larves obtenues ont été 

observées sous un stéréomicroscope (SZX16 Olympus). 

Suite à cela, une lignée de poisson zèbres mutante pour le gène ttll11 a été créée par la 

technologie CRISPR-Cas9. Pour cela, le sgRNA taatacgactcactataGGG GTA GAT GCC ATC CCC 

TTgttttagagctagaa a été designer par le logiciel CRISPRscan pour cibler la séquence GAG GTA 

GAT GCC ATC CCCTT GGG (with PAM, Protospacer Adjacent Motif). L’injection du matériel 

CRISPR-Cas9 a été réalisée au stade 1 cellule de l’embryon. La sélection des mutants est faite 

par HRM (High-resolution melting). 

Phénotypage 

Les poissons zèbres adultes âgées de 3 mois ont été euthanasiés et fixés dans la PFA 4% durant 

24h à 4°C et la colonne l’acquisition de la colonne vertébrale a été obtenue par micro-CT scan 

(SkyScan 1072 High Resolution Desktop Micro-CT System, Microtomograph, SkyScan) et la 

reconstruction 3D a été réalisée grâce au logiciel NRecon (Version : 1.6.1.3). L’aspect général 

des larves de poisson zèbres âgées de 8 jours a été analysé grâce à un stéréomicroscope (Leica 

M205 FA). 
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Suite à cela, les poissons zèbres ont été décalcifiés puis enrobés dans la paraffine avant d’être 

sectionnés transversalement. Les coupes des yeux, d’une épaisseur de 6μm sont ensuite 

colorées par l’hématoxyline éosine suivant le protocole standard. Nous avons aussi réalisé des 

immunohistochimies sur les coupes des yeux de poissons zèbre suivant le même protocole que 

décrit précédemment. Les anticorps utilisés étaient le zpr1, zpr3 (Zebrafish International 

Resource Center95), le 3A10 (Hybridomas Bank) (cat# AB_531874) (1/500) et l’anti α-tubuline 

acétylée (Sigma Aldrich cat #T7451) (1/2000). Les anticorps secondaires fluorescents étaient 

le Alexa Fluor 488 (life technologies cat# A11008 1/500) et le Alexa Fluor 555 (Life technologies 

cat # A21422 1/500). 

II.4. Analyses statistiques 

Les valeurs présentées dans la présente thèse sont exprimées en moyenne ± déviation 

standard. Des tests ANOVA unidirectionnels et Fisher LSD ont été utilisés pour déterminer 

l'importance des données à distribution normale et à variance égale. L'ANOVA de Kruskal-

Wallis et la méthode de comparaison de Dunn ont été utilisées pour les distributions non 

normales. Les fréquences alléliques des variants génétiques identifiés ont été comparées à la 

population témoin à l'aide d'un test exact de Fischer unilatéral. Les valeurs p < 0,05 ont été 

considérées comme statistiquement significative.



 

  

Chapitre III. Premier article scientifique - Genetic Prevalence 

of POC5 Mutations in AIS French-Canadian and British 

Cohort 

III.1. Description de l’article et contribution des auteurs 

Cette étude, publiée en juillet 2021 dans le journal Genes, nous a permis d’atteindre le premier 

objectif de cette thèse et d’analyser la prévalence des variants du gène POC5 qui avait été 

précédemment identifiés. Pour cela, nous avons composé une cohorte de patients d’origine 

franco-canadienne ou britannique atteints de SIA ayant une histoire familiale connue ou 

inconnue (identifiés comme cas sporadiques). Nous avons alors réalisé le criblage du gène 

POC5 par deux techniques différentes, soit le séquençage du génome entier ou bien le 

séquençage ciblé des 10 exons de ce gène candidat afin de détecter un des trois variants 

précédemment identifiés chez des individus atteints de SI, p.(A429V), p.(A446T), et p.(A455P) 

et éventuellement identifier de nouveaux variants dans ce gène ciliaire. Après vérification par 

séquençage Sanger, nous avons pu déterminer une prévalence des variants POC5 de 14% dans 

notre cohorte de patients atteints de SIA qui est significativement plus importante que dans la 

cohorte contrôle et nous n’avons pas identifié de variant supplémentaire. 

Pour ce projet, j’ai effectué sous la direction du Dre Florina Moldovan, la majorité des 

expériences de séquençage, la totalité des analyses ainsi que la rédaction et des corrections 

du manuscrit. Les patients ont été recrutés par le Dre Anne Child, Dr José Antonio Aragon 

Martin de Londres, et par le Dr Stefan Parent (Soraya Barchi) et Dre Carole Fortin, au Québec. 

Aurélia Spataru a effectué une partie du séquençage ciblé du gène POC5. Le Dre Anne Child et 

Soraya Barchi ont été d’un grand support dans la rédaction et les corrections du manuscrit. 

Tous les auteurs ont validé le manuscrit avant sa soumission. 
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III.2. Abstract 

Adolescent idiopathic scoliosis (AIS) is a complex common disorder of multifactorial etiology 

defined by a deviation of the spine in three dimensions that affects approximately 2% to 4% of 

adolescents. Risk factors include other affected family members, suggesting a genetic 

component to the disease. The POC5 gene was identified as one of the first ciliary candidate 

genes for AIS, as three variants were identified in large families with multiple members 

affected with idiopathic scoliosis. To assess the prevalence of p.(A429V), p.(A446T), and 

p.(A455P) POC5 variants in patients with AIS, we used next-generation sequencing in our 

cohort of French-Canadian and British families and sporadic cases. Our study highlighted a 

prevalence of 13% for POC5 variants, 7.5% for p.(A429V), and 6.4% for p.(A446T). These results 

suggest a higher prevalence of the aforementioned POC5 coding variants in patients with AIS 

compared to the general population.  

Keywords: POC5; adolescent idiopathic scoliosis; cilia; genetics; spine deformity 

III.3. Introduction 

Adolescent idiopathic scoliosis (AIS) is a common disorder characterized by a combination of 

deviations of the spine in the sagittal and the coronal plane, with vertebral rotation. It affects 

approximatively 3% of the adolescent population [1,2]; affects females more than males, with 

a ratio ranging from 1.5:1 to 3:1 [2,3]; and is more prevalent in northern latitudes [4]. The 

etiology of AIS remains not fully understood, but it is now widely accepted that this disorder 

has a genetic component, as supported by family history, and higher concordance rates for 

monozygotic twins compared to dizygotic twins [5–7]. Approximatively 40% of AIS patients 

have a family history [8,9]. The genetic model for AIS remains unclear; indeed, several studies 

have suggested that it is a polygenic and multifactorial disease [9]. However, other analyses 

suggest mendelian inheritance, such as autosomal dominant or sex-related, could show with 

incomplete penetrance [10–12]. Since the advent of next-generation sequencing, candidate-

gene analysis using pedigrees and population-based genome-wide association studies (GWAS) 
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have been widely used to assess the genetic etiology of AIS. Despite all these efforts, only a 

few of the candidate genes have been functionally linked to the development of AIS. In 2015, 

Patten et al. [13] performed a linkage analysis followed by exome sequencing, and identified 

coding variants in the centrosomal protein gene POC5 (NM_001099271) in a multiplex four-

generation AIS French family [13]. Indeed, a rare SNP, p.(A446T), was found to perfectly 

segregate with AIS in four families from a pool of 41 AIS French families. Two additional rare 

variants, p.(A429V) and p.(A455P), were found in the POC5 gene in AIS sporadic cases. 

Moreover, all three POC5 coding variants were functionally related to AIS using a zebrafish 

model [13]. More recently, a fourth SNP (rs6892146) was identified to be associated with AIS 

development in a Chinese population [14], but the three other SNPs were not found in this 

cohort. POC5 is a centriolar protein that is essential for cell cycle progression, cilia elongation 

[15] centriole elongation, and maturation. Since the identification of the POC5 gene, a ciliary 

gene that is strongly associated with AIS, the ciliary pathway has been thoroughly investigated 

and has revealed promising results [12,15–18] 

To investigate the prevalence of POC5 genetic variants in AIS, French-Canadian and British AIS 

patients were screened by targeted or whole-exome sequencing followed by Sanger analyses 

of DNA. 

III.4. Materials and Methods 

III.4.1. Patients 

One hundred and seventy-seven AIS patients with a Cobb angle of at least 10°, 73 patients 

from a British cohort (63 unrelated consecutives IS individuals and 10 families), and 104 

patients from a French-Canadian cohort (30 unrelated consecutive AIS individuals and 74 

patients from 43 families), were recruited. Genomic DNA was extracted from saliva (Cat. 

RU49000, Norgen, Thorold, ON, Canada) or blood following the protocol provided by the 

company. 
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Samples were collected in accordance with the policies regarding the ethical use of human 

tissues for research. The protocol used in this study was approved by the Centre hospitalier 

universitaire Sainte-Justine Ethics Committee (#3704). The control population consisted of an 

in-house cohort of 1268 individuals with similar ancestry (French, French-Canadian, or 

European) and was not screened for the presence of AIS [13]. 

III.4.2. Targeted Exome Sequencing 

A library was generated from 10 ng of genomic DNA to perform targeted sequencing of the 

POC5 gene using the Ion AmpliSeq (Life Technologies). Sequencing of the 12 exons of POC5 of 

63 British unrelated AIS individuals and 10 families, and 18 French-Canadian families affected 

with autosomal dominant AIS, was performed by the Centre de Génomique Clinique 

Pédiatrique intégré CHU Sainte-Justine. The library was prepared using the Ion AmpliSeq DNA 

and RNA Library Preparation (MAN0006735, Rev. B.0, Ion Torrent, Life Technologies) prior to 

the exome sequencing following the Ion PGM IC 200 Kit (MAN0007661, Rev. B.0) protocol. 

Sequencing reads were aligned to the reference human genome sequence (hg19) [19] and the 

SNPs were identified by Ion Reporter (Ion Torrent). Identified variants were annotated using 

ANNOVAR [20], which is implemented in the VarAFT software [21] that we used to select 

exonic and splicing variants with a MAF (minor allele frequency) ≤ 1%. The identified SNPs were 

then compared to the EVS (Exome Variant Server) database, the Genome Aggregation 

Database (gnomAD: https://gnomad.broadinstitute.org (accessed on 21 March 2020)), and our 

in-house control cohort (n = 1268). 

III.4.3. Whole-Exome Sequencing 

A library was generated from 10 ng of genomic DNA to perform whole-exome sequencing using 

the HiSeq 4000 sequencing machine from the Centre de Génomique Clinique Pédiatrique 

intégré CHU Sainte-Justine. The gDNA extracted from saliva or blood was sheared to a mean 

fragment size of 200 pb (Covaris E220 Montreal, PQ, Canada), and gDNA fragments were used 

for DNA library preparation following the protocol for the SeqCap EZ HyperCap (Roche-
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NimbleGen, Pleasanton, CA, USA). Enriched DNA fragments were sequenced with 100 pb 

paired-end reads (HiSeq 4000, Illumina, Vancouver, BC, Canada). Sequencing reads were 

converted to FASTQ using bcl2fastq software (Illumina) and trimmed by Trimmomatic. The 

reads were then aligned to the reference human genome sequence (hg19) using the Burrows–

Wheeler transform (BWT), followed by a local alignment for indels using Genome Analysis 

ToolKit software (Broad Institute). Duplicate sequencing reads were excluded by Picard 

software, and SNPs were identified using the GATK Unified Genotyper and annotated by 

ANNOVAR software [20], implemented in the VarAFT software [21] that we used to select 

exonic and splicing variants with a MAF (minor allele frequency) ≤ 1% in the POC5 gene. The 

identified SNPs were then compared to the EVS (Exome Variant Server) database, the Genome 

Aggregation Database (gnomAD: https://gnomad.broadinstitute.org (accessed on 21 March 

2020)), and our in-house control cohort (n = 1268). 

III.4.4. Validation with Sanger Sequencing 

All POC5 coding variants identified by WES or targeted exome sequencing were validated by 

Sanger sequencing. The segregation of the coding variants was also completed using Sanger 

sequencing for the take-out-concerned families studied. PCR amplification was performed 

using the TransStart FastPfu FLY DNA Polymerase (AP231, Civic Bioscience) following the 

instructions of the manufacturer with primers FWD-5’- GGACCAAACTTTAGCCAGTATG-3’ and 

RV-5’-TCTCGATCTCCTGACCTCGT-3’. Sanger sequencing of amplicons was performed on an ABI 

3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems, Louisville, KY, USA) at Eurofins Genomics (Louisville, 

KY, USA). 

III.4.5. Statistics 

The allelic frequency of the POC5 coding variants was compared to the control population 

using a one-tailed Fischer’s exact test. A p-value < 0.05 was considered statistically significant. 
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III.5. Results 

III.5.1. Patient Enrolment 

Since the identification of POC5 as a candidate gene for adolescent idiopathic scoliosis and its 

functional validation, we have analyzed the prevalence of POC5 coding variants within the AIS 

population, and also have sought to identify new candidate genes. Ninety AIS French-Canadian 

families were recruited demonstrating different types of transmission: autosomal dominant or 

recessive, and 30 AIS sporadic cases. For this study, 43 families were selected. Our French-

Canadian cohort was supplemented with the 73 UK AIS patients of our collaborators from 

London, United Kingdom. 

III.5.2. POC5 Variants Prevalence Using Next-Generation Sequencing 

Among the 53 French-Canadian and British AIS families and 94 unrelated AIS patients, 177 AIS 

patients were screened for POC5 coding variants. The combination of whole-exome 

sequencing and targeted sequencing by AmpliSeq using a targeted Amplicon chip followed by 

a confirmation with Sanger sequencing revealed that 13% (p < 0.0001, Fisher’s exact test) of 

AIS patients with or without family history were carrying one of the three variants of POC5, 

previously identified as the first causative gene [13]C. Indeed, 11 of them carried the A429V 

variant (6 families and 5 sporadic cases); i.e., 7.5% (p < 0.0001), and 11 were found to carry the 

A446T variant (2 familial, 6 sporadic cases); i.e., 6.4% (p = 0.0052). No patient with the A455P 

variant was reported (Table 1). 
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Data 
Families (n=53; 83 

AIS patients) 

AIS cases with unknown 

pedigree data (n=94) 

Controls matched 

for ethnicity with 

families and cases 

(n=1268) 

Comparison of allelic 

frequency of the rare 

variants in AIS cases 

vs controls (Fisher’s 

exact test, one tailed) Sequencing 

Methods 

WES + Targeted 

exome 
WES + Targeted exome WES + Sanger 

p.(A446T) 2/53 3,8% 6/94 6,4% 19/1268 1,5% p=0.0052 

p.(A429V) 6/53 11,3% 5/94 5,3% 9/1268 0,7% p˂0.0001 

POC5 coding 

variants 
8/53 15,1% 11/94 11,7% 28/1268 2,2% p˂0.0001 

Table III.1. POC5 Coding Variant Distribution Among the French-Canadian and British AIS 
Cohort Compared to 1268 Controls.  

The number of patients from families or sporadic cases that were carrying POC5 coding 

variants and the frequency for each of the 2 variants (p.(A446T) and p.(A429V)) are reported. 

The EVS (Exome Variant Server) database [22]F reported a minor allele frequency (MAF) in the 

European-American population of 1.2% for the p.A429V variant and 1.5% for p.A446T. The 

Genome Aggregation Database (gnomAD: https://gnomad.broadinstitute. org (accessed on 21 

March 2020)) [23] reported a MAF of 1.1% for the p.A429V (rs146984380) variant and 1.6% 

for p.A446T (rs34678567). 

III.5.3. Segregation Analysis of POC5 Coding Variants With AIS 

The segregation analysis of the POC5 coding variants with the disease for the AIS families was 

then performed using Sanger sequencing (Figure II.1). The variant p.(A446T) was found in two 

families (F62 and F80), and showed a perfect segregation with the disease in family 80. Sadly, 

DNA was not able for the rest of family 62. For the families that were found to carry the variant 

p.(A429V) - F02, F18, F37, F57, F58, and F66 - the segregation analysis showed incomplete 

penetrance (Figure II.1). 

 

 

 



  

80 

 

Figure III.1. Pedigrees of French-Canadian Families Showing the Co-Segregation of POC5 
Variants (c. 1286C > T (p.(A429V) and c.1336G > A (p.(A446T)) With the Disease.  

Open circles and squares indicate unaffected individuals, Blackened circles and squares 

indicate affected females and males, respectively. Blue circles and squares indicate juvenile 

females and males. Yellows stars indicate exomed AIS patients. * Incomplete penetrance. 
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III.6. Discussion 

We reported the prevalence of POC5 gene variants in 13% of AIS patients with or without a 

family history of this condition; that is, six times more frequent than in our inhouse control 

cohort that matched for ethnicity. Two methods were used for the screening of POC5 gene in 

both French-Canadian and British families with AIS. This study confirmed the previously 

reported data by Patten et al. [13], which evidenced three rare SNPs (p.A446T, p.A429V, and 

p.A455P) in the POC5 gene in four families of a pool of 41 AIS French families and 150 IS cases 

from France. We also confirmed the autosomal dominant transmission pattern of POC5 coding 

variants in families with AIS.  

Adolescent idiopathic scoliosis is a complex disease with a multifactorial etiology including 

genetic, environmental, and hormonal factors, but the pathogenesis of this disease remains 

poorly understood. To decipher the genetic implication in AIS, different approaches were used: 

association studies and linkage analyses to identify causative genes or genes that may impact 

AIS susceptibility and/or disease progression. Many association studies were performed using 

GWAS technology and genome-wide linkage analysis, followed by exome sequencing and 

highlighted multiple-locus candidate, especially on chromosomes 6, 9, 16, 17 [24], and 19 [25]. 

POC5, locus 5q13.3, was the first unambiguously causative gene that was identified and 

functionally related to the diseases using a zebrafish (Danio rerio) model. The three causative 

variants of the POC5 gene (p.A429V, p.A446T, and p.A455P) were found in exon 10, and all 

three corresponded to the substitution of an alanine to another amino acid, suggesting that 

the alanine in exon 10 of POC5 could play an important role in the pathogenesis of AIS. Our 

study supported the importance of POC5 variants in the AIS population. In AIS patients from 

French-Canadian and British families, we found POC5 variants in 13% of AIS cases, but not all 

the variants showed a perfect segregation with the disease, highlighting the fact that AIS is a 

complex disease, and very likely a polygenic disorder. In our cohort of French-Canadian 

subjects, the previously identified variant in IS cases, namely p.A429V, was the most 

predominant.  
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To date, these three variants of POC5 have not been found in the Chinese population [14]; 

however, in the cohort of this Chinese study, AIS patients were not screened for their family 

history. It is important to underline that POC5 gene variants were first identified in a huge 

multiplex family in which variants and the disease were transmitted in an autosomal dominant 

manner through four generations. This was consistent with the hypothesis of the initiating role 

of POC5 in the development of the familial form of AIS.  

POC5, a conserved protein, is essential for centriole assembly, elongation, and cell cycle 

[15,26]. Recent studies identified POC5 as interacting with POC1B, FAM161A, and centrin-2 to 

build an inner scaffold with an helicoidal assembly, which provides the structural flexibility and 

strength to maintain microtubule and ciliary cohesion [27]. It can be hypothesized that those 

alanines in exon 10 of POC5 are important for the proper interaction of POC5 with its protein 

partners, and therefore for the proper ciliary integrity. Several osteogenic pathways are hosted 

on primary cilia, including Sonic Hedgehog, Wnt, or the calcium-signaling pathway, and could 

play a part in AIS pathogenesis. More recently, primary cilia have been found to be related to 

bone-mass reduction through the microtubule (MT) network disorganization caused by the 

reduction of MT anchorage to the basal body [28]. Altogether, these findings could explain the 

low bone mineral density observed in AIS patients [29]. 

III.7. Conclusion 

The POC5 gene was one of the first pieces of the puzzle of the genetic etiology of AIS, and since 

its identification, other genes coding for components of the primary cilia have been found to 

be linked to this disease [12,16]. Our study confirmed a higher prevalence of POC5 variants in 

patients with AIS compared to the general population, as Patten et al. [13] already reported, 

and this reinforces that POC5 plays a role in the pathogenesis of AIS. The functionality of those 

variants also was previously reported [13], and was related to ciliary functionality [15]. Further 

investigations are necessary in order to identify additional genes and finally draw complete 

pathways that relate the primary cilia to AIS. Finding causative genes for AIS and understanding 
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the molecular consequences of these gene variants is necessary to improve the knowledge 

about this disease, especially by deciphering the genetic involvement. 
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Chapitre IV. Second article scientifique - Phenotypic 

Characterisation of POC5 Mutant Mice Models of Adolescent 

Idiopathic Scoliosis  

IV.1. Description de l’article et contribution des auteurs 

Le manuscrit 2 est actuellement en préparation afin d’être soumis dans la revue PLOS One. Ce 

projet vise à répondre à l’objectif 2 qui était d’analyser la colonne vertébrale et le phénotype 

de modèles de souris Knock-in pour l’équivalent des variants du gène POC5 humain dans 

l’éventualité d’identifier des symptômes de ciliopathie. Nous avons donc créé trois lignées de 

souris mutantes, la première est porteuse de l’équivalent du variant p.(A429V), la seconde est 

porteuse de l’équivalent du variant p.(A446T), et la troisième est un double mutant porteur 

des deux mutations précédentes. Nos études ont permis d’observer une cyphose pour la lignée 

de souris double mutante, l’analyse des ostéoblastes extraits des colonnes vertébrales des 

souris âgées d’un mois a mis en évidence un défaut dans la prolifération et dans la 

différenciation des cellules mutantes par rapport aux cellules contrôles. De plus, nous avons 

mis en évidence une diminution du pourcentage de cellules ciliées pour les ostéoblastes 

mutants, traduisant un défaut de la ciliogenèse. Enfin, l’analyse histologique, par coloration 

hématoxyline éosine, des organes ciliaires (cœur, cerveau, reins, foie, poumon, rétine) des 

souris mutantes âgées d’un mois a révélé un défaut dans la structure du foie uniquement où 

une accumulation de gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes est observée. Des analyses 

ultérieures doivent être menées sur des souris plus âgées afin d’évaluer l’éventuelle évolution 

des symptômes et de la maladie. 

Ce projet a été réalisé sous la direction du Dre Florina Moldovan en collaboration avec le Dr 

Guillaume Dugué, Institut de Biologie de l’École Normale Supérieure, Paris, France. J’ai réalisé 

la majorité des expériences présentées dans ce manuscrit, les analyses ainsi que la rédaction 
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du manuscrit. Amani Hassan a participé au design de la machinerie CRISPR-Cas9 utilisée pour 

la création des lignées de souris. Les résultats présentés pour les analyses cellulaires ont été 

réalisés par Samuel Bourdages, lors de son stage de Baccalauréat Sciences 

Biopharmaceutiques, Faculté de pharmacie, Université de Montréal (SBP3500), sous ma 

supervision.   
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IV.2. Abstract 

Adolescent idiopathic scoliosis (AIS) is a complex disorder defined by a 3D spinal deformity and 

is highly heterogenous from a phenotypically and etiologically point of view. It is well accepted 

that AIS has a genetic contribution and the implication of primary cilia, especially the POC5 

SNPs (p.(A429V), p.(A446T) and p.(A455P)), is well described through the literature. The POC5 

gene was also reported in retinitis pigmentosa, another ciliary-related disease. To understand 

the role of the POC5 SNPs in mammals, three Poc5 mutant quadrupedal mouse lines were 

generated using the CRISPR/Cas9 technology, and the phenotype compared to control mice 

was studied. Kyphosis was reported for the double mutant C57BL/6N-poc5emA413V-A430T but no 

spinal curvature within the 3 mutant lines was observed during the mouse puberty period. 

Moreover, we observed impaired osteogenic differentiation, proliferation and ciliogenesis in 

Poc5 mutant mouse line compared to controls. The ciliary tissues analysis revealed hepatic 

steatosis in mutant mice compared to control mice. These findings suggest that AIS caused by 

ciliary genes, especially POC5, could be classified as a subtype of ciliopathy and more analysis 

should be done to decipher the mechanism and to assess the effect of bipedalism in these 

mutant mice. These findings will allow new therapeutical strategies. 

IV.3. Introduction 

The centriolar protein POC5 (POC5 Centriolar Protein 5) is a conserved centrin-binding protein 

required for assembly of full-length centrioles1. POC5 variants are associated with abnormal 

curvature of the spine namely idiopathic scoliosis (IS)2,3, as well as with autosomal recessively 

inherited retinitis pigmentosa4, that is characterized by progressive loss of the photoreceptors 

(rods and cones). Genetic variants in the POC5 gene contribute to the occurrence of IS as we 

had previously reported that 3 SNPs in POC5 gene (p.(A429V), p.A446T) and p.(A455P)) were 

associated with familial IS2 and AIS5. Indeed, the prevalence of these POC5 SNPs was shown to 

be around 10-13% in French, French-Canadian and British families and in sporadic cases5. A 

fourth SNPs, rs6892146, was associated to this disease in a Chinese cohort3 but no case of 
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mutation for this SNP was reported in our French-Canadian cohort5. These three SNPs were 

functionally associated with scoliosis in the zebrafish animal model (Danio rerio)2. 

The underlying causes of IS are not well understood, but they appear to be of multifactorial 

nature including skeletal connective tissue anomalies, metabolic hormonal abnormalities, 

developmental imbalance, vestibular and proprioceptive systems, biomechanical factors, 

uncoupled neuro-osseous growth, failure of corticospinal and somatosensory neuronal tracts, 

and cilia and disruption in spinal fluid flow6-8. 

POC5 protein is ubiquitously expressed and located at the distal end of centrioles1. In 

mammalian cells centrioles are the keys for the stability of the centrosome and their 

duplication9,10. Poc5, that was first identified in the Chlamydomonas reinhardtii11, has a strong 

evolutionary conservation among eukaryotes making it an ancestral core centriolar protein. 

Recently, Tetrahymena Poc5 has been identified as a transient basal body component essential 

for basal body maturation, which is required for templating, orienting, and anchoring primary 

cilia at the cell surface12. Poc5 was also found to colocalise with the centrin in the connecting 

cilium of zebrafish photoreceptors, that is required for the formation and integrity of the 

retina4. 

In humans, the centriolar protein 5 is coding by POC5 gene that is located on chromosome 

5q13. The centriolar protein POC5 contains centrin-binding repeats (CBRs) and is required for 

the distal portion of centrioles elongation and maturation. POC5 depletion leads to short 

centrioles lacking the entire central-distal region1. The protein POC5 interacts with key 

proteins like inversin and centrin13, both are crucial for cell division, cell polarity, and cell 

motility. Moreover, POC5 has been found to be part of the structure of dense mesh-like inner 

scaffold of the centriole with POC1B, FAM161A and centrin-2, that is required for centriole 

biogenesis, cohesion, and integrity14. Additionally, this inner scaffold could be the structure 

that realigns microtubules before primary cilia extension14. We previously found that in AIS 

POC5 mutant cells, the POC5 protein localisation is impaired, as well as its ability to interact 
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with partners15. Moreover, AIS POC5 mutant cells have a shorter primary cilium and an 

impaired cell cycle progression15. 

All these recent findings have opened new avenues to elucidate the etiology of AIS and the 

primary cilia seems to be strongly implicated in the drawing, especially through the role of 

POC5. To understand the role of the POC5 protein in mammals, we created three POC5 mutant 

mouse lines carrying the POC5 SNPs (C57BL/6N-poc5emA413V, C57BL/6N-poc5emA430T, and C57BL/6N-

poc5emA413V-A430T) (FigureIV.1) using the CRISPR/Cas9 gene editing technology, and we 

established the phenotype compared to their wild-type littermates. 

IV.4. Material and Method 

IV.4.1. Animal Study Approval 

All animal procedures applied in this study were carried out following the guidelines set out by 

the CHU Sainte-Justine Research Center, the Canadian Council for Animal Care (CCAC), the 

“Comité de Déontologie de l’Expérimentation sur les Animaux” (CDEA), which is the local 

animal care committee at the University of Montreal, Canada and approved by the Animal Care 

Committee of McGill University. The study was carried out in compliance with the ARRIVE 

guidelines (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments). This study was approved by 

the ethics committee for CHU Sainte-Justine Research Center, University of Montreal (ZF-09-

60/Category B). Protocols 2020-2760 and 2020-2753. 

IV.4.2. Mutant Mouse Line Generation 

The Poc5 mutant mouse lines were created at the McGill Integrated Core for Animal Modelling 

(MICAM, Montréal, Canada) using the CRISPR/Cas9 gene editing approach in one-cell-stage 

embryos. The sgRNA, 5’-GACCTCGGCCGGAAGCTACGT-3’, was designed using the CRISPOR 

software11 to create a knock-in mouse line carrying the variant p.(A430T) that corresponds to 

the human p.(A446T) variant, and we refer to it: C57BL/6N-poc5emA430T (Figure IV.1). C57BL/6NCrl 

zygotes (E0.5) were microinjected using Cas9 protein (IDT, #1081058), sgRNA (Synthego) and 
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127nt single stranded oligo donors (ultramer, IDT) with concentrations of 50:50:30ng/ul 

respectively. The sgRNA was also designed to insert a SalI restriction site (G/TCGAC) for 

genotyping. The sgRNA: 5’-GCGTCACTGCCTTTCCCTCC-3’ was designed using the CRISPOR 

software11 to create a knock-in mouse line carrying the variant p.(A413V) that correspond to 

the human p.(A429V), and we refer to it: C57BL/6N-poc5emA413V (Figure IV.1). The sgRNA was also 

designed to insert a NheI restriction site (G/CTAGC) for genotyping. The line C57BL/6N- 

poc5emA413V was created by microinjecting C57BL/6NCrl zygotes using the same method 

described above. The designed sgRNAs have no identified off-targets according to CRISPOR. All 

the sequences are detailed in Table IV.1. A third mutant mouse line was obtained by the 

crossing of the C57BL/6N-poc5emA430T x C57BL/6N-poc5emA413V to obtain a double mutant mouse 

line: C57BL/6N-poc5emA413V-A430T. 

Table IV.1. Nucleotide Sequences Used For the Mutant Poc5 Mutant Mouse Lines. 

SNP Restriction site 
added 

Mutated sequence (silent mutation to generate restriction site in 
green, reproduced human SNP in red) 

p.(A413V) NheI … GTA GCT AGC GTC ACT … 

p.(A430T) SalI … GCT ACG TCG ACC TCT ... 

gRNA Nucleotide Sequence 

p.(A413V) GGAGGGAAAGGCAGTGGCAC TGG 

p.(A430T) GACCTCGGCCGGAGCTACAT CGG 

ssODN Nucleotide Sequence 

p.(A413V) CCTGCACTGAGAATAGAGATGGGAACGTGAAGAGAAGAGGTCGACGTAGCTCCGGCCGAGGTC 

AGGGAAGCAGCGGAGGGAAAGGCAGTGACGCTAGCTACTCCTGCTGCTAATGGTCCAGAGGGCA 

p.(A430T) caaaccgtactgacCGATTCCTCTGGGGCAGGAGCAGCTGCAGATCCTGCACTGAGAATAGAGATGG 

GAACGTGAAGAGAAGAGGTCGACGTAGCTCCGGCCGAGGTCAGGGAAGCAGCGGAGGGAA 
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Table showing the nucleotide sequence for primers that were used for genotyping, for the 

guide RNA and for the single-stranded oligodeoxynucleotides that was designed for CRISPR-

Cas9 genetic manipulation. 

IV.4.3. DNA Extraction and Genotyping 

Restriction enzyme genotyping approaches were established for all the three mutant mouse 

lines. Mice DNA was first extracted using the Jackson laboratory’s method. The tails were 

incubated overnight at 56°C in lysis buffer (10mM Tris pH 8,0, 100mM NaCl, 10mM EDTA pH 

8,0, 0,5% SDS, 10µL of proteinase K). Then, 300µL of NaCl 5M were added and the samples 

were incubated for 10min on ice. The samples were then centrifuged for 10min at 4°C and 

6000rpm. The supernatants were transferred to new Eppendorf tubes and incubated with 

500µL isopropanol for 15min at RT and centrifuged for 10min at RT, 15000rpm. The pellets 

were then dried and resuspended in 100µL of distilled water. 

Poc5 gene was amplified by PCR using the primers Forward: 5’-

AGAACTCCATTTTAGCCATTAGTCT-3’ and reverse: 5’-TTTCTGAGGGTTGGCTCGTC-3’. PCR 

conditions were implemented according to the manufacturer’s instructions with Fast fly 

polymerase (Civic Bioscience, Beloeil, Canada, #AP221). For all primers temperatures and 

cycles conditions were: 2 min at 95°C followed by 40 cycles of 95°C for 20s, 56°C for 30s and 

72°C for 40s, followed by a final extension step at 72°C for 5 min. The PCR products were then 

mixed with the restriction enzyme SalI (NEW ENGLAND BIOLABS, #R3138S), that correspond 

to the p.A430T mutation, or NHeI (NEW ENGLAND BIOLABS, #R3131S), that correspond to the 

p.A413V mutation. The digestion products were then loaded on an agarose gel 4% to 

determine the genotype. The genotype was then confirmed by Sanger sequencing using an ABI 

3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems, Louisville, KY, USA) at Eurofins Genomics (Louisville, 

KY, USA). 
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IV.4.4 Bone phenotype analysis 

Spinal growth was assessed for mutant and control mice using microCT. Mice were 

anaesthetized with isoflurane and scanned by the microCT scanner Skyscan 1176 (Bruker, 

Belgium) along the puberty period, at 25, 35, and 45 days old. The acquisition parameters were 

voxel 9 μm, 30 kV, 360 µA. The exposure time was 300ms with 0.8 degrees of rotation. The 

acquisition was performed from the base of the skull to the 3rd-4th caudal vertebra. Three-

dimensional images were then reconstructed using NRecon software (Bruker, version 1.7.4.2). 

The spines of older mutant and control mice (7 to 11 months old) were assessed by microCT 

scans. The three-dimensional images were then analysed using an in-house code (PyMicroCT) 

to reconstruct the spinal 3D trajectory. All the trajectories were then aligned and the radius of 

the curvature in the thoracic region was determined. 

The trabecular bone mineral density (BMD) and the cortical tissue mineral density (TMD) for 

the tibia proximal of 12 weeks-old mice were measured from the microCT scans obtained by 

the Skyscan 1176 scanner. The acquisition parameters were voxel 9 μm, 50 kV, 500 μA with 

100 ms exposure and 0,5 degrees of rotation. The images were reconstructed using NRecon 

software (Bruker, version 1.7.4.2) and the BMDs were calculated using the CTAn software 

(Bruker, version 1.17.7.2+). 

IV.4.5. Spinal Osteoblast Extraction and Culture 

The osteoblasts were isolated from the spine of 1-month-old mice. Immediately following 

euthanasia, the spines were extracted from the mice under sterile conditions. The vertebrae 

were sliced in sterile conditions and maintained in α-MEM medium (Wisent, Montreal, Canada, 

#310-010-CL), 10% FBS (Wisent, Montreal, Canada, #098-150), 1% PSG for 28 days at 37°C in 

5% CO2 incubator to allow the osteoblasts to migrate from the vertebrae to the adherent 

surface of the plate. Then, the osteoblasts were collected in a new flask by trypsinization and 

maintained in DMEM F12 medium (Wisent, Montreal, Canada, #319-075-CL) supplemented 
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with 10% FBS (Wisent, Montreal, Canada, #098-150), Penicillin-streptomycin final 

concentration 100 µg/ml, at 37°C in 5% CO2 incubator. 

IV.4.6. Alkaline Phosphatase Assay 

The cells were seeded in 12-well plate and cultivated in mineralization medium (a-MEM 10% 

FBS, 1% PSG, dexamethasone 10nM, ascorbic acid 50 µg/mL and ß-glycerophosphate 2,5mM) 

for 12 days. The cells are then fixed in 4% PFA prior to being treated with 500µL of alkaline 

phosphatase reagent (0,005g α-naphthol, 0,01g Fast Red, 62,5µL 2-methoxyethanol diluted in 

32mL of TBS, pH 9) for 1 hour at RT. Pictures were then captured with Leica M205 FA 

microscope. The cells were resuspended in 500 µL of TBS and transferred in 96-well plate in 

triplicate to measure the absorbance at 415nm using a microplate reader (BMG Labtech, 

CLARIOstar Plus). The alkaline phosphatase activity was determined compared to a standard 

curve. 

IV.4.7. Alizarin Red Assay 

The cells were seeded in 12-well plate and cultivated in mineralization medium (a-MEM 10% 

FBS, 1% PSG, dexamethasone 10nM, ascorbic acid 50 µg/mL and ß-glycerophosphate 2,5mM) 

for 28 days. The cells were then fixed in 4% PFA prior to being treated with 1mL of Alizarin Red 

40mM solution (SIGMA, #TMS-008-C, pH 4,1) for 20min at RT. Pictures were captured with 

Leica M205 FA microscope. The cells were then treated with 800µL acetic acid 10% for 30min 

at RT and collected in Eppendorf tubes to be heated at 85°C for 10min. The samples were 

incubated on ice for 10min and centrifuged at 20 000g for 15min at RT prior to be mixed with 

10% ammonium hydroxide (ratio 5/1) and transferred in 96-well plate, in triplicates, to 

measure the absorbance at 405nm using a microplate reader (BMG Labtech, CLARIOstar Plus). 

The results were compared to a standard curve (Alizarin red concentrations: 500 µg/mL, 250 

µg/mL, 100 µg/mL, 50 µg/mL, 25 µg/mL, 10 µg/mL, 5 µg/mL et 0 µg/mL). 
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IV.4.8. Cell Proliferation Assay 

The cell proliferation was assessed by MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), Abcam, Wisconsin, U.S.A., 

#ab197010) assay. The cells were seeded at a density of 3x103 cells/well, in 96-well plates with 

200 µL of DMEM 10% FBS, 1% PSG medium, for 4 hours of incubation to allow attachment. 

After 0, 22, 46, 70 and 118 hours of incubation, 20 µL MTS was added to each sample and the 

whole plate was then incubated at 37°C for 45min. The absorbance was measured at 490nm 

using a microplate reader (BMG Labtech, CLARIOstar Plus). 

IV.4.9. Immunofluorescence assay 

Cells were cultured in an eight-well-chamber glass slide (Fisher scientific cat #354108). Mutant 

Poc5 and WT cells were serum-starved for 24h before processing to immunofluorescence. Cells 

were fixed with PFA 4% and permeabilizated with 0.1% triton in PBS (PBST) then incubated 

with anti-ARL13B (rabbit polyclonal antibody, Proteintech cat #17711-1-AP or mouse 

polyclonal antibody, Proteintech cat #66739-1-Ig 1/500) antibody diluted in 2% BSA/PBST. 

They were incubated for 1 h at room temperature (RT). Cells were then washed three times 

with PBST and incubated with secondary antibodies Alexa fluor 488 anti-rabbit (life 

technologies cat #A11008 1/500) or Alexa fluor 555 anti-mouse (Life technologies cat #A21422 

1/500) for 1 h at RT. Mounting was done using prolonged gold anti-fade reagent with DAPI 

(Life technologies cat #P36931). Images were taken using Leica microscopy to determine the 

percentage of ciliated cells. 

IV.4.10. Ciliary Organs Extraction and Histology 

Brain, eyes, lungs, hearts, kidneys, and liver were extracted from 1-month-old mice, fixed 

overnight in 4% PFA and embedded in paraffin wax prior to sectioning. Serial tissue sections (5 

µm) of paraffin-embedded specimens were collected, mounted on microscope slides, 

deparaffinized in xylene, rehydrated in a graded series of ethanol then stained with 

hematoxylin eosin (H&E) following the standard protocol as we previously described12,13. 
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IV.4.11. Statistical Analysis 

All data values are given as means ± SD. One-way ANOVAs and Fisher LSD tests were used to 

determine significance of normally distributed and equal variance data. Kruskal–Wallis ANOVA 

and Dunn's method of comparison were used for non-normal distributions. 

IV.5. Results 

IV.5.1. Mutant Mice Line 

Three mutant mouse lines were generated using the CRISPR-Cas9 technology, two were simple 

knock-in mutant and one combining the two previous mutations. The human POC5 gene and 

the mouse Poc5 gene share 78,67% of homology, the mutations p.(A430T) and p.(A413V) that 

were inserted correspond to the mice version of the human SNPs p.(A446T) and p.(A429V); 

respectively (Figure IV.1). The third line was obtained by crossing the two simple mutant lines 

together to have both mutation p.(A430T) and p.(A413V) SNPs (Figure IV.1). The control WT 

mice have the same genetic background, C57BL/6N. 

IV.5.2. The mutant mouse line showed modified bone phenotype 

compared to control mice. 

Microcomputed tomography (microCT) was performed on 7 to 11-month-old mice from 

C57BL/6N-poc5emA430T, C57BL/6N-poc5emA413V-A430T and C57BL/6N lines (Figure IV.2A) and the 

reconstructed 3D spinal trajectory were aligned (Figure IV.2C) and the measurement of the 

radius of the curvature in the thoracic region (Figure IV.2B) revealed a kyphosis for the 

C57BL/6N-poc5emA413V-A430T mice (Figure IV.2D) compared to the WT line. No significant change 

was observed for the C57BL/6N-poc5emA430T line. The spinal growth was then assessed during 

puberty for the three mutant mouse lines compared to control mice. To do so, microCT were 

performed on adolescent mice at 25 days-old (early), 35 days-old (mid) and 45 days-old (late) 

and 3D spinal view was reconstructed. This analysis did not reveal major abnormality of the 

mutant mice spine at this age compared to the WT mice spine (Supplementary Figure IV.1). 
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It is well known that AIS patient showed low bone mineral density, the trabecular and cortical 

bone mineral density of the femurs from the 12 weeks-old mutant mouse line compared to 

controls were therefore assessed and no significant change was observed compared to WT 

mice (Supplementary Figure IV.2). 

IV.5.3. Poc5 Mutant  Spinal Osteoblasts Showed an Impaired Osteoblastic 

Activity, Proliferation and Ciliogenesis. 

AIS is known as a skeletal disorder that is why we extracted osteoblasts from mice spine for 

functional characterisation. One-month-old mice from the three mutant mouse lines and WT 

mice were euthanized, and osteoblasts were extracted from the spine to assess the 

functionality of this cell type. The three mutant mouse lines showed a significant diminution 

of the relative alkaline phosphatase (ALP) activity compared to the WT osteoblasts reflecting 

a diminution of the osteoblastic activity (n=10, *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001, student 

test) (Figure IV.3A). Moreover, the alizarin red assay was performed and revealed a decreased 

calcification for the three mutant mouse lines C57BL/6N-poc5emA430T, C57BL/6N-poc5emA413V, 

C57BL/6N-poc5emA413V-A430T osteoblasts compared to controls (n=10, ***=P<0.001, ns : non-

significant, student test) (Figure IV.3B). 

The MTS assay performed on osteoblasts extracted from the spine revealed a significant 

diminution of the proliferation rate of the osteoblasts extracted from the C57BL/6N-poc5emA430T 

mutant mice (n=4, p<0,05, student test) compared to WT (Figure IV.3C). 

Previous studies from our laboratory identified impaired ciliogenesis in AIS cells15, 18, so we 

then assessed the percentage of ciliated cells in mutant and WT mouse osteoblasts. A 

significant decrease of 6% and 22% of ciliated cells was observed compared to control for the 

mutant C57BL/6N-poc5emA413V, and the double mutant C57BL/6N-poc5emA413V-A430T respectively 

(Figure IV.3D). This diminution of ciliated cells for the Poc5 mutant mice revealed an impaired 

ciliogenesis that is even worse for the Poc5 double mutant line. 
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IV.5.3. Histological Analysis of the Ciliary Organs isolated from the Poc5 

Mutant Mice Lines Showed Tissue Alteration Compared to the WT Mice. 

The ciliary gene alterations cause defects in ciliary proteins and induce a group of diseases 

known as ciliopathies. These pleiotropic disorders affect the structure or the function of 

different organs including the brain (Cognition, behaviour), the eyes (retinopathy), the heart 

(Left-right asymmetry), the kidneys (cysts), the lungs (clearance defects), the skeleton 

(scoliosis) and the liver (cysts, fibrosis)19. Because the Poc5 gene is essential for the proper 

ciliogenesis15, the effects of the different Poc5 variants on the ciliary tissue organisation were 

next assessed by hematoxylin eosin staining. For this purpose, the ciliary organs: brain, liver, 

kidneys, eyes, heart, and lungs were extracted from the one-month-old mice and the tissue 

sections were stained with hematoxylin eosin and analysed (Figure IV.4, IV.5).  

The analysis of the brain, the kidneys, the heart, and the lungs of the mutant mice did not 

reveal any tissue structure abnormality, cystic phenotype nor fibrosis compared to their wild-

type littermates (Figure IV.4A, IV.4B, IV.4C, IV.4D). The analysis of the mutant mice retina 

revealed a photoreceptor layer abnormality, especially for the C57BL/6N-poc5emA413V line. 

Indeed, the OSL (outer segment layer) and ISL (inner segment layer) appeared to be larger than 

the wild-type retina (Figure IV.4E) that must be quantified. No differences were observed 

between males and females for none of the 6 analysed organs. However, mutant Poc5 mice 

liver showed a specific type of ballooning degeneration of hepatocytes, a hallmark of 

steatohepatitis (Figure IV.5). 

IV.6. Discussion 

This study reports the phenotypic characterization and changes at the tissues and cellular level 

of the three Poc5 mutant lines. Spinal deformation, impaired ciliary tissues, hepatic steatosis, 

and impaired osteogenic differentiation and ciliogenesis of the osteoblasts from the three 

mutant mouse lines indicated a cilia-related disease caused by Poc5 mutation.  The 

identification of POC5 gene as a candidate gene for AIS and subsequent identification of 
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additional ciliary associated genes that take part in the primary cilia formation, function or 

integrity20, orientated the scientific community to the hypothesis that AIS could be a subtype 

of ciliopathy18, 20. The primary cilia, an antenna-like projection of the cell, plays a role in the 

chemical and mechanotransduction of the environmental signals. The primary cilia is essential 

for many biological processes and when it is defective, it causes a group of rare complex 

syndromes called ciliopathies, and scoliosis is one of the symptoms. To decipher the link 

between the primary cilia and the physiopathogenesis of AIS, we created two lines of mutant 

mice that are carrying mutations mimicing two of the three human SNPs previously identified, 

c.G1336A (p.A446T) and c.C1286T (p.A429V)2, and a third mutant line carrying both variants 

to enhance the effect of the defective Poc5 protein. 

The analysis of the spine of the Poc5 mutant mouse lines revealed spinal deformities for the 

double mutant mouse line, C57BL/6N-poc5emA413V-A430T. Indeed, these mutant mice significantly 

developed a kyphosis compared to control mice, and this deformity was observed for both 

females and males. Because AIS progress mainly during puberty in Human, spinal curvature 

was assessed during mouse adolescence period, the period of rapid growth, (25 to 55 days of 

age), and no significant curvature was observed suggesting that the kyphosis in the line 

C57BL/6N-poc5emA413V-A430T occurs later than the mouse adolescence period. This is in contrast 

with the AIS onset. This could be explained by the fact that mice are quadrupeds, and hence 

they are not subject to the same dorsal shear stress and axial loading as bipeds. Without these 

mechanical stresses, the growth spurt occurring during the puberty in mice does not have the 

same impact on the spine as for Human. Additionally, the literature is reporting knock-out 

models in quadrupedal mice models that were developing scoliosis, for example 

Col2a1CreERt2 mouse line21, Agc1-CreERT2 mouse line22, Gdf5/Gdf6 double mutant mouse 

line23, Fgfr3 mutant mouse line24, 25, with a complete deletion of the protein production, but 

no knock-in model. Our study is the first one that reported knock-in mouse models to study 

AIS and these Poc5 mutant proteins are probably not strong enough to be deleterious in 

quadrupedal conditions. To conclude in on the spinal deformity, additional analysis in bipedal 
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mutant mice should be done. The deformities must be quantified during the time, in vivo, to 

avoid the post-mortem postural changes occurring with the changes in muscle tone. 

To complete the bone phenotype, femoral bone mineral density was then assessed for the 

three mutant mouse lines compared to WT mice. Indeed, it is well documented that AIS 

patients, especially girls, have low bone mineral density. Our experiments on 12 weeks-old 

mice revealed no significant difference between mutants and WT mice for both females and 

males. Additional analysis using older mice should be done to determine if the Poc5 mutant 

mice acquire osteoporosis with age compared to control mice. 

At the cellular level, the extraction of the osteoblasts from the mutant mice spine allowed us 

to demonstrate a calcification and osteoblastic activity impairment, coupled with a low 

proliferation rate compared to the cells extracted from the WT mice, in concordance to 

previous analysis in human cells15. Indeed, our laboratory recently showed that the POC5A429V 

SNP resulted in a subcellular localisation impairment of the centriolar protein POC5 in 

transfected and patients cells, a loss of interacting protein partners leading to a primary cilia 

retraction and a default in the cell cycle progression compared to control cells15. Further 

analysis should be performed to assess the localisation of the Poc5 mutant mouse protein 

compared to controls. We then analysed the ciliogenesis in mutant osteoblasts and control 

osteoblasts and we reported that mutant cells were significant less ciliated than controls 

reflecting an impaired ciliogenesis in Poc5 mutant cells. These results are in accordance with 

previous analysis in AIS patient cells that were carrying POC5 or TTLL11 SNPs15, 18. The primary 

cilia length should be assessed to determine if Poc5 mutant mouse line showed shorter 

osteoblast primary cilia compared to control mice. Indeed, previous work reported shorter 

primary cilia for AIS patient cells that were carrying POC5A429V SNP15 and was confirmed in IS 

osteoblasts26. In contrary, longer primary cilia for IS patient cells were also reported by 

Oliazadeh et al20 after 72hours in ciliogenesis media. These results reflected the importance of 

the primary cilia, and an impaired ciliary length, longer or shorter, is deleterious for the cellular 

function and could cause the deformity of the spine. 



  

104 

Prior study from our laboratory highlighted a default in glutamylation, a post-translational 

modification of the tubulin that occurs in the axoneme of the primary cilia, as a possible cause 

of impaired primary cilia length regulation in AIS18. It would be interesting to assess the 

glutamylation of the primary cilia from the spinal osteoblasts of the three mutant mouse lines 

to confirm the implication of this mechanism in the AIS physiopathogenesis. 

Moreover, Oliazadeh et al26 have documented an impaired cilia length dynamic or ciliogenesis 

in response to fluid flow and a failure to position or elongate in function of the applied flow 

for the AIS osteoblasts compared to control cells. An inhibition of the cell migration by fluid 

flow was also reported in AIS osteoblasts contrary to control cells26. Altogether, these 

observations support that AIS cells carry out cytoskeletal abnormalities related to primary cilia 

impairment. Interestingly, primary cilia have been found to be related to the microtubule (MT) 

network disorganization caused by the reduction of MT anchorage to the basal body resulting 

in bone-mass reduction27 under microgravity stress. Additionally, fluid flow increases the 

secretion of VEGF-A and PGE2 in control osteoblasts as they are involved in bone remodeling28, 

29, but this effect was lost in AIS cells26 reflecting an impaired mechanotransduction. 

Default in primary cilia length dynamic, could be due to a post-translational protein 

modification such as the polyglutamylation, spoiling the capacity of the primary cilia to 

correctly detect the environmental stimuli. These modifications could also contribute to the 

loss of the cytoskeletal rearrangement, impaired cellular mechanostranduction, deacreased 

cell migration and osteoblast differentiation leading to the low bone density and spinal 

deformity in AIS patients. 

Primary cilia are known to be required for numerous cellular processes. Their defects (in the 

formation and/or function) affect various tissues in Humans and mice. Indeed, mouse models 

of ciliopathy reveal various hallmark feature i.e. deafness, digits abnormality, retinopathy, 

skeletal impairments, kidney cysts, liver cysts or fibrosis, brain anomalies, situs inversus and 

pulmonary default19. Hence, we investigated the ciliary organs brain, lungs, kidneys, heart, 

eyes and liver using histological analysis. Interestingly, no major structural abnormality for the 
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brain, lungs, kidneys, and heart from the mutant Poc5 mouse lines compared to control mice 

were reported. However, steatohepatitis was observed in mutant mice and this default has 

been associated with ciliopathy in Human30, 31. Despite this observation, the mutant mouse 

lines were not obese and received the same diet as their wild-type littermates. Previous studies 

demonstrated that abnormal intracellular Ca2+ developed lipid accumulation, insulin resistance 

and liver fibrosis32, 33. Interestingly, primary cilia are hosting polycystins that are Ca2+ 

channels34, meaning that in our mutant mouse lines, the impaired ciliogenesis may disrupt the 

Ca2+ signalisation leading impaired hepatic lipid homeostasis.  

In this study, we were enabled to observe any retinal defect despite the previous findings that 

related POC5 to retinitis pigmentosa4. Our results are not surprising as we assessed the retinal 

structure of 1-month-old mice and retinal degeneration is mostly observed from 6 to 8 months 

of age and the onset in humans depend on the genetic type, but more than three-quarters will 

be symptomatic by the time they are 30 years old35. Additional analysis of the retina histology 

and retinal function (visual motor response) must be done at later stage of the mice 

development to conclude about any retinal phenotype. Also, these different ciliary organs 

must be assessed in later stages to assess the development of the disease and by 

immunofluorescence to characterize the primary cilium, especially the length and the 

polyglutamylation level. 

This study suggests that AIS is a subtype of ciliopathy. In Humans, the defaults caused by the 

alteration of POC5 protein could be compensated in ciliary organs including the spine, during 

most of the life. But for the spine, this mechanism seems not enough during the growth spurt. 

Indeed, the growth velocity, especially for the spine, is the highest (from 8cmy-1)36 during this 

period of life and this is highly stressful for the organism. The compensatory mechanism could 

be overwhelmed leading to the deformation of the spine. AIS patients could carry other 

defaults in different organs that do not lead to a condition so that are not yet known. However, 

the link between vision and AIS was already shown in Humans37.  
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To conclude, the genetic models of Poc5 mutant mice revealed a ciliary-associated phenotype. 

Based on previous findings reporting POC5 variants in AIS in humans and based on this study, 

AIS could be a subtype of ciliopathy or a cilia-associated disorder. Other organs could be 

impaired in AIS but without drastic consequences. Understanding the subtle tissue changes 

and biological causes of AIS is required to improve the knowledges of this complex disease and 

will help with devising new therapeutical strategies and prevention. 
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IV.9. Figures legends 

Figure IV.1. Alignment of POC5 Protein Sequences in Various Species.  

Sequence identity is highlighted in green. Arrowheads indicate mutations which co-segregate 

with IS and AIS. Two of the three mutations (A429V and A446T) were reproducible in mice, 

respectively A413V and A430T.  

Figure IV.2. Mutant C57BL/6N-poc5emA413V-A430T Mice Are Affected by Kyphosis. 

A. The spines of mutant and control mice (7 to 11 months old) were assessed by microCT scans, 

and the three-dimensional images were then analysed using an in-house code (PyMicroCT) to 

annotate the intervertebral space. B. The radius of the curvature in the thoracic region was 

measured. C. Lateral and dorsal views of the alignment of the spinal 3D reconstructed 

trajectory revealed a kyphosis for the C57BL/6N-poc5emA413V-A430T mutant mouse line compared 

to controls. (The head is right side, and the tail is left side). D. Graphical representation of the 

radius of the curvature that were observed for female and male mutant and control mice 

reported a significantly reduced radius for the double mutant line C57BL/6N-poc5emA413V-A430T. 

Figure IV.3. Poc5 Mutant Spinal Osteoblasts Showed an Impaired Osteoblastic Activity, 
Proliferation and Ciliogenesis.  

A. Alkaline phosphatase concentration of mutant and WT osteoblasts after 12 days in 

mineralisation medium. Absorbances were measured in triplicate at 415nm. The results are 

represented as mean ± SD, the difference with controls was examined by unpaired, two-tailed 

Student’s t-test, p<0.001) (n=10). B. The pictures are representing the cells stained with 

Alizarin red after 28 days in mineralisation medium. Magnification x22. Scale bar = 0,5mm. 

Alizarin red concentrations obtained by measuring the absorbance in triplicate at 405nm. The 

results are represented as mean ± SD, the difference with controls was examined by unpaired, 

two-tailed Student’s t-test, p>0.05) (n=12). C. Osteoblasts proliferation rate measured by MTS 

assay at 0 (3000 cells were seeded), 22, 46, 70 and 118hours. Absorbances were obtained at 

490nm in triplicate. The results are represented as mean ± SD, the difference with controls was 

examined by unpaired, two-tailed Student’s t-test, ns=P>0.05, *=P<0.05, **=P<0.01, 

***=P<0.001) (n=4). D. Graphical representation of the percentage of Poc5 mutant ciliated 
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osteoblasts compared to control cells reported a significant decrease of ciliated mutant cells. 

The results are represented as mean ± SD, the difference with controls was examined by 

unpaired, two-tailed Student’s t-test, ns=P>0.05, *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001); n=3700. 

Figure IV.4. Hematoxylin and Eosin (H&E)-Stained Ciliary Organs of Poc5 Mutant Mice and 
WT One-Month-Old Mice.  

Heart section histology revealed no significant structural modification from Poc5 mutant mice 

compared to the WT. n=30. Scale bar 100 µm; magnification: left panels x10, right panels x20. 

IVS: interventricular septum; LA: left atrium; LV: left ventricle; PM: papillary muscles; RV: right 

ventricle. B. Lungs sections histology revealed no significant structural modification from Poc5 

mutant mice compared to the WT. n=30. Scale bar 100 µm, magnification: left panels x10, right 

panels x20. AD: alveolar duct; TB: Terminal bronchiole; B: bronchiole; PV: pulmonary vein; *: 

alveoli. C. Kidney section histology revealed no significant structural modification from Poc5 

mutant mice compared to the WT. n=30. Scale bar 100 µm; magnification: left panels x10, right 

panels x20. C: Cortex; OM: Outer medulla; G: glomeruli; TCP: proximal convoluted tubule. D. 

Brain sections histology revealed no significant structural modification from Poc5 mutant mice 

compared to the WT. n=30. Scale bar 20 µm; magnification: x4. Hb: habenular nucleus; THA: 

thalamus; COR: cerebral cortex; RS: retrosplenial cortex; HIP: hippocampus; cc: corpus 

callosum. E. Eyes sections histology revealed modified OLS and ISL layers compared to controls. 

n=30. Scale bar 20 µm; magnification: x4. RPE: retinal pigmented epithelium; OSL: outer 

segment layer; ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: Inner nuclear layer; 

IPL: Inner plexiform layer; GCL: Ganglion cell layer. 

Figure IV.5. Hematoxylin and Eosin (H&E)-Stained Liver of Poc5 Mutant Mice and WT One-
Month-Old Mice. 

Liver section histology revealed hepatocytes from Poc5 mutant mice containing small or large 

lipid droplets accumulation compared to the WT. n=30. Scale bar 100 µm; magnification: lefts 

panels x10, middle panels x20, right panels x40. P: portal region; V: venule; A: artérioles; B: bile 

ductule; L: lymphatics. 
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IV.10. Figures 

 

Figure IV.1 

 

Figure IV.2 
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Figure IV.3 
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Figure IV.4 
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Figure IV.5 
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IV.11. Supplementary data 

 

Supplementary Figure IV.1. MicroCT Lateral Images of Mutant Poc5 Mice, C57BL/6N-

poc5emA413V and C57BL/6N-poc5emA413V-A430T did not Develop 3D Spine Curvature During the 
Adolescence Period Compared to C57BL/6NWT Mice. 
3D views of mice spine were obtained by microCT acquisition at 25days old, 35 days old and 

45 days old. 

 

 

Supplementary Figure IV.2. Bone Mineral Density of Mutant Poc5 Mice, C57BL/6N-

poc5emA413V and C57BL/6N-poc5emA413V-A430T  did not Reveal any Significant Changes Compared 
to Control Mice.



 

  

Chapitre V. Troisième article scientifique - Genetic Variant of 

TTLL11 Gene and Subsequent Ciliary Defects Are Associated 

With Idiopathic Scoliosis in a 5-Generation UK Family 

V.1. Description de l’article et contribution des auteurs 

Enfin, le troisième article publié dans la revue Scientific Reports, répond au dernier objectif de 

cette thèse qui était de démontrer la pathogénicité du gène TTLL11 muté dans des cellules 

issues de patients atteints de SIA et chez le poisson zèbre. En effet, un variant rare dans le gène 

TTLL11 a été identifié dans une grande famille britannique atteinte de SI, le variant 

c.1569_1570insTT. Le criblage de ce gène dans notre cohorte de patients atteints de SIA a 

permis d’identifier deux mutations rares supplémentaires chez deux autres familles. Au niveau 

cellulaire, nous avons pu observer des défauts dans l’expression de l’ARNm des transcrits de 

ce gène, un défaut dans la localisation de la protéine mutée par rapport à la protéine contrôle. 

Au niveau fonctionnel, nous avons pu observer que les cellules mutantes présentaient 

beaucoup moins de cils primaires, et que lorsqu’il était présent, celui-ci était plus petit et moins 

polyglutamylé. Nous avons ensuite analysé l’effet de mutation au sein de ce gène ciliaire 

TTLL11 au niveau de l’animal entier, le poisson zèbre. Nous avons pu observer chez un modèle 

de knock-down obtenu par injection d’un morpholino et un modèle mutant créé par la 

technique de CRISPR-cas9, une déformation de l’axe du corps. Chez les poissons mutants 

adultes, nous avons pu observer une déformation de la colonne vertébrale dans les trois 

dimensions similaires à celle observée chez les individus atteints de SIA. De plus, l’analyse des 

rétines des poissons adultes a mis en évidence un défaut dans la couche des cônes. 

Ce projet a été réalisé sous la direction du Dre Florina Moldovan en collaboration avec le Dre 

Anne Child (UK). J’ai réalisé l’analyse du séquençage ciblé du gène TTLL11, toutes les analyses 

cellulaires présentées dans cet article, ainsi que les études faites sur le poisson zèbre mutant. 
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L’identification du variant c.1569_1570insTT a été réalisée par les Drs Louise Ocaka, Michael 

Simpson, José Antonio Aragon Martin. La création du poisson zèbre morpholino et sa 

caractérisation a été réalisé par le Dr Shunmoogum A. Patten tout comme la création du 

poisson zèbre mutant. Tous les auteurs ont validé le manuscrit avant sa soumission.   
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V.2. Abstract 

Idiopathic scoliosis (IS) is a complex 3D deformation of the spine with a strong genetic 

component, most commonly found in adolescent girls. Adolescent idiopathic scoliosis (AIS) 

affects around 3% of the general population. In a 5-generation UK family, linkage analysis 

identified the locus 9q31.2-q34.2 as a candidate region for AIS; however, the causative gene 

remained unidentified. Here, using exome sequencing we identified a rare insertion 

c.1569_1570insTT in the tubulin tyrosine ligase like gene, member 11 (TTLL11) within that 

locus, as the IS causative gene in this British family. Two other TTLL11 mutations were also 

identified in two additional AIS cases in the same cohort. Analyses of primary cells of 

individuals carrying the c.1569_1570insTT (NM_194252) mutation reveal a defect at the 

primary cilia level, which is less present, smaller and less polyglutamylated compared to 

control. Further, in a zebrafish, the knock down of ttll11, and the mutated ttll11 confirmed its 

role in spine development and ciliary function in the fish retina. These findings provide 

evidence that mutations in TTLL11, a ciliary gene, contribute to the pathogenesis of IS. 

V.3. Introduction 

Idiopathic scoliosis is a form of vertebral column deformity, defined as a combination of a 

deviation of the spine in the sagittal and coronal plane with a vertebral rotation. It is 

characterised by a Cobb angle of ≥ 10° curvature1 with rotation of the spine, both of which can 

be seen on an upright spinal radiograph2. A sub-type of scoliosis that mostly occurs in the 

adolescent years (between 8 and 18) during puberty, specifically during the skeletal growth 

spurt period, is called Adolescent Idiopathic Scoliosis (AIS). This sub-type has an overall 

prevalence of 0.47–5.2%, according to literature3. Affecting 3% of the population4, AIS is the 

most common spinal deformity and has been shown to affect females more than males with a 

ratio ranging from 1.5:1 to 3:1, increasing with Cobb angle measurements, from 1.4:1 in curves 

between 10° to 20° and up to 7.2:1 in curves > 40°3.  
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AIS is a multifactorial disorder and it is widely recognised that there is a genetic 

predisposition5,6. The mode of inheritance is still unclear, but several modes have been 

described2,7: autosomal dominant inheritance with partial penetrance8, X-linked inheritance9, 

sex-influenced autosomal dominant inheritance with a female:male ratio of 8:110, and a 

complex trait or multifactorial mode of inheritance11. Indeed, 40% of AIS patients have a family 

history12,13, and there is a strong concordance between monozygotic twins compared to 

dizygotic twins14.  

AIS is characterised by an important genetic heterogeneity4. Genetic analyses have identified 

several candidate loci predisposing to AIS. Significant evidence of linkage to various regions on 

chromosomes 6, 9, 16 and 1715 and the previously described locus on chromosome 19p1316 

has been independently confirmed. More recently, refinement of a major locus for AIS on 

chromosome 9q31.2-q34.2 and a novel locus on chromosome 17q25.3-qtel were described1,17. 

All these studies reveal genetic heterogeneity and suggest polygenic aetiology of AIS2.  

Due to genetic heterogeneity and phenotypic complexity, the aetiology of AIS remains unclear. 

Interestingly, several studies suggested the contribution of a specific organelle, the cilium1,18-

21, in the pathogenesis of AIS. Human cilia are divided into two groups: motile and non-motile 

cilia (also called primary cilia), and their dysfunction leads to motor or sensory ciliopathies 

respectively22. It is well known that ciliopathies are associated with a high phenotypical 

heterogeneity including skeletal deformity (scoliosis)23. Primary cilia are chemical and 

mechanical sensors of pericellular environment thanks to different pathways like Wnt 

signaling–planar cell polarity pathway, signaling at focal adhesions and at adherent junctions, 

hedgehog signaling, notch signaling, and the JAK–STAT signaling24. Primary cilia have, among 

others, a role in mechanotransduction of fluid flow maintaining bone homeostasis especially 

in growth plate25,26 and in left-right patterning during embryogenesis27 which is impaired in AIS 

patients. Moreover, the identification of POC5 [MIM: 617880], a ciliary gene, as an IS causing 

gene1, supports this hypothesis. 
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In this study, we identified a new candidate gene for IS. The susceptibility locus 9q31.2-q34.2 

was first refined in a large UK family affected by IS presenting mainly in the adolescent period, 

and a mutation in the TTLL11 gene (Tubulin Tyrosine Ligase Like, member 11) [RefSeq: 

NM_001139442] was identified in a proband diagnosed with AIS. This gene has an important 

role in primary cilia integrity, and we showed that mutated TTLL11 lead to impaired ciliary 

glutamylation that resulted in shorter primary cilia in vitro using AIS patient’s fibroblasts. 

Moreover, we observed spinal deformity in vivo, using CRISPR-Cas9 zebrafish model, in both 

larvae and adult animals. 

V.4. Material and Methods 

V.4.1. Patients 

A five-generation British family (SC32), with eighteen known affected members (clinical 

data published in2, supplemental Table IV.3), was recruited by the orthopaedic surgeon at St 

George’s Hospital, London, UK. The proband SC32.1 was diagnosed as having adolescent 

idiopathic scoliosis (AIS). Among the family members, 7 males and 11 females (Figure V.1A) 

were affected. In total, there are nine affected members living. All are affected by a lateral 

spine curvature of at least 10° with vertebral rotation (Figure V.1B) and the age of diagnosis 

was variable. Any recognised syndrome including Marfan syndrome was ruled out. This 

family’s mode of inheritance of disease is autosomal dominant with a strong pattern of 

adolescent idiopathic scoliosis. An additional collection of 96 patients composed by 63 

unrelated British consecutives IS individuals and 10 families, and 18 French-Canadian families 

affected with autosomal dominant IS was established. The population control consisted of 

3000 individuals not screened for IS. 

V.4.2. Whole Exome Sequencing 

Whole exome sequencing was performed by the Division of Genetics and Molecular Medicine 

(King’s College London, UK) using DNA extracted from whole blood in two affected individuals 

from family SC32.1 and SC32.16. This strategy, where we assumed that rare or low-frequency 
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variants shared between the two exomes sequenced affected relatives in a family, were highly 

likely to be identical, optimised the information gained and reduce the cost compared to WES 

of all the affected individuals. A total of 3 μg of genomic DNA was sheared to a mean fragment 

size of 150 bp [Covaris] and the fragments used for Illumina paired-end DNA library 

preparation and enrichment for target sequences [SureSelect Human All Exon 50Mb kit, 

Agilent] Enriched DNA fragments were sequenced with 100 bp paired-end reads [HiSeq2000 

platform, Illumina]. Sequencing reads were aligned to the reference human genome sequence 

hg19 using the Novoalign software86. Duplicate and multiply mapping reads were excluded, 

and the depth and breadth of sequence coverage were calculated using custom scripts and the 

BedTools package87. Single-nucleotide substitutions and small indels were identified with 

SAMtools88, annotated with the ANNOVAR software89. The identified SNPs were then 

compared to a 3000 controls cohort and EVS database90. 

V.4.3. Sanger Sequencing 

DNA was sequenced using ABI BigDye terminator cycle sequencing chemistry 3.1 kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) on an ABI 3100 automated sequencer (Applied Biosystems) 

according to manufacturer’s instructions. Cycle sequencing of sequencing reactions was 

conducted on a PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Reseach). The sequencing reactions were 

purified using DyeEX 2.0 Spin Kit or DyeEx 96 plate (QIAGEN) according to manufacturer’s 

instructions (QIAGEN). The purified sequencing reaction was dried on a thermal cycler at 80 

°C. The resultant DNA pellet was then resuspended in 12 μl of deionised formamide and loaded 

into a 96 well non-skirted PCR plate (ABGENE). Prior to loading onto the ABI 3100 genetic 

analyser for sequencing (Applied Biosystems), samples were denatured at 95 °C for 5 min and 

cooled on ice. 

V.4.4. TTLL11‑Exome Sequencing 

A library was designed to perform the targeted sequencing of the TTLL11 gene using the Ion 

AmpliSeq (life technology). Sequencing of the 9 exons of TTLL11 of 63 unrelated British con 
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secutives AIS individuals and 10 families, and 18 French-Canadian families affected with 

autosomal dominant AIS was performed by Centre de Génomique Clinique Pédiatrique intégré 

CHU Sainte-Justine. The library was prepared using the Ion AmpliSeq DNA and RNA Library 

Preparation (MAN0006735, Rev. B.0, Ion Torrent, Life technologies) prior to the exome 

sequencing following the Ion PGM IC 200 Kit (MAN0007661, Rev. B.0) protocol. Sequencing 

reads were aligned to the reference human genome sequence [hg19] and the SNPs were 

identified by Ion Reporter [Ion Torrent]. Identified variants were annotated using ANNOVAR89 

which is implemented in VarAFT software91 which we used to select exonic and splicing 

variants with a MAF (minor allele frequency) ≤ 1%. 

V.4.5. Validation With Sanger Sequencing 

Identified variants were validated by Sanger sequencing. PCR amplification was performed 

using the TransStart FastPfu FLY DNA Polymerase (AP231, civic bioscience) following 

instructions of the manufacturer with primers described in supplemental Table V.4. Sanger 

sequencing of amplicons was performed on an ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems) 

at McGill University and Génome Québec Innovation Center (Montréal, Canada). 

V.4.6. Cell Culture 

Human Fibroblasts (DE0194 HB6574 and DE0193 HB2981) were provided by Dr. Anne H Child 

(Department of Cardiological Sciences, St George’s Medical School, University of London, UK). 

Cells were maintained in HAM’S F10 medium (supplemented with 10% (v/v) FBS (Wisent, 

Montreal, Canada), 10 mM HEPES (Wisent, Montreal, Canada), Penicillin-streptomycin final 

concentration 100 μg/ml and L-glutamine final concentration 2 mM (life technologies, 

Burlington, ON). Cells were maintained at 37 °C in 5% CO2 incubator. 

V.4.7. Genomic DNA Extraction 

Approximately 1×106 cells were collected and DNA was extracted with Purelink Genomic DNA 

mini kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. gDNA 
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was then submitted to PCR reaction for further sequencing analysis. PCR conditions were 

implemented according to the manufacturer’s instruction with Phusion high-fidelity DNA 

polymerase (NEB, Ipswich, MA, USA). For all primers temperatures and cycles conditions are: 

2 min at 98 °C followed by 40 cycles of 98 °C for 10 s, 64 °C for 30 s and 72 °C for 30 s, followed 

by a final extension step at 72 °C for 5 min. (See Supplementary Table V.4 for primer 

sequences). 

V.4.8. RNA Isolation and RT‑qPCR 

Total cellular RNA was isolated from DE0193, and DE0194 cells using TRIzol reagent (Life 

Technologies) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was prepared from 1 μg of 

total RNA in 20 μl reaction volume using the RT omniscript (Applied Biological Material) 

according to the manufacturer’s instructions and diluted in 1/5. BrightGreen real-time PCR was 

performed with LightCycler system Roche technology) and BrightGreen Express 2x qPCR 

MasterMix (Applied Biological Material) to amplify Human TTLL11 transcript 1 

(NM_001139442) and transcript 2 (NM_194252). Amplification mixture (20 μl) contained 5 μ l 

of template diluted cDNA, 2× Mix and 300 nM forward and reverse primers. The cycle 

conditions were set as follows: 95 °C for 30 s, (95 °C for 5 s, 60 °C for 30 s) ×40 cycles, melting 

curve and cooling according to specific guidelines for LightCycler. All reactions were run in 

triplicate for each testing primer couple and GAPDH was run in duplicate to be used as the 

normalizing gene. The 2−ΔΔCt method was used to calculate relative mRNA levels. (See 

supplemental Table V.4 for primer sequences). 

V.4.9. Protein Extraction and Western Blot 

Cell protein lysate were obtained from DE0194 and DE0193 fibroblasts using RIPA buffer 

(Pierce, Thermo-Fisher Scientific) (25 mM TrisHCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium 

deoxycholate, 0.1% SDS), containing protease and phosphatase inhibitors (Roche diagnostic). 

Resolved proteins were transferred to nitrocellulose membrane (Millipore) and then probed 

with different primary antibodies: TTLL11 (#PA-46070, Thermo-Fisher Scientific 1/500), GT335 
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(Adipogen #AG-20B-0020 1/1000), PolyE (Adipogen #IN105 1/1000) and β-actin (Santa Cruz 

Biotechnology #sc-47778). Membranes were then incubated with horseradish peroxidase-

conjugated secondary antibody for chemiluminescent substrate visualization (ECL Plus, 

Amersham Biosciences). 

V.4.10. Immunofluorescence 

Cells were cultured in an eight-well-chamber glass slide (Fisher scientific cat #354108). Mutant 

and WT cells were treated with medium without FBS for 24h before processing to 

immunofluorescence. Cells were fixed with (70% ethanol/0.2% triton on ice) and 

permeabilizated with 0.1% triton in PBS (PBST) then incubated with GT335 (Adipogen #AG-

20B-0020 1/1000), PolyE (Adipogen #IN105 1/1000), anti-TTLL11 (thermofisher cat #PA5-

46070 1/250) and anti-acetylated-α-tubulin (mouse monoclonal antibody, Sigma Aldrich cat 

#T7451 1/2000) antibodies diluted in 2% BSA/PBST. They were incubated for 1 h at room 

temperature (RT). Cells were then washed three times with PBST and incubated with 

secondary antibodies Alexa fluor 488 anti-rabbit (life technologies cat #A11008 1/500) and 

Alexa fluor 555 anti-mouse (Life technologies cat #A21422 1/500) for 1 h at RT. Mounting was 

done using prolonged gold anti-fade reagent with diamidino-2-phenylindole dye for fixed cells 

(DAPI) (Life technologies cat #P36931). Images were taken using Leica microscopy. 

V.4.11. Zebrafish Maintenance 

Adults, larvae and embryos were raised at 28.5 °C on a 14 h:10 h light:dark cycle. Adults and 

embryos were maintained using standard methods provided by the zebrafish book92. We used 

0.02% tricaine (MS-222; Sigma Chemical, St. Louis, MO) in clean tank water to anaesthetize 

fish prior to all procedures. 

V.4.12. Ttll11 knockdown in Zebrafish 

A translation blocking antisense morpholino oligonucleotide (MO) targeting the ttll11 gene 

was designed and synthesized by Gene Tools LLC (USA). The sequence of the ttll11-MO was 5′-
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GGC TGA TTT GTT ATC TCA TCT AGG T-3′, while that of the control-MO, was 5′- CCT CTT ACC 

TCA GTT ACA ATT TAT A-3′. MOs were diluted to 1 ng/nl, and approximately 3nl was injected 

into fertilised zebrafish eggs at the one- to two-cell stage using a Picospritzer III microinjector. 

Embryos were stage matched, anaesthetised using 0.02% MS222 in E3 embryo medium and 

observed under a stereomicroscope (SZX16 Olympus). 

V.4.13. Ttll11 Mutant Zebrafish 

We used the CRISPRscan software93 to design the sgRNA to target the sequence GAG GTA GAT 

GCC ATC CCCTT GGG (with PAM, Protospacer Adjacent Motif). The designed sgRNA, 

taatacgactcactataGGG GTA GAT GCC ATC CCC TTgttttagagctagaa has no identified off-targets 

using CRISPR-scan. All injections were performed in 1-cell stage embryos from WT strain. Each 

embryo was injected with around 1.7 nl solution containing 30 ng/μ l of sgRNA and 100 ng/μ l 

of Cas9 mRNA. Mutants were selected by using HRM (High-resolution melting) as described 

previously94. To date, the transgenic lines have been outcrossed for more than 4 generations 

to dilute out potential off target mutations. 

V.4.14. Three‑Dimensional Imaging and Reconstruction 

Three months old WT and ttll11 mutant zebrafish were collected and fixed in 4% 

paraformaldehyde (PFA) overnight at 4°C and three-dimensional Imaging and Reconstruction 

of Zebrafish spine underwent a micro-CT scan (SkyScan 1072 High Resolution Desktop Micro-

CT System, Microtomograph, SkyScan) for three-dimensional (3D) visualization of the skeleton 

after 3D imaging and subsequent reconstruction. Acquisition parameters for the scan were as 

follows: 35 kV, 215 μ A, step rotation of 0.9°, pixel size 4-7 microns; images were reconstructed 

using NRecon (Version: 1.6.1.3). The general body shape of 8 days-old larvae was also analysed 

under a stereomicroscope (Leica M205 FA). 
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V.4.15. Retinal Histology and Immunostaining 

Adult zebrafish were decalcified after micro-CT examination and embedded in paraffin wax 

prior to transverse sectioning. Eye tissue sections (6 μm) were then mounted on microscope 

slides and stained with hematoxylin eosin (H&E) following standard protocol. For 

immunostaining, eye tissue sections were deparaffinized in xylene, rehydrated in a graded 

series of ethanol, washed 3 times in PBS, and permeabilized for 30 min in 4% Triton X-100 

containing 10% goat serum and 2% bovine serum albumin (BSA). Then retinal sections were 

incubated with the zpr1, zpr3 antibodies obtained from the Zebrafish International Resource 

Center95 or 3A10 antibody obtained from Hybridomas Bank (cat# AB_531874) (1/500) and 

acetylated-α-tubulin (Sigma Aldrich cat #T7451) (1/2000) simultaneously during 24 h at 4 °C. 

Tissue sections were washed several times in PBS and then incubated with the secondary 

antibody conjugated with Alexa Fluor 488 (life technologies cat# A11008 1/500) and Alexa 

Flour 555 (Life technologies cat # A21422 1/500) for 1 h at RT. Images were acquired using 

confocal microscope. 

V.4.16. Statistical Analysis 

All data values are given as means ± SD. Statistical analyses were performed, and data were 

plotted in SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). One-way ANOVAs and 

Fisher LSD tests were used to determine significance of normally distributed and equal 

variance data. Kruskal–Wallis ANOVA and Dunn’s method of comparison were used for non-

normal distributions. 

V.4.17. Study Approval 

All animal procedures applied in this study were carried out in accordance with the guidelines 

set out by the Canadian Council for Animal Care (CCAC), the CHU Sainte-Justine Research 

Center, and the Comité de Déontologie de l’Expérimentation sur les Animaux (CDEA), which is 

the local animal care committee at the University of Montreal, Canada. The study was carried 

out in compliance with the ARRIVE guidelines (Animal Research: Reporting of In Vivo 
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Experiments). This study was approved by the ethics committee for CHU Sainte-Justine 

Research Center, University of Montreal (ZF-09-60/Category B). All procedures involving 

humans were carried out in accordance with the guidelines set out by the ethics committee of 

CHU Sainte-Justine Research Center. Written informed consent was received from participants 

and from legally authorised representative of minor participants prior to enrollment. 

V.5. Results 

V.5.1. Identification of a Rare Variant in TTLL11 Gene. 

Linkage analysis previously refined the region 9q31.2-q34.2 as an AIS susceptibility locus in a 

5-generation family, SC32, affected by autosomal dominant AIS2 (Figure V.1A). The curvature 

in this family ranged from 15° to 65°, and the Cobb angle measured for the proband (SC32.1) 

was 40° at the diagnosis and progressed to 56° before surgery (Figure V.1B). The linkage 

analysis revealed that all clinically affected individuals within family SC32 shared a common 

haplotype, that was absent for all unaffected individuals, confirming that disease segregated 

with 9q (supplemental Figure V.1)2. To identify the causative gene, exome sequencing was 

performed for this specific region, 9q31.2-q34.2, on 2 affected patients, the proband SC32.1 

and SC32.16 (3 meiosis distance, SC32 family). Each exome was sequenced to a mean depth of 

71.39× and 62.87× with > 84.01% and > 81.18% of coding bases covered by > 20 reads 

respectively. 

Reads were then aligned to the reference genome hg19 and a rare variant in TTLL11 gene was 

identified by variant calling (Figure V.1C). TTLL11 gene codes for two transcripts, transcript 1 

(NM_001139442), which is longer than transcript 2 (NM_194252). The identified mutation is 

an insertion of two thymine (g.124751443_124751444insTT, MAF < 1%) that results in a 

premature stop codon in the transcript 2 (c.1569_1570insTT), leading to a truncated protein 

(p.Pro524PhefsTer4) (Figure V.1D). This rare variant that we identified was not present in 3000 

in house control exomes and was found on 8 alleles on 8246 according to the EVS database 

(Exome variant server28) (supplemental Table V.1). Moreover, this variant is predicted to be 
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pathogenic for the transcript 2 by UMD-predictor29 (UMD-score: 100) and MutationTaster30 

(score: 1; disease causing). 

Subsequently, to assess for mutations in TTLL11 in a larger cohort, its 9 exons were screened 

by Ion AmpliSeq from Life technology in 96 AIS affected individuals from a French-Canadian 

and British population. The VarAFT 2.3 software was used to annotate and filter the 13 genetic 

variants discovered in TTLL11 gene. After filtering (minor allele frequency < 1%, single-

nucleotide substitutions and small indels, pathogenicity prediction), out of 13 variants, 2 were 

identified as novel rare variants in TTLL11 (Supplemental Table V.2). Interestingly, these two 

rare variants were found in 2 British AIS patients and none were identified in any of the AIS 

affected patients from the French-Canadian population (Supplemental Figure V.2). These two 

mutations are predicted to be pathogenic for the transcript 1 (NM_001139442), SC203: 

c.1751+1G>A, (rs not known), HSF: Broken WT Donor Site and SC217: c.2214C>A; 

rs766983167, UMD-score: 100).  

To gain more insights on the pathogenic role of the mutation in gene TTLL11 on its expression, 

we first assessed TTLL11 transcripts 1 and 2 expression from healthy control (DE0194) and 

patient-derived fibroblasts (NM_194252: c.1569_1570insTT; DE0193). In WT cells, the 

expression of WT TTLL11 transcript 1 was increased from 1 to 2 h following FBS privation prior 

to returning to regular expression (Figure V.2A). In parallel, the mRNA expression of WT TTLL11 

transcript 2 was decreased (Figure V.2B). In mutant cells, the expression of TTLL11 transcript 

1 is reduced compared to WT transcript (Figure V.2A). In parallel, mutant TTLL11 transcript 2 

expression is increased compared to WT (Figure V.2B). These results suggest that the 

c.1569_1570insTT mutation disturbs the mRNA expression of TTLL11 transcript 1 and 2. 

V.5.2. TTLL11 Localisation and Ciliogenesis  

The localization of TTLL11 was assessed by immunofluorescence staining in mutant DE0193 

and WT DE0194 fibroblasts after 24 h of serum starvation31,32. Acetylated-α-tubulin antibody 

binds to α-tubulin that carry acetylated K40, meaning primary cilia from proximal to distal 
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end33, centrioles, mitotic spindles, midbodies and to subsets of cytoplasmic microtubules. 

According to these results and assuming that α-tubulin acetylation of primary cilia is 

independent of TTLL1 function and reliably indicates ciliary length, acetylated-α-tubulin was 

used as primary cilia marker. Despite the ciliary function, in fibroblasts, WT TTLL11 proteins 

localized in the nucleus and in the cytoplasm (Figure V.3A) but mutant TTLL11 proteins were 

more nuclear. 

Moreover, after 24 h of serum starvation, around 75% of WT fibroblasts showed acetylated α-

tubulin primary cilia compared to 20% for the TTLL11 mutant fibroblasts (p=3.9×10−9) (Figure 

V.3B) for which the length of acetylated α-tubulin from the primary cilium was reduced (Figure 

V.3C). Indeed, primary cilia of more than 5μm are significantly reduced for mutant cells, and 

cilia of less than 3 μm were more prominent in mutant cells compared to WT fibroblasts (Figure 

V.3C). These results reveal that the identified mutation (c.1569_1570insTT) of TTLL11 leads to 

a mislocalisation and shorter cilia or the absence of cilia. Taken together, these results confirm 

the implication of TTLL11 in primary cilia integrity. 

V.5.3. TTLL11 is Required for Proper Long Glutamate Side Chains  

Tubulin undergoes different post-translational modifications (PTMs) called the tubulin code. 

The most characterised PTMs are acetylation, detyronisation, glycylation and glutamylation34. 

TTLL11 is a polyglutamylase from the tubulin tyrosine ligase-like (TTLL) family of proteins that 

includes enzymes responsible for the two PTMs glutamylation and glycylation. TTLL11 is known 

to preferentially modify α-tubulin by extending the glutamate chain as an elongase35. The 

functionality of TTLL11 in mutant DE0193 cells and WT DE0194 cells was then assessed using 

both GT335 and polyE antibodies that detects the branch point of glutamate side chains or the 

long polyglutamate chains (≥ 3 glutamates) respectively. Interestingly, the polyglutamate 

chains were reduced at the cilium level in mutant cells (Figure V.4 A, B), and the amount of 

branch point glutamate was also reduced (Stained with GT335). Additionally, the long 

polyglutamate chains (≥ 3 glutamates) were induced after serum starvation until 48 h prior to 

decrease in the WT cells while the long polyglutamate chains were strongly decreased in the 
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mutant TTLL11 cells (Figure V.4C); leading to short cilium length. These results demonstrate 

that TTLL11 is required for proper long glutamate side chains elongation, and this function is 

impaired in TTLL11 mutant AIS cells. 

V.5.4. Ttll11 Is Implicated in Zebrafish Spinal Development 

To further functionally validate the implication of TTLL11 in the pathogenesis of AIS, 

knockdown modelling in zebrafish was performed; a powerful model to study AIS1,18,36,37. 

Phylogenetic analysis indicated that TTLL11 was conserved during evolution and that zebrafish 

have a unique ortholog that shares 71% of homology with human TTLL11 gene. Interestingly, 

ttll11 is expressed as early as the 8-cell stage and later in development its expression is 

predominantly localized to the central nervous system38. We disrupted ttll11 expression using 

an antisense morpholino (MO) (Figure V.5A). Loss of function of ttll11 resulted in a significant 

curvature of the body axis in ttll11 morphants compared to control embryos as from 2-days 

postfertilization (hpf) (Figure V.5B). The body curvature in ttll11 morphants progresses 

through early larval stages (4–6 dpf) with a moderate or severe body curvature (Figure V.5C). 

Similar phenotypic variability in the appearance and severity of the curve has been observed 

in several zebrafish models of scoliosis1,39,40. We were unfortunately not able to fully 

characterize the spinal curvature during juvenile and adult stages using bone imaging 

techniques because the ttll11 morphants did not survive past 9–12 dpf, likely due to their 

inability to swim and reach for food.  

We thus created a mutant zebrafish line for ttll11 gene using CRISPR-Cas9. We identified a 

founder mutant zebrafish carrying an 18 bp insertion in exon 4 of ttll11 leading to a strong 

modification of the TTL domain of the protein (Figure V.6A). The zebrafish homozygous mutant 

(mut-ttll11) exhibited a high incidence of body axis curvature in the larvae compared to WT 

fish but at a lower penetrance than ttll11-MO (Figure V.6C). The body curvature varied with 

different degrees of severity (Figure V.6B). Moreover, all the mutant larvae that were showing 

a curly phenotype died before 2 weeks post fertilization (Figure V.6D). Fish that acquired the 

curvature at a later stage were able to live until adult stage and we analysed mineralized spine 
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of these adult fish using micro-CT that revealed a 3D deformation similar to the deformation 

observed in AIS patients (Figure V.6E and supplemental videos). Indeed, the mutant spine 

displays curvature in two different planes with a rotation of vertebrae.  

V.5.5. Ttll11 Is implicated in Retinal Integrity in Zebrafish 

Ciliary defects cause a group of diseases called ciliopathies that are especially characterized by 

retinal defects and scoliosis. Cilia, as a complex structure, comprises more than 900 genes that 

are involved in ciliary structure and function41, and those genes are called ciliary genes. 

Because TTLL11 is a ciliary gene, and ciliary genes, such as POC5, were already related to retinal 

function42–45, the ciliary retinal tissue was then investigated. Zebrafish ttll11 has been reported 

to be expressed within the CNS and neural tube38. Moreover, function and structure of 

photoreceptor cilia are well understood46 and zebrafish retina is easy to access. Retinal 

sections of WT and mut-ttll11 zebrafish with and without scoliosis were stained by hematoxylin 

eosin (Figure V.7) and revealed a disorganization of the cone cell layer of mut-ttll11 adult 

zebrafish compared to control. 

To validate this finding, retinal sections were then labeled with different retinal layer specific 

antibodies: 3A10 antibody, specific to neurofilaments (rods and cones), zpr1 antibody, specific 

to cones and zpr3 that is specific to rods (Figure V.8). We observed a disorganisation of the 

cone cell layer (Figure V.8A, B) and especially of the double cones in mutant fish compared to 

controls. Indeed, lack of staining is observed in cones cell body layer (Figure V.8B, white 

arrows) and the layer of double cones cilium seems to be impaired (Figure V.8B, black arrows). 

On the other hand, no anomalies were observed in the rod layer between mutant ttll11 

zebrafish and controls (Figure V.8C). These results support the implication of the ciliary protein 

ttll11 in retinal layer integrity in a zebrafish model. 

V.6. Discussion 

Idiopathic Scoliosis is a complex disease with a multifactorial aetiology47 including genetic, 

epigenetic48, environmental, biomechanical49 and hormonal50 factors. Many studies identified 
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candidate genes that are probably involved in pathogenesis of IS and AIS but almost all of them 

are susceptibility genes, not causative genes51,52. In this study, we reported a new causative 

gene in a five-generation UK family, TTLL11, a ciliary gene. 

The refinement of a major locus for IS on chromosome 9q31.2-q34.22 was previously described 

in this family, SC32. A significant LOD score was detected at marker D9S2157 (Zmax=3.64 

(h=0.0)) and saturation mapping of the 9q region in family SC32 defined the critical disease 

interval to be flanked by markers D9S930 and D9S1818. This critical region cosegregated with 

disease in all affected members of this 5-generation family. Then, exome sequencing was 

performed to identify the causative gene. Exome sequencing revealed a single rare allele (MAF 

< 0.001) within the protein coding sequences of the defined linkage interval that was shared 

between the two sequenced individuals and not present in 3000 in house control exomes. The 

allele is predicted to lead to a frameshift in TTLL11 disrupting the transcript 2 of this gene 

(NM_194252). Sequencing of TTLL11 gene in 96 additional patients from our French-Canadian 

and British cohort (23 French-Canadian and 73 British patients), identified 2 new rare 

mutations in TTLL11 gene in the AIS population that are predicted to be pathogenic. However, 

so far, TTLL11 mutations were only found in British AIS population, so this gene could be 

specific to this population. 

TTLL11 is a ciliary protein and a member of Tubulin Tyrosine Ligase Like (TTLL) family, which 

play a role in  α- and β-tubulin mono- and polyglutamylation, a post-translational modification 

(PTM). This PTM is crucial for ciliary integrity, cell cycle and cell differentiation53,54. Indeed, 

polyglutamylation has been shown to maintain a proper alignment of outer doublet in ciliary 

axoneme55,56. 

Recently Patten et al.1 reported a causative gene, POC5, a ciliary-related gene, which explains 

10% of AIS family cases. TTLL11 and POC5 seem to be involved in a similar biological process, 

which could be involved in the physiopathogenesis of AIS. Indeed, these genes have an 

important role in the integrity of cilia especially primary cilia. It is accepted that ciliopathies 

could include skeletal deformity and scoliosis. 
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Polyglutamylation is a reversible modification characterized by the addition of glutamate 

residue, carefully regulated by the TTLL proteins family and tubulin deglutamylase of the 

Cytoplasmic Carboxyl Peptidase (CCP) proteins family57. This post-translational modification 

allows the interaction with the microtubule-associated proteins (MAPs)54 and play a role on 

intraflagellar transport (IFT)58. 

In human fibroblasts, we showed that TTLL11 is localized in the nucleus. Similar findings were 

observed when TTLL11 was expressed in HeLa cells59. In contrast, ttll11 was shown to localize 

in the cilium in C. elegans60 and in the basal body in MDCK cells35. However, these are limited 

studies and further work is required to better characterize its cellular localization in 

mammalian cells, especially in human cells. 

According to the literature, mouse Ttll11 shows preference for polyglutamylation elongation 

of α-tubulin when overexpressed in HeLa cells35, but in the nematode C. elegans, a recent study 

highlighted the crucial role of ttll11 to initiate the glutamate side chain61. This recent analysis 

is consistent with our data in human AIS cells, indeed we showed that TTLL11 was required to 

add the initiating glutamate to the side chain and proper long glutamate side chain. We noticed 

that the GT335 signal was not completely lost suggesting that some residual branch point 

glutamates were still added, suggesting a residual activity of mutant TTLL11, or a residual 

activity of one of the other initiase from the TTLLs family. For instance, TTLL5 is responsible of 

the proper glutamylation of RPGR, an X-linked retinitis pigmentosa GTPase regulator62. To 

date, no non-tubulin substrate for TTLL11 has been described, but it can’t be excluded.  

Little is known about the role of TTLL11 and about its potential role in IS but recent studies 

demonstrate that cilia hypoglutamylation promotes cilia disassembly63 and affect Hh signalling 

through anterograde IFT dependant mechanism58,63. TTLL11 gene leads to two different 

transcripts, transcript 1 composed by 9 exons and transcript 2 that has 4 exons, but their roles 

are not well documented yet.  

Our experiments support the hypothesis of the implication of cilia pathway in AIS 

physiopathogenesis. Moreover, the TTLL protein family was found to be involved in Joubert 
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syndrome [MIM; 612291], a ciliopathy characterized by mid-hindbrain malformation, 

hypotonia, developmental delay and skeletal defects such as scoliosis64. Indeed, TTLL6, which 

is also an α-tubulin polyglutamylase53, was found to be mislocalized in Joubert Syndrome65. 

The characterization of TTLL11 mRNA expression and its localization in AIS patient fibroblasts 

highlight an impairment due to the c.1569_1570insTT mutation and this seems to drastically 

affect ciliogenesis. An increase of transcript 2 was observed, and although in-silico prediction, 

we also observed a modification of TTLL11 transcript 1 mRNA expression, probably to balance 

the over-expression of transcript 2. Altogether, our results suggest that the altered TTLL11 

protein leads to a hypoglutamylated tubulin resulting in shorter primary cilia. Supporting this 

hypothesis several studies have shown the involvement of glutamylation in ciliogenesis, IFT 

and Hedgehog signaling58,63. Moreover, TTLL11 glutamylation was demonstrated to regulate 

ciliary trafficking, extracellular vesicle (EVs) release in C. elegans60. 

Interestingly, cilia host Ihh signalling66, which is involved in both endochondral and 

intramembranous ossification67, that are implicated in spine development68. In addition, Ihh 

pathway is associated with height69,70, an important parameter for the evolution of the spine 

curvature occurring in AIS71. Primary cilia host also the polycystin pathway which is involved in 

skeletogenesis and bone development72,73. Moreover, cilia sensory functions are exhibited by 

the TRP family receptors and Ca2+ influxes and interestingly, cilia respond to the sex 

hormones74,75 that are significantly increased during puberty. 

To support the implication of this gene in IS physiopathogenesis we did functional studies in 

an animal model, zebrafish (Danio rerio). The phenotype that we observed is similar to the 

phenotype observed in fish when ttll3 and ttll6, two other members of the TTLL protein family, 

are knocked down38, which supports the implication of this family in skeletal development. 

Because this approach is not highly specific and because these larvae did not live for more than 

2 weeks, a mutant zebrafish line was designed using the genome-editing technology CRISPR-

Cas9. With the selected guide, only one mutation was obtained, an 18pb insertion in exon 4 of 

ttll11 leading to an insertion of 6 amino acids on the TTL domain of the protein. Almost no 

larvae with spine curvature were able to stay alive suggesting that this deformation is not 
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viable for more than 2 weeks. This effect could be explained by the fact that the curvature 

affects their swimming capacity and prevents them from feeding. However, some fish 

developed this deformity at a later stage and were able to grow until adult stage. The curvature 

observed by micro-CT analysis in this ttll11 mutant zebrafish line is a 3D spine curvature with 

vertebral rotation (supplemental videos).  

Because TTLL11 is a ciliary protein and because the TTLL5 (also from the TTLLs family) and the 

ciliary protein POC5 was found to be implicated in scoliosis and retinal function1,42,62, histology 

of mut-ttll11 retinal tissue was assessed and revealed a disorganisation of the double cone cell 

layer. Interestingly, no retinal defect was initially observed in Ttll5−/− mice76, but further 

additional assays at older stage revealed a progressive photoreceptor degeneration62. 

These studies describe that retinal defect was seen in older animals but AIS is a disease that 

develop during the puberty, at younger stage of life. These results suggested a link between 

vision and the proper development of the spine as a link between vision and AIS was already 

showed in human77, this field warrants further investigations. Noteworthy, no visual 

disturbance was observed in the 5-generation UK family based on clinical record.  

In parallel, several studies showed that cilia could be involved in AIS by their implication in CSF 

(cerebrospinal fluid). Indeed, motile cilia of the surrounding epithelium of CSF could play an 

important role in distribution of this flow78, and a defect of the CSF flow in zebrafish influences 

body axis formation and spine morphogenesis18,79,80 possibly through CSF-contacting neurons 

that line the central canal of the spinal cord and the brain ventricles80. 

Finally, identifying TTLL11, as a novel gene for IS with role in cilia biology is a crucial step to 

clarify pathways potentially involved in this condition. Based on this study, in addition to the 

previously identified ciliary genes in Human1,81–85 and animal model19,37,39, this pathology could 

be considered as a cilia-associated disorder, or a subtype of ciliopathy. 

Further studies of larger cohort are needed to establish the prevalence of mutated TTLL11 in 

AIS and to clarify the involvement of ciliary pathways. Understanding these mechanisms can 
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contribute, in the long term, to the early diagnosis of scoliosis and may help to establish 

strategies to prevent the progression of deformity. Meanwhile, in affected families were 

causative or predisposing mutations are identified, offspring can be screened in the new-born 

period. Those identified as carrying the family mutation can be followed at regular intervals 

and early spinal curvature treated optimally to prevent severe deformity. 
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V.9. Figures Legends 

Figure V.1. Pedigree of UK Family SC32 in Which a Putative Gene Mutation Has Been 
Found. 

A. Open circles and squares indicate unaffected individuals. Blackened circles and squares 

indicate affected females and males respectively. The arrow indicates family proband (SC32.1) 

and NGS sequenced patients are indicate by asterisks (SC32.1, SC32.16). B. Standing posterior 

radiographs of proband V:3 of family SC32, showing right thoracolumbar spinal curvature in 

the absence of congenital vertebral abnormality. Cobb angle measurement of 40° at time of 

diagnosis (left panel), Cobb angle measurement of 56° before corrective surgery (middle 

panel), and spinal fusion (right panel). C. Sequence obtained by Sanger sequencing of gDNA 

from scoliotic patient revealing the insertion of TT inducing a framshift (DE0193 lower 

chromatogram), compare to normal sequence of non-scoliotic patient (DE0194 upper 

chromatogram). D. Representation of Human TTLL11 isoform 1 and 2 with the TTL domain 

showing the p.Pro524PhefsTer4 mutation (upper panel, black arrow), and partial alignment of 

TTLL11 by MUSCLE96 from different species to identify conserved domains (lower panel, black 

arrow represents the mutated proline). 

Figure V.2. WT and Mutant TTLL11 mRNA Expression After Starvation.  

WT (DE0194) and mutant (DE0193) fibroblasts were treated with medium without FBS for 

different times. Cells were then processed for mRNA isolation and the relative mRNA 

expression of both transcript 1 (A) and 2 (B) of TTLL11 at different time point after serum 

starvation were determined by qPCR. The levels of mRNAs were plotted relative to cells 

harvested at 0 hour (n=3). Error bars represent SD. The difference between one independent 

group and the control group 0 hour was examined by unpaired, two-tailed Student’s t-test, 

*p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. 

Figure V.3. WT and Mutant TTLL11 Protein Expression After Starvation.  

A. WT (DE0194) and mutant (DE0193) fibroblasts were treated with medium without FBS for 

24 hours. Cells were stained with immunofluorescence for acetylated α-Tubulin (red), TTLL11 

(green) and DAPI (blue). Scale bar 20µm. B. Graphical representation of the percentage of 
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TTLL11 mutant ciliated fibroblasts compared to WT fibroblasts (DE0194) n=660. C. Graphical 

representation of mean cilia length for TTLL11 mutant ciliated fibroblasts compared to WT 

fibroblasts (left panel) and distribution of ciliated cells based on cilia length: ˂3µm; 3-5µm; 

>5µm (right panel); n=185. Values shown as mean ± SD, the difference with controls was 

examined by unpaired, two-tailed Student’s t-test, *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. 

Figure V.4. Cilia Elongation Requires Long Polyglutamate Chain Generated By TTLL11.  

A. WT (DE0194) and mutant (DE0193) fibroblasts were treated with medium without FBS for 

24 hours. Left panel, cells stained with immunofluorescence for acetylated α-Tubulin (red) and 

PolyE (green) show a strong reduction of polyglutamylation for the mutant TTLL11 cells. Scale 

bar 5µm. Right panel, Quantification of the PolyE/cilia length ratio in mutant ciliated fibroblasts 

(DE0193) compare to WT ciliated fibroblasts (DE0194). n=75. B. Wild type (DE0194) and 

mutant (DE0193) fibroblasts were treated with medium without FBS for 24 hours. Left panel, 

cells stained with immunofluorescence for acetylated α-Tubulin (red), GT335 (green) and DAPI 

(blue) show a decrease of polyglutamylation for the mutant TTLL11 cells. Scale bar 5µm. Right 

panel, Quantification of the GT335/cilia length ratio in mutant ciliated fibroblasts (DE0193) 

compare to WT fibroblasts (DE0194). n=118. C. Protein polyglutamylation of Wild type 

(DE0194) and mutant (DE0193) fibroblasts treated with medium without FBS for 0, 24, 48 and 

72 hours analysed by western blot (GT335 and PolyE antibodies) reveal the loss of long 

polyglutamylate chains for the mutant DE0193 cells. Full gels are shown as supplementary 

data. Values shown as mean ± SD, the difference between two independent groups was 

examined by unpaired, two-tailed Student’s t-test, ***p ≤ 0.001 

Figure V.5. Knockdown of ttll11 Leads to Scoliosis Phenotype in Zebrafish Larvae. 

Ttll11 knock-down zebrafish showed body curvature phenotype compared to control. A. 

Representation of the blocking antisense morpholino oligonucleotide targeting zebrafish ttll11 

(NM_001077375.1). B. Mutant and control zebrafish phenotype (3-5dpf). C. Incidence of body 

axial deformity after MOs injection into fertilised zebrafish eggs at the one- to two-cell stages. 
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Figure V.6. Effect of ttll11-mut in Zebrafish Body Axis and Lethality.  

A. Sequence obtain by Sanger sequencing of the mut-ttll11 zebrafish (left panel, lower 

chromatogram) compared to WT (left panel, upper chromatogram) and protein consequences 

(right panel). B. Mut-ttll11 display different type of 3D curvature of the body axis in 8 days old 

mut-ttll11 zebrafish. C. Incidence of scoliosis phenotype in 8 days old mut-ttll11 zebrafish. 6% 

of the mut-ttll11 zebrafish show a 3D curvature of the body axis. n=250. D. Lethality of scoliosis 

phenotype in 8 days old mut-ttll11 zebrafish. All the mut-ttll11 zebrafish expressing 3D 

curvature died after 2 weeks, 20% the first week and 80% the second week. All the WT and 

mut-ttll11 no curved were alive after 2 weeks. n=15. E. lateral view (left panels) of WT, mut-

ttll11 and mut-ttll11 with scoliosis adult zebrafish. MicroCT lateral (middle panels) and dorsal 

(right panels) images reveal a 3D curvature for the mut-ttll11 with scoliosis fish compared to 

WT and mut-ttll11 without scoliosis phenotype. 

Figure V.7. Hematoxylin and Eosin (H&E)-Stained Retina of WT and Mutant ttll11 Adult 
Zebrafish.  

Retinal histology reveals a disorganization of the cone cell layer from ttll11 mutant adult 

zebrafish compared to the WT (black arrows). The structure and the number of cone cells are 

impaired. n=3. Scale bar 20 µm. RPE, retinal pigmented epithelium; CC, Cone cell layer; ONL, 

outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform 

layer; GCL, ganglion cell layer. 

Figure V.8. Effect of Mutant ttll11 on Adult Zebrafish Rod and Cone Photoreceptors.  

A. Retinal sections of WT and mut-ttll11 zebrafish with and without scoliosis, labeled with 3A10 

antibody (red) and DAPI (blue). 3A10 antibody is specific to neurofilaments (rods and cones). 

This labelling shows a disorganisation of the cone cells layer. Scale bar: 20µm. B. Retinal 

sections of WT and mut-ttll11 zebrafish with and without scoliosis, labeled with zpr1 antibody. 

The specific labelling of double cones with zpr1 antibody suggest a disorganisation of cones 

cell body layer (white arrows) and the layer of double cones cilium seems to be impaired (black 

arrows). Right panel, representation of cone cell layer organisation, adapted from Lagman et 

al97.  C. Retinal sections of WT and mut-ttll11 zebrafish with and without scoliosis, labeled 

with zpr3 antibody. Zpr3 labelling is specific to rods and doesn’t show significant difference 
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between WT and mutant zebrafish. n=3. ROS: Rod Outer Segment; CC: Cone cell layer; OS: 

Outer Segment; ONL: Outer Nuclear Layer; IPL: Inner Plexiform Layer; INL: Inner Nuclear Layer; 

GCL, ganglion cell layer; DCOS: double cone outer segment; LSCOS: long single cone outer 

segment; SSCOS: short single cone outer segment. 
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V.10. Figures 

 

Figure V.1 



  

155 

 

Figure V.2 
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Figure V.3 
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Figure V.4 
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Figure V.5 
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Figure V.6 

 

Figure V.7 
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Figure V.8 
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V.11. Supplementary Data 

 
Supplementary Figure V.1. Cosegregation of the 9q31.2-q34.2 Locus With AIS in SC32 
Family.  

Linkage analysis identify the 9q31.2-q34.2 locus as a candidate region for AIS as it perfectly 

cosegregate with the disease for the entire 5-generation family. Open circles and squares 
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indicate unaffected individuals. Blackened circles and squares indicate affected females and 

males, respectively. The arrows indicate family proband. 

 
Supplementary Figure V.2. Pedigree of UK Family SC203 and SC217 in Which Putative 
Gene Mutations Has Been Found.  

Open circles and squares indicate unaffected individuals. Blackened circles and squares 

indicate affected females and males respectively. The arrows indicate family proband. 
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Chromatograms show the sequence obtained by Sanger sequencing of gDNA from both 

proband. 

 

Supplementary Table V.1. List of the Rare TTLL11 SNPs Reported by EVS Database.  

16 SNPs, single-nucleotide substitutions or small indels, with minor allele frequency <1%, were 

reported by the Exome Sequencing Project (Exome Variant Server, NHLBI GO Exome 

Sequencing Project (ESP), Seattle, WA) that regroup more than 6000 exomes from different 

Sequencing projects. 
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Supplementary Table V.2. List of the SNPs Identified by AmpliSeq in TTLL11 Gene From a 
French-Canadian and British AIS Population.  

13 SNPs were reported prior any filtering. B. After filtering: MAF < 1%, single-nucleotide 

substitutions and small indels, 4 SNPs were selected. 
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Subject 
Cobb angle at 

diagnosis (°) 
Type of curve Treatment 

III: 3 9/6/0 Scoliometer Thoracic 

Jacket for 6 months – 1 year 

Back board up to 2 years 

 

III: 8 6/7/5 Scoliometer Thoracolumbar Exercise 

III: 14 - - 

Back board from birth to 2 years old 

 

III: 18 - - None 

IV: 2 7/7/4 Scoliometer Thoracolumbar 

Exercise and brace age 13 - 16 years old 

 

IV: 4 6/10/4 Scoliometer Thoracolumbar None 

IV:6 5/8/3 Scoliometer Thoracolumbar Exercise and physiotherapy 

IV: 10 5/8/3 Scoliosis - Exercise and Physiotherapy 

V: 3 Proband 38 Thoracolumbar Brace 8 - 12 years, spinal fusion surgery age 13 years old 

SC203 NK NK None 

SC217 NK NK Surgery 

Supplementary Table V.3. Clinical Data of Affected Female Members of IS Patients From 
Family SC32, Patient SC203 and SC217 (Ocaka et al., 2008) 

Table showing clinical information for affected female members of family SC32 in three 

generations with an average of three members affected in each generation, patient SC203 and 

SC217. Higher Cobb angle value indicates a greater curve, and thus severity of AIS. Three 

measurements were taken using scoliometer, as Thoracic, Thoracolumbar and lumbar level in 

forward bending position. 
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Supplementary Table V.4. qPCR Primers and PCR Primers for TTLL11 mRNA Detection and 
Sequencing Analysis Respectively. 

qPCR primers for TTLL11 detection 

TTLL11-201-F (transcript variant 1 specific) 5’ – GGACTCAGGGATGTGTCTGC – 3’ 

TTLL11-201-R (transcript variant 1 specific) 5’ – GGTGGTACTCGCAAAGGTCA – 3’ 

TTLL11-t2-F (transcript variant 2 specific) 5’ – TGCACCGCATCTTTATGCAC  – 3’ 

TTLL11-t2-R (transcript variant 2 specific) 5’ – GCAATGGTTACCTGGAAGCAC  – 3’ 

GAPDH-FW 5’ – ACCACAGTCCATGCCATCAC – 3’ 

GAPDH-RW 5’ – TCCACCACCCTGTTGCTGTA – 3’ 

Primers for PCR and sanger sequencing TTLL11 exon 4 

TTLLE4-FW1 5’ – CAACTTCATCCACTCGGACA – 3’ 

TTLLE4-RV1 5’ – CACAGCACCACCAACACTG – 3’ 

Primers for HRM and sanger sequencing of zebrafish ttll11 exon 4 

HRM-ttll11-F 5’ – CCTGCTCATCGATAAACTCAAG – 3’ 

HRM-ttll11-R 5’ – CCTGGACAAGCCTTCTTTAGC – 3’ 

SEQ-ttll11-F 5’ – CGGACAGTGGATCCCAAG – 3’ 

SEQ-ttll11-R 5’ – CTGCAGCTGTCAGAGTGGAC – 3’ 
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Supplementary Figure V.3. Protein Polyglutamylation of Wild Type (DE0194) and Mutant 
(DE0193) Fibroblasts. 

Cells were treated with medium without FBS for 0, 24, 48 and 72 hours analysed by western 

blot (GT335 (B) and PolyE (A) antibodies) reveal the loss of long polyglutamylate chains for the 

mutant DE0193 cells. (full blots) 

 

 





 

  

Chapitre VI. Discussion 

La SIA, la forme la plus fréquente de scoliose, est une maladie qui touche une très grande partie 

de la population et est diagnostiquée au cours d’une période cruciale de la vie, autant au 

niveau physique que psychologique : la puberté. C’est une maladie qui est massivement 

investiguée par la communauté scientifique, ce qui a permis l’acquisition de connaissances 

approfondies sur le côté clinique et l’évolution des technologies a permis le développement 

de traitements de pointe, par corset ou bien par chirurgie. De nombreux efforts ont aussi été 

mis dans les recherches fondamentales sur la SIA, ce qui a permis d’identifier de nombreuses 

théories concernant l’étiologie et la physiopathogenèse de la SIA. Malgré cela, aucune de ces 

théories n’est reproductible ou n’a pu être clairement démontrée semant ainsi la controverse. 

Ces constats nous permettent de statuer sur le fait que la SIA est une maladie très hétérogène 

et que de nombreux facteurs entrent en jeu, des facteurs génétiques/épigénétiques aux 

facteurs environnementaux, en passant par les facteurs biomécaniques et hormonaux. 

Grâce au recrutement continuel de familles atteintes de la SIA (Annexe 1), notre laboratoire 

s’intéresse plus particulièrement aux facteurs génétiques, à l’implication des gènes ciliaires et 

du cil primaire dans la physiopathogenèse de la maladie. En effet, l’identification d’un premier 

gène ciliaire, POC5, a ouvert une nouvelle perspective selon laquelle le cil primaire défectueux 

serait l’évènement qui amorcerait les mécanismes de la mise en place de la SIA. L’identification 

d’un second gène ciliaire, le gène TTLL11 vient fortement supporter cette théorie selon 

laquelle la SIA pourrait être un sous-type de ciliopathie, fil conducteur de cette thèse. 

Nous avons donc investigué la prévalence des trois variants du gène POC5 qui avaient été 

identifiés la première fois dans une cohorte de patients d’origine française(137, 163), les 

variants p.(A429V), p.(A446T), et p.(A455P) (Manuscrit 1), ainsi que la prévalence du variant 

p.(Pro524PhefsTer4) du gène TTLL11 (Manuscrit 3), identifié dans une grande famille 

britannique, dans une cohorte de familles et de cas sporadiques de SIA d’origine franco-

canadienne et britannique. Pour le gène POC5, les variants p.(A446T) et p.(A455T) ont été 
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décrits pour la première fois dans des familles atteintes de SIA, et le variant p.(A429V) a été 

observé chez des individus dont l’histoire familiale est inconnue(163). Un 4ème variant 

(rs6892146) a été associé à la SIA dans une cohorte d’origine chinoise(191) dont l’histoire 

familiale des patients était inconnue. Notre étude a révélé une prévalence totale des variants 

du gène POC5 de 14% chez les patients atteints de SIA de notre cohorte, correspondant à 7.5% 

pour le variant p.(A429V), 6.4% pour le variant p.(A446T), et 0% pour les variants p.(A455P) et 

rs6892146. Nous avons pu observer que ces variants étaient retrouvés autant chez les patients 

atteints de SIA familiale que chez les cas sporadiques. De plus, nous avons observé que les 

variants ne co-ségrégeaient pas parfaitement dans les cas de SIA familiale. Il est à noter que la 

classification des patients dans la catégorie « cas sporadique » a été faite sur le témoignage de 

la famille (anamnèse). Les membres de la famille n’ont pas été examinés cliniquement et il n’y 

a pas eu d’investigation radiologique permettant de valider l’absence de déformation. Ainsi 

leur histoire familiale est incertaine. Cette prévalence place, à ce jour, le gène POC5 comme 

étant le plus représenté chez les individus atteints de SIA et aucune corrélation avec le sexe 

des patients n’a pu être observée. C’est d’autant plus intéressant que ces trois mutations 

résultent toutes en une substitution d’alanine au niveau de la protéine codée par l’exon 10 par 

d’autres acides aminés de la même catégorie ou non (valine; proline ou thréonine). En effet, 

l’alanine est un acide aminé hydrophobe aliphatique tout comme la valine et la proline, tandis 

que la thréonine est un acide aminé hydrophile hydroxylé. Cependant l’alanine est le plus petit 

de ces quatre acides aminés, ces différentes mutations pourraient donc toutes être à l’origine 

d’une modification dans la structure de la protéine codée par l’exon 10 du gène POC5. Le fait 

que ces trois mutations se retrouvent dans la même région suggère que c’est une région 

importante pour la protéine et son altération induit un défaut dans sa fonctionnalité, comme 

cela a été démontré in vitro et in vivo. En effet, les travaux de notre laboratoire ont reporté un 

défaut de liaison de la protéine POC5 (variant p.(A429V)), avec ses partenaires protéiques et 

un défaut dans la localisation de la protéine au niveau cellulaire qui pourrait s’expliquer par 

une modification de la structure de la protéine(196). La protéine mutée (p.(A429V)) perd donc 

son habilité de liaison avec certaines protéines essentielles pour la fonction du cil primaire et 

l’organisation du cytosquelette cellulaire, menant à une rétraction du cil primaire. La 
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diminution de la taille du cil primaire dans les cellules provenant des patients atteints de SIA 

pourrait conduire à des défauts dans les voies de signalisation qu’abrite le cil primaire ou 

encore à une diminution de la sensibilité du cil primaire. Dans les deux cas, la réduction de la 

taille de cette organelle induirait notamment une perturbation de la différenciation des 

ostéoblastes au niveau des plaques de croissance des vertèbres. L’identification de ce défaut 

au niveau de la taille des cils primaires chez les individus atteints de SIA porteurs de mutations 

dans le gène POC5 suggère donc que la SIA pourrait être considérée comme un sous-type de 

ciliopathie. Un sous-type car pendant très longtemps, cette maladie était décrite comme une 

maladie où seule la colonne vertébrale est affectée, alors que les ciliopathies regroupent des 

syndromes où plusieurs organes sont affectés. Cependant, de plus en plus de données plus ou 

moins récentes indiquent que la SIA pourrait être une maladie qui affecte d’autres tissus 

comme par exemple les yeux. 

Des anomalies similaires au niveau des cils (localisation et diminution de la taille du cil 

primaire) ont été observées dans les cellules provenant des patients porteurs de mutation 

dans le gène TTLL11 (Manuscrit 3).  

Le manuscrit 3 décrit l’identification du gène TTLL11 dans une famille britannique atteinte de 

SIA sur 5 générations par la technique de séquençage du locus candidat qui avait 

précédemment été identifié par la technique d’analyse de liaison(135). La mutation identifiée 

engendre un codon STOP prématuré et donc une protéine tronquée. Le séquençage du gène 

TTLL11 dans notre cohorte de patients SIA franco-canadiens et britanniques n’a révélé aucun 

autre patient porteur de ce variant, mais nous a permis d’identifier deux autres SNPs rares 

(<1%) prédits comme étant pathogènes par les outils de prédiction de pathogénicité. Ces deux 

variants ont été identifiés chez deux patients britanniques, ce qui pourrait suggérer que les 

mutations dans ce gène sont spécifiquement associées à la population britannique. 

Le criblage génétique de ces deux gènes ciliaires, POC5 et TTLL11, doit être élargi à des 

cohortes plus importantes afin de vérifier la prévalence des variants identifiés à l’échelle 

mondiale. Ceci nous permettrait d’analyser de potentielles associations, par exemple avec 
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l’âge d’apparition, la sévérité, le type de courbure, le sexe du patient et la zone géographique. 

En effet, les techniques de séquençage évoluent de manière exponentielle et malgré cela, les 

gènes identifiés comme étant associés à la scoliose sont en grande partie controversés car peu 

reproductibles, notamment du fait de la très forte hétérogénéité de la maladie et donc de la 

difficulté de reproduire deux cohortes exactement identiques. L’identification de ces deux 

gènes dans un premier temps dans de grandes familles atteintes de SIA avec une coségrégation 

parfaite des variants avec la maladie, et la caractérisation d’une prévalence de plus de 10% 

dans le cas des variants du gène POC5 représentent une opportunité unique d’identifier pour 

la première fois un mécanisme biomoléculaire qui expliquerait le développement de la SIA. 

Une des limites dans la recherche de gène candidat est que l’on oublie souvent que cette 

maladie ne se développe qu’à partir de la puberté et ce critère est rarement pris en compte 

dans les filtres de sélection lors du tri des variants identifiés par séquençage de l’exome. En 

effet, l’expression génique est fortement modulée lors de cette période et le rôle de certains 

gènes pourrait donc être sous-estimé. Cependant, l’avancée des connaissances de la 

communauté scientifique sur l’épigénétique, l’exosome, la régulation de l’expression de gènes 

vont permettent de mieux prendre en compte ces paramètres dans les analyses génétiques de 

la SIA. 

Suite à l’identification du gène candidat TTLL11, nous avons investigué les effets de la mutation 

identifiée au niveau cellulaire. Pour cela nous avons eu accès à des fibroblastes issus de 

biopsies de peau d’un individu de la famille porteur de la mutation (DE0193) et d’un individu 

contrôle (DE0194). Ce type cellulaire n’est pas le plus adapté dans le cadre de l’étude de la SIA, 

cependant, les biopsies d’os sont beaucoup plus difficiles à obtenir, surtout si l’adolescent n’a 

pas subi de chirurgie (auquel cas il est possible d’obtenir une biopsie de vertèbre). Comme 

mentionné dans le manuscrit 3, nous avons pu observer une perturbation de la transcription 

des deux transcrits du gène TTLL11 alors que la mutation identifiée impacte uniquement le 

transcrit 2. En effet, la mutation se trouve dans l’exon 4 du transcrit 2, qui fait partie d’un 

intron du transcrit 1. La transcription du transcrit 2 est diminuée, alors que la transcription du 

transcrit 1 est augmentée. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que le transcrit 1 est plus 
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abondant afin de pallier la diminution du transcrit 2. Très peu d’information est disponible 

quant au rôle de chacun des transcrits du gène TTLL11. Il existe deux hypothèses possibles qui 

sont : 1. Les défauts observés sont dus à la diminution de la quantité du transcrit 2; 2. Les 

défauts observés sont dus à l’augmentation de la quantité du transcrit 1. Dans les deux cas, 

l’insertion identifiée dans le gène TTLL11 entraine un débalancement de l’expression de ses 

deux transcrits qui est associé à une diminution significative de l’activité de polyglutamylation 

au niveau du cil primaire. Nos études d’immunofluorescence et de western blot ont permis de 

mettre en évidence que la protéine TTLL11 est requise dans l’initiation de la chaine de 

glutamate et qu’elle assure le maintien du pool de longues chaines de glutamate, nécessaire à 

la formation d’un cil primaire de taille normale. L’utilisation de l’anticorps anti-tubuline-α-

acétylée est discutable du fait que la détection repose sur un autre type de modification post-

traductionnelle (acétylation) de la tubuline et qu’il n’a jamais été exclu qu’il y ait des 

interactions entre les différentes enzymes assurant le « code tubuline ». Cependant, à ce jour, 

aucun autre substrat ni autre activité n’ont été identifiés pour la protéine TTLL11 et des 

analyses d’immunofluorescence complémentaires utilisant l’anticorps anti-ARL13b (petite 

GTPase spécifique au cil primaire) ont confirmé les résultats publiés (Annexe 2). Similairement, 

un défaut de la taille des cils primaires avait été précédemment observé dans les ostéoblastes 

porteurs de mutations dans le gène POC5(196). Nous avons aussi observé un défaut dans la 

localisation, la protéine TTLL11 sauvage est localisée dans le noyau ainsi que dans le 

cytoplasme des fibroblastes, alors que la protéine mutée est retenue au niveau du noyau. Elle 

serait donc moins disponible pour se rendre au niveau du cil primaire et assurer son rôle. Un 

défaut de localisation a aussi été observé pour la protéine POC5 mutante en comparaison à la 

protéine contrôle. La protéine TTLL11 localise à différents endroits de la cellule en fonction du 

type cellulaire, par exemple au niveau du cil primaire ou encore du corps basal(232, 234, 267), 

suggérant un rôle spécifique à chaque type cellulaire. Ceci pourrait justifier que le seul 

symptôme observé dans le cas de la SIA est la déformation de la colonne vertébrale plutôt 

qu’un syndrome touchant plusieurs organes. Une autre explication serait que l’expression 

différentielle d’autres protéines de la famille des TTLLs selon le type cellulaire compenserait 
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les défauts du gène TTLL11 et limiterait ainsi les défauts dans ces tissus et les manifestations 

dans plusieurs organes.   

De plus en plus de connaissances sont disponibles sur les différents rôles de la glutamylation 

et du cil primaire dans différents processus biologiques, notamment dans la formation de l’os. 

Cependant, les mécanismes en jeu sont encore flous et nécessitent plus d’investigation afin de 

faire le lien avec le développement de la SIA. En effet, une hypoglutamylation du cil primaire 

affecte notamment les voies de signalisations Hedgehog et de la polycystine qui sont deux 

voies majeures dans la formation et l’homéostasie de l’os. Elle entraine une diminution de la 

translocation de GLI3, affectant la voie de signalisation Hedgehog (Indian (Ihh) et Sonic (Shh)), 

ainsi que la rétention de PKD1/2 au niveau de la membrane ciliaire, altérant la voie de la 

polycystine. La maladie induite par une hypoglutamylation de l’axonème du cil primaire la 

mieux décrite est le syndrome de Joubert, caractérisé par divers symptômes tels que des 

malformations du cerveau, des défauts de la rétine, du foie, des reins et du squelette. Ce 

syndrome peut être causé par des mutations dans différents gènes. Une mutation dans la 

protéine du centrosome CEP41 empêche l’accès de la protéine TTLL6 dans le cil primaire, ce 

qui induit une hypoglutamylation(268). Un défaut dans la voie ARL13B-FIP5 empêche le 

recrutement de la protéine TTLL5 au niveau du cil primaire entrainant une hypoglutamylation 

de l’axonème responsable du désassemblage de la tubuline et l’altération des voies de 

signalisation de la polycystine et de Hh(269). 

Nous avons ensuite validé la fonctionnalité de la protéine TTLL11 in vivo, chez le poisson zèbre, 

similairement à ce qui avait été fait pour le gène POC5. En effet, le gène TTLL11 fait partie de 

la famille des gènes ciliaires, tout comme le gène POC5. Nous avons validé la fonctionnalité du 

gène ttll11 dans le développement de la colonne vertébrale du poisson zèbre, dans un premier 

temps par la technique de knock-down via l’injection d’un morpholino spécifique de l’ARNm 

du gène ttll11. Les larves de poissons zèbres ayant reçu le morpholino ont développé des 

déformations dans l’axe du corps, mais cette technique reste controversée quant à sa 

spécificité et toxicité. Nous avons donc ensuite procédé à la création d’une lignée de poissons 

zèbres mutante pour le gène ttll11 grâce à la technologie CRISPR-Cas9. Plusieurs ARNs guides 
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différents ciblant différents exons du gène ont été testés, cependant une seule mutation a pu 

être obtenue, une insertion de 18pb au niveau de l’exon 4 du gène ttll11. Cette mutation n’est 

pas un knock-out comme nous l’avions prévu, car elle n’engendre pas de codon STOP 

prématuré. Mais celle-ci induit la formation d’une protéine mutante, avec l’insertion de 6 

acides aminés au sein du domaine TTL de la protéine ce qui affecte sa fonctionnalité. En effet, 

le gène ttll11 fait partie de la famille des « tubulin tyrosin ligase like » et a pour rôle d’assurer 

la polyglutamylation de la tubuline alpha grâce à son domaine catalytique TTL. Ce domaine TTL 

est hautement conservé entre les différents membres de la famille des TTLLs et des TTLs, et 

ce, au travers des différentes espèces. Ce domaine peut être divisé en deux régions : le « core 

TTL domain » qui est commun à tous les membres de la famille, et un domaine « extended TTL 

domain » qui est moins conservé. L’analyse de cette lignée mutante nous a permis d’observer 

des anomalies dans l’axe du corps des poissons zèbres, autant au stade de larve qu’au stade 

de poisson adulte, confirmant l’implication du gène ttll11 dans le développement de la colonne 

vertébrale. Le gène POC5 a été relié à la rétinite pigmentaire, les études préliminaires des 

poissons zèbres mutants pour ce gène ont révélé des défauts de la rétine, et un membre de la 

famille des TTLLs (TTLL5) a été associé à des dystrophies rétiniennes, c’est pourquoi nous avons 

investigué les rétines des poissons mutants pour le gène ttll11. Les analyses histologiques ainsi 

que les analyses d’immunohistochimie réalisées avec des anticorps spécifiques aux différents 

types cellulaires de la rétine ont mis en évidence un défaut dans l’organisation des couches de 

la rétine. La rétine est notamment composée de cellules photoréceptrices, qui sont des cellules 

sensorielles ultra spécialisées composées d’un segment interne et d’un segment externe reliés 

par un cil primaire modifié. Celui-ci est crucial dans la différenciation rétinienne, dans la 

prolifération et la survie des cellules progénitrices de la rétine. Des anomalies de l’œil sont 

associées à la scoliose progressive dans le cas notamment d’une maladie génétique rare, la 

paralysie du regard horizontale avec scoliose progressive (HGPPS)(124). Ce syndrome est 

caractérisé par une paralysie du regard horizontal, un nystagmus pendulaire et une scoliose 

progressive, mais est encore mal compris. Il est intéressant de noter que des nystagmus 

spontanés ou positionnels (réflexe vestibulo-oculaire qui témoigne d’une asymétrie 

vestibulaire) ont déjà été reportés chez des patients atteints de SIA(116, 117). 
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Les analyses fonctionnelles du gène POC5 chez le poisson zèbre ont révélé que des mutations 

dans ce gène entrainaient des déformations de l’axe du corps accompagnées de défauts dans 

d’autres tissus comme la rétine. Dans le manuscrit 2, nous avons donc créé des lignées de 

souris C57BL/6N porteuses de l’équivalent des variants retrouvés chez l’homme dans le gène 

Poc5. En effet, une première souris porteuse du variant p.A430T, équivalent du variant humain 

p.A446T, une lignée porteuse du variant p.A413V, équivalent du variant humain p.A429V. Le 

variant humain p.A455P n’ayant pas été retrouvé au sein de notre cohorte de patients 

(manuscrit 1), nous n’avons pas priorisé sa modélisation chez la souris. Cependant, nous avons 

créé la lignée de souris double mutante, porteuse des deux variants décrits précédemment. 

En effet, la souris est un modèle quadrupède, et aucun modèle de souris Knock-in pour la SIA 

n’a été décrit dans la littérature, nous avons postulé que l’effet de la combinaison des deux 

mutations pourrait être plus fort et donc engendrer un phénotype plus important. La condition 

bipède est désormais largement acceptée comme prérequise à la formation de la scoliose, 

c’est pourquoi l’absence de l’observation de déformation claire de la colonne vertébrale par 

radiographie, microCT, ou encore par dissection de nos souris âgées de 1 mois, donc au stade 

de puberté n’est pas surprenante. Cependant, l’analyse de la colonne vertébrale de souris plus 

âgées a révélé une cyphose pour la lignée de souris double mutant uniquement, venant 

renforcer notre hypothèse que la combinaison des deux mutations impacte plus fortement la 

fonctionnalité de la protéine Poc5. Afin d’analyser l’effet des variants dans le gène POC5 au 

sein d’un organisme entier, il est nécessaire de recréer le maximum de conditions dans 

lesquelles se développe la SIA chez l’Homme. Une chirurgie afin de rendre ces lignées bipèdes 

est donc fortement envisagée pour la suite de ce projet de recherche, si les enjeux éthiques le 

permettent. 

Une étude récente de Shi et al(270), a montré pour la première fois un lien entre le cil primaire 

et l’inhibition de la différenciation et minéralisation des ostéoblastes. En effet, les auteurs ont 

démontré que la microgravité inhibe la formation osseuse via la résorption du cil primaire. Le 

cil primaire serait donc capable de détecter la microgravité dans son environnement 

entrainant alors sa résorption suivie de la perturbation de l’attachement des MT à la base du 
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cil et la dépolymérisation des MT de la cellule. Ces perturbations au niveau du cytosquelette 

seraient à l’origine de la perturbation de la différenciation ostéogénique et de la 

minéralisation. Cette étude est très intéressante car elle est transposable avec nos recherches. 

En effet, nous avons montré que les cellules porteuses de mutations identifiées comme étant 

impliquées dans la SIA possédaient des cils plus courts que les cellules contrôles(196, 271), et 

cela a été confirmé par Oliazadeh et al(272). Les ostéoblastes issus des souris mutantes Poc5 

ont un potentiel de minéralisation plus faible que les cellules issues des souris contrôles, et il 

est largement connu que les patients atteints de SIA ont une plus faible densité osseuse(273). 

Il serait donc justifiable de penser que dans le cas de la SIA, les variants identifiés dans les 

gènes ciliaires entrainent un défaut dans la formation du cil primaire, et induisent une 

diminution de la différenciation ostéoblastique et du potentiel de minéralisation via des 

mécanismes identiques à une réaction à la microgravité(270). En effet, nous avons observé 

que les ostéoblastes issus des souris mutantes présentaient une altération de la ciliogenèse. Il 

est d’autant plus intéressant que dans nos cellules mutantes pour le gène TTLL11 nous avons 

observé un défaut de la polyglutamylation des MT de l’axonème, alors que la 

polyglutamylation, notamment via le TTLL11, est reliée à la polymérisation/dépolymérisation 

des MT(234, 274). L’analyse du cytosquelette et des MT liés à la base du cil primaire devrait 

donc être réalisée afin de déterminer si le même phénomène se produit dans nos cellules 

mutantes pour le gène POC5 ou le gène TTLL11. 

Parallèlement à l’étude des ostéoblastes issus des colonnes vertébrales de nos souris 

génétiquement modifiées, nous avons analysé les différents organes ciliaires afin de 

déterminer si des défauts étaient observables dans la structure et l’organisation générale de 

ces organes. L’analyse histologique du cœur, des poumons, des reins, et du cerveau grâce à la 

coloration hématoxyline éosine n’a pas révélé de défauts notables dans la structure générale 

de ces tissus par rapport aux organes extraits des souris contrôles. Des analyses 

d’immunofluorescence avec les anticorps correspondants doivent être réalisées afin de 

conclure définitivement, cependant, ces résultats sont en adéquation avec le phénotype 

clinique des patients atteints de SIA porteurs de variants dans le gène POC5. En effet, aucun 
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défaut dans ces organes n’a été observé chez les patients atteints de cette maladie. L’analyse 

histologique du foie a cependant révélé des inclusions lipidiques dans les hépatocytes des 

souris mutantes pour le gène POC5 qui est similaire à la stéatose hépatique. Les souris 

mutantes et les souris contrôles ont été nourries avec la même diète, et ne présentaient aucun 

signe d’obésité. Ce phénomène a déjà été observé dans le cadre de différentes ciliopathies 

avec scoliose comme le syndrome d’Alström(275) et le syndrome de Bradet-Bield(276). La 

stéatose hépatique a été reliée à une résistance à l’insuline ainsi qu’à une diminution de la 

masse des muscles squelettiques(277-279), deux paramètres connus comme étant altérés 

chez les patients atteints de SIA. D’autres études ont montré un lien entre la stéatose 

hépatique et un déséquilibre dans la voie de la leptine, elle aussi altérée chez les patients 

atteints de SIA. De plus, l’accumulation de lipides dans les hépatocytes a été reliée à des 

défauts du gène CELSR2(280), essentiel à la ciliogenèse(281), qui a aussi été relié à la SI(282). 

Il est aussi intéressant de mentionner que le taux de Ca2+ cellulaire possède un impact sur 

l’accumulation de lipides au sein des hépatocytes, alors que le cil primaire possède sur sa 

membrane spécialisée des polycystines formant des canaux calciques. Enfin, l’analyse 

histologique des rétines des souris mutantes pour le gène POC5 n’a pas révélé de défaut au 

niveau de l’organisation des différentes couches, ni de dégénération des couches des 

photorécepteurs. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que nous avons analysé les rétines de 

souris âgées de 1 mois, or les défauts décrits dans le cas de dystrophie ou dégénérescence de 

la rétine sont observés plus généralement autour de 6 mois. C’est pourquoi nos résultats 

n’excluent pas la possibilité que les souris mutantes pour le gène POC5 développent des 

défauts au niveau de la rétine à un stade de développement plus avancé. De plus amples 

investigations doivent être menées afin d’analyser la rétine et de conclure définitivement si 

nos modèles de souris mutantes pour le gène POC5 développent des défauts similaires à ceux 

que nous avions pu observer chez le poisson zèbre et qui concorderait avec la récente 

implication du gène POC5 dans la rétinite pigmentaire. D’autre part, des études préliminaires 

de notre laboratoire ont permis d’établir un défaut similaire chez le poisson zèbre exprimant 

la protéine POC5 humaine mutée. En effet, nous avons pu observer une diminution du 

segment externe des photorécepteurs de la rétine (données non publiées). Nous avons aussi 
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observé un possible défaut de la protéine POC5 au sein de l’oreille interne, mais des analyses 

supplémentaires sont nécessaires afin de le confirmer. L’oreille interne abrite le système 

vestibulaire qui est connu comme étant impliqué dans la physiopathogenèse de la SIA. En effet, 

selon l’hypothèse stipulant que le gène POC5 possède une fonction supplémentaire spécifique 

aux cils, une mutation à son niveau pourrait entrainer un défaut au niveau des cils senseurs du 

système vestibulaire entrainant alors une asymétrie de la voie vestibulo-spinale responsable 

de la déformation de la colonne vertébrale. Ces différentes observations suggèrent que le gène 

POC5 muté serait impliqué dans des anomalies ciliaires à l’origine de la mise en place de la SIA. 

Des études plus approfondies doivent être menées sur ces modèles génétiques de souris afin 

de compléter ce schéma. La création de ces 3 lignées de souris représente un outil unique et 

de nombreuses expériences sont imaginables pour l’étude de cette maladie complexe qu’est 

la SIA et il serait intéressant de créer une lignée de souris mutantes pour le gène Ttll11 et ainsi 

comparer les deux modèles génétiques de SIA.



 

  

Limites et Perspectives  

Comme pour toutes expériences scientifiques, les travaux présentés dans cette thèse 

possèdent un certain nombre de limites. 

Le phénotype/génotype des patients est un élément essentiel en génétique. Lors de l’examen 

clinique en orthopédie, au cours duquel se réalise le recrutement des patients et des familles, 

la recherche d’antécédents familiaux démontre certaines limites: le statut « scoliose » versus 

« absence de scoliose » se fait sur le témoignage des parents. En absence de radiographie, 

l’absence ou présence de déformation chez les membres de la famille des patients ne peut pas 

être certifiée. Puisque c’est une maladie qui apparaît à la puberté chez des patients sains 

auparavant et puisque la progression est imprévisible durant la croissance, le statut clinique 

pourrait changer au cours du temps. Cela affecterait la prévalence et les données sur 

l’héritabilité des variants génétiques rares.   

Au niveau cellulaire, nous avons réalisé nos expériences dans des fibroblastes extraits de 

patients porteurs de la mutation identifiée dans le gène TTLL11, et les cellules contrôles ont 

été extraites d’un individu de la même famille non porteur de la mutation. Cependant, pour 

cette maladie, le type cellulaire le plus adéquat serait des ostéoblastes ou encore des 

chondroblastes. L’accès à ces tissus est cependant limité aux patients ayant une scoliose 

traitée par chirurgie. Une autre option aurait été de transfecter ces types cellulaires avec un 

plasmide porteur de la mutation en question, cependant cette technique confère une 

surexpression transitoire de la protéine mutée, combinée avec l’expression de la protéine 

endogène. Il serait cependant intéressant de confirmer les résultats que nous avons obtenus 

dans des cellules osseuses génétiquement modifiées par la technique CRISPR-Cas9, mais cette 

technique peut engendrer des mutations non voulues, appelées « off target ». De plus, notre 

choix de cellules contrôles pourrait être discutable, mais nous nous sommes appuyés sur le fait 

que ces deux individus ont le patrimoine génétique le plus proche et que les différences 

observées sont dues uniquement à la mutation rare identifiée dans le gène TTLL11. 
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Enfin, concernant nos modèles animaux, le modèle de poisson zèbre mutant pour le gène 

TTLL11 n’est pas un knockout comme nous l’aurions voulu, cependant il est porteur d’une 

mutation impactant le domaine catalytique de la protéine altérant sa fonction. Cependant, la 

possibilité que cette protéine interagisse avec d’autres partenaires n’est pas exclue. La limite 

majeure de nos modèles de souris mutantes pour le gène POC5 est que ce sont des animaux 

quadrupèdes et non bipèdes, réduisant les chances d’observer des déformations de la colonne 

vertébrale. Afin de rendre les souris bipèdes, il est nécessaire de les exposer à des chirurgies 

jugées beaucoup trop invasives et délétères au bien-être de l’animal. 

Malgré ces limites, les résultats présentés dans cette thèse représentent une avancée dans 

l’élucidation de l’étiologie de la SIA, et amènent un autre angle de vue à la maladie. En effet, 

analyser cette anomalie traduite par une déformation de la colonne vertébrale en la 

considérant comme un sous-type de ciliopathie est prometteur dans l’élucidation des 

mécanismes en jeu et ouvre tout un panel d’expérimentations qui nécessite d’être exploré. 

Tout d’abord, afin de mieux caractériser la prévalence des variants du gène POC5 et du gène 

TTLL11 dans la population atteinte de SIA, le recrutement de patients et le criblage de ces 

gènes doivent être poursuivis continuellement, dans des cohortes de populations variées. 

Dans cet objectif, des collaborations internationales sont en train de s’établir ou de se 

consolider. Dans le cas où ces deux gènes ne seraient pas porteurs de variants candidats, il est 

important de procéder au séquençage entier du génome afin d’identifier de nouveaux gènes 

candidats et de compléter le puzzle de la génétique de la SIA. 

Au niveau cellulaire, il est essentiel d’identifier les voies de signalisation qui sont impactées par 

l’hypoglutamylation du cil primaire afin de retracer toute la cascade reliant le cil primaire à la 

déformation de la colonne vertébrale. En effet, l’étude de la littérature, notamment sur 

l’épigénétique et la génétique de la scoliose, suggère des pistes qui méritent d’être explorées. 

De plus, la caractérisation précise de la structure du cil primaire dans les cellules issues de 

patients atteints de SIA en comparaison avec des cellules contrôles en microscopie 

électronique devrait être réalisée afin de détecter d’éventuels défauts, notamment au niveau 
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des doublets de microtubules qui forment l’axonème. Le statut de la glutamylation du cil 

primaire devrait être analysé dans les cellules porteuses de variants dans le gène POC5. En 

effet, les travaux réalisés dans notre laboratoire, auxquels j’ai participé, ont montré une 

diminution de la taille des cils primaires, il serait donc important de déterminer s’ils présentent 

aussi un défaut de glutamylation. Pour aller plus loin dans l’analyse de la glutamylation chez le 

mammifère, un modèle de souris mutantes pour le gène TTLL11 devrait être créé. 

D’un point de vue fonctionnel, la découverte de l’hypoglutamylation du cil primaire chez les 

individus atteints de SIA porteurs de mutation dans le gène TTLL11 représente l’opportunité 

de comprendre le rôle de l’estrogène et la somatomédine, deux hormones prépondérantes de 

la puberté, dans le développement de la maladie. En effet, il est largement accepté que ces 

hormones jouent un rôle non négligeable dans le développement de la SIA mais le mécanisme 

en jeu n’a pas encore été clairement établi. En effet, le cil primaire est sensible à l’œstrogène 

et il est connu que cette hormone module le potentiel ostéoclastogénique des ostéocytes via 

la voie Hedgehog(283). De plus, la somatomédine possède son récepteur sur la membrane du 

cil primaire confirmant sa capacité à détecter des variations de cette hormone dans 

l’environnement extracellulaire. 

Chez nos souris mutantes, le phénotypage histologique et la glutamylation devraient être 

approfondis à différents stades de vie et en fonction du sexe. La caractérisation des cils 

primaires et de leur glutamylation devrait aussi être réalisée en immunohistochimie grâce à 

l’utilisation des anticorps correspondants. Un suivi du développement des colonnes 

vertébrales au cours de la puberté des souriceaux (25-35 et 45 jours de vie) devrait être réalisé 

afin de suivre l’évolution du développement de la colonne vertébrale des animaux mutés en 

comparaison aux animaux contrôles. De plus, nos lignées de souris mutantes et WT devraient 

être chirurgicalement rendues bipèdes afin de reproduire les charges mécaniques appliquées 

au niveau de la colonne vertébrale de l’Homme, très largement accepté comme étant requises 

dans le développement de la scoliose. Des analyses approfondies de la rétine devraient être 

réalisées afin de déterminer si les souris mutantes développent une dégénérescence précoce 

des photorécepteurs. 



  

183 

Finalement, chez les patients atteints de SIA, une analyse fonctionnelle de la rétine en lien avec 

le statut postural devrait être réalisée afin d’identifier d’éventuels défauts au niveau des 

photorécepteurs, comme nous avons pu l’observer dans les modèles de poissons mutants pour 

le gène TTLL11 et POC5.



 

  

Conclusion 

Le travail présenté dans cette thèse a permis de mettre en évidence un nouvel aspect à la SIA 

et de décrire pour la première fois un phénomène fonctionnel qui permettrait de faire le lien 

entre un défaut génétique et le développement de la maladie. En effet la confirmation de 

l’implication du gène ciliaire POC5 dans la SIA (manuscrit 1 et 2) et la découverte d’un second 

gène ciliaire, le gène TTLL11 dans une grande famille britannique (manuscrit 3) vient 

solidement supporter l’hypothèse que ces gènes ciliaires agissent sur les mécanismes 

cellulaires responsables de la mise en place de la SIA faisant d’elle une maladie appartenant à 

la grande famille des ciliopathies. 

Dans le manuscrit 1, nous avons montré que les variants précédemment identifiés dans le gène 

POC5 et fonctionnellement reliés à la déformation de la colonne vertébrale chez le poisson 

zèbre étaient retrouvés dans notre cohorte composée de patients franco-canadiens et 

britanniques avec une fréquence d’environ 14%. Cette prévalence fait donc du gène POC5 le 

gène le plus représenté dans la population atteinte de SIA et vient fortement supporter 

l’importance du cil primaire dans la mise en place de la maladie. Ces résultats, combinés avec 

les travaux précédemment publiés par notre laboratoire notamment chez le poisson zèbre et 

au niveau cellulaire ont ouvert une piste de recherche originale que nous avons poursuivie au 

sein de notre laboratoire et au cours de mon doctorat. 

En effet, dans le manuscrit 2, nous avons décrit la création de 3 lignées différentes de souris 

porteuses de l’équivalent de deux des variants POC5 identifiés chez l’Homme, dont une lignée 

porteuse de la combinaison des deux variants. Le phénotypage des souris quadrupèdes à 1 

mois n’a pas révélé de déformation majeure de la colonne vertébrale et l’analyse histologique 

des organes n’a montré un défaut qu’au niveau du foie où l’équivalent d’une stéatohépatite a 

pu être mise en évidence. Cependant, l’analyse des ostéoblastes issus des colonnes vertébrales 

a montré un défaut de prolifération et de différenciation de ces cellules. Ces résultats 

montrent une nouvelle fois que la condition bipède est un prérequis crucial dans le 
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développement de la déformation de la colonne vertébrale et que certains défauts semblent 

apparaitre plus tard dans le développement de la souris. 

Dans le manuscrit 3, nous avons identifié grâce à notre collaboration internationale avec 

l’équipe du Dr Anne Child de Londres (UK), un nouveau gène candidat dans une grande famille 

britannique atteinte de SI, le gène ciliaire TTLL11. Les analyses chez le poisson zèbre ont 

confirmé l’implication de ce gène dans la déformation de la colonne vertébrale et nous ont 

permis de mettre en évidence son implication au niveau de l’organisation des couches de la 

rétine et notamment au niveau de la couche des cônes. Nos études in vitro nous ont permis 

de décrire pour la première fois un mécanisme reliant un gène candidat à la mise en place de 

la déformation de la colonne vertébrale, la polyglutamylation. En effet, les cellules mutantes 

présentent un plus faible de taux de glutamylation du cil primaire, induisant une réduction du 

nombre de cellules ciliées et de la taille du cil lorsqu’il est présent. 

Pour conclure, le travail présenté dans cette thèse décrit l’implication de deux gènes ciliaires, 

POC5 et TTLL11, dans la mise en place de la déformation de la colonne vertébrale observée 

chez les patients atteints de SIA. Cependant, leur prévalence, bien que le gène POC5 soit à ce 

jour le plus représenté dans cette population, ne représente qu’une petite partie des patients 

atteints de cette maladie et souligne une fois de plus la complexité et l’importante 

hétérogénéité génotypique. Nos résultats amènent des évidences solides que le cil primaire 

joue un rôle central dans le développement de cette maladie et que la polyglutamylation de la 

tubuline composant son axonème pourrait être le mécanisme en cause. La glutamylation a 

déjà été reliée à des anomalies du squelette ce qui renforce notre théorie, or d’autres analyses 

doivent être réalisées afin de déterminer les voies de signalisations qui entrent en jeu. De plus, 

les problèmes de perceptions de l’environnement et de l’équilibre observés chez les patients 

atteints de SIA sont encore très mal compris, et la piste du cil primaire pourrait être un élément 

clé dans la compréhension de ce phénotype, car il est essentiel dans le bon fonctionnement 

de la rétine et de l’organe sensoriel de l’oreille interne. 
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Nos résultats suggèrent donc que la SIA appartient à la grande famille des maladies génétiques 

rares que sont les ciliopathies. Cette famille de maladies regroupe des syndromes qui touchent 

plusieurs organes, c’est pourquoi la SIA serait un sous-type de ciliopathie se manifestant 

principalement par la déformation tridimensionnelle de la colonne vertébrale. 
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Annexe 1. Arbres généalogiques des familles atteintes de SIA 

recrutées par notre laboratoire en collaboration avec les 

médecins orthopédistes du CHU Sainte-Justine, QC 
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Annexe 2. L’élongation des cils primaires requiert les longues 

chaines de polyglutamate générées par TTLL11 

 

Partie supérieure : fibroblastes WT (DE0194) et mutants (DE0193) traités avec du milieu sans 

FBS pour 24 heures. Les cellules ont été marquées en immunofluorescence pour la protéine 

ARL13B (rouge) et la GT335 (vert) et montrent une diminution significative de la 

polyglutamylation, représentée graphiquement par le ratio GT335/taille du cil (ARL13b). n=75; 

barre d’échelle 5µm. Partie inférieure : fibroblastes WT (DE0194) et mutants (DE0193) traités 

avec du milieu sans FBS pour 24 heures. Les cellules ont été marquées en immunofluorescence 

pour la protéine ARL13B (rouge) et la PolyE (vert) et montrent une diminution significative de 

la polyglutamylation, représentée graphiquement par le ratio PolyE/taille du cil (ARL13b). 

n=75; barre d’échelle 5µm. Les valeurs présentées sont les moyennes ± SD, la différence entre 

deux groupes indépendants a été analysée par un test de Student t-test, ***P ≤ 0.001. 
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